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RESUMEN 

 
A pesar de las propuestas prometedoras de múltiples bacteriocinas descubiertas 

en estudios in vitro, pocas han logrado mantener su actividad en las aplicaciones, 

debido a condiciones que provocan su inactivación. La estabilidad físico-química, 

es un parámetro importante en la caracterización de una bacteriocina. Por ello el 

objetivo de este trabajo fue obtener un concentrado de bacteriocina producida 

por un aislado crioconservado por dos años y que fue obtenido de frutos, para 

caracterizar su estabilidad fisico-química y evaluar su efectividad contra bacterias 

patógenas y fitopatógenas. De los 369 aislados bacterianos antagonistas 

crioconservados por dos años, se observó que 49 de éstos  mantuvieron la 

actividad antagónica, y solamente dos, presentaron actividad bacteriocinogénica 

sobre Salmonella Saintpaul. La producción de bacteriocina del aislado  con mayor 

halo de inhibición (A1), se evaluó a  las 24 y 48 horas, y su efectividad se comparó 

con la de Lactobacillus animalis (control). El A1 mantuvo una  actividad constante 

entre las 24 y 48 horas y el sobrenadante del cultivo de 24 horas, con una 

concentración de 17.8 5mg/mL de proteína, presentó mayor  halo de inhibición 

(28 mm) que L. animalis (17 mm) sobre la cepa indicadora. La bacteriocina 

producida por A1, resultó ser  estable en un amplio rango de temperaturas, pH y 

ante distintos solventes, metales y surfactantes. Además fue resistente a 

proteasa, proteinasa K, tripsina y lipasa. Adicionalmente, resultó efectiva para 

controlar el crecimiento de S. Typhi, S. Typhimurium, S. choleraesius, E. coli 

O157:H7 y Erwinia carotovora. La identificación molecular del aislado mediante 

la secuenciación del gen 16S ARN ribosomal, indicó un 99% de identidad con 

Lactobacillus graminis. Basados en las características de estabilidad físico-

química y la efectividad contra otra bacteria se infiere que la bacteriocina 

producida por esta cepa representa una potencial alternativa de  biocontrol sobre 

el fitopatógeno Erwinia carotovora y sobre patógenos contaminantes en frutos y 

hortalizas. 

 

Palabras clave: Bacteriocina, Lactobacillus graminis, Salmonella, E. coli O157: 

H7, bacterias fitopatógenas. 
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ABSTRACT 

 

Despite promising proposals of multiple bacteriocins, a large number of these 

substances have failed in maintaining their activity during applications, where 

these substances are confronted with conditions that may inactivate them. The 

physicochemical stability is an important parameter in the characterization of a 

bacteriocin. Therefore the aim of this work was to obtain a bacteriocin concentrate 

produced by an isolate obtained from fruits, characterize its physical-chemical 

stability and to evaluate its effectiveness against pathogenic and phytopathogenic 

bacteria. After the evaluation of 369 antagonistic bacterial isolates cryopreserved 

for two years, 49 isolates remained active and only two presented 

bacteriocinogenic. The isolate with the highest inhibition zone (A1) over 

Salmonella Saintpaul was selected for further evaluations. When evaluating the 

24 and 48 hour extracts of both (A1) and Lactobacillus animalis (control), the A1 

24-hour extract was found to have an inhibition zone of 28 mm while L. animalis 

produced an inhibition of 17 mm over the indicator strain. A1 maintained a 

constant bacteriocinogenic activity between 24 and 48 hours. A protein 

concentration of 17.85mg/mL was determined in the supernatant of the A1 24-

hour culture. The bacteriocin was stable against different solvents, metals, 

surfactants, at a wide temperature range and at pH 3 to 7. It was also resistant to 

protease, protease K, trypsin and lipase. Moreover it had activity over S. Typhi, 

S. Typhimurium, S. choleraesius, E. coli O157:H7 and Erwinia carotovora. 

Molecular identification of the isolate indicated a 99% identity with Lactobacillus 

graminis. The bacteriocin produced by this strain represents a potential biocontrol 

alternative over phytopathogens like Erwinia carotovora and pathogens 

contaminating fruits and vegetables. 

 

Keywords: Bacteriocin, Lactobacillus graminis, Salmonella, E. coli O157: H7, 

phytopathogens. 
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I. INTRODUCCIÓN 
 
 
 

A pesar del extendido uso de antibióticos para luchar contra los organismos 

causantes de enfermedades específicas (Rivero G., 2004),  estos biocidas  han 

estado  prohibidos para su uso en los alimentos. Para resolver esta ausencia, la  

industria alimentaria ha enfocado esfuerzos a la prevención de propagación de 

microorganismos mediante la aplicación de buenas prácticas como medida de 

control (Bihn y Gravani, 2006).   

 

La aplicación de buenas prácticas durante la producción hortifrutícola en campo 

y el manejo postcosecha, reduce al mínimo la  contaminación biológica, química 

o física, proporcionando mayor fiabilidad al consumidor. Sin embargo, a  pesar 

de una excelente implementación de los programas de buenas prácticas, se han 

reportado contaminaciones en alguna etapa de la cadena de producción del 

cultivo (Arispe y Soledad, 2007). Los contaminantes más persistentes son los de 

carácter microbiológico por no ser detectables a simple vista, con el riesgo de 

producir una infección a los consumidores. 

 

Por otro lado, en la agricultura los productores se enfrentan constantemente a 

situaciones donde sus cultivos se ven infectados por bacterias fitopatógenas que 

afectan el rendimiento en sus cosechas, conllevando a grandes pérdidas 

económicas (Utnique y Smith, 1990), sin estar autorizdo el uso  de antibióticos 

sobre tales cultivos (Sheikh et al., 2009). Estos antecedentes, ponen en evidencia  

la necesidad de incrementar la búsqueda de agentes de biocontrol ya que hasta 

el momento existen alternativas limitadas. Los tratamientos de ozono y radiación 

UV son eficientes en la desinfección de frutas o vegetales de superficie lisa, mas 

no logran eliminar las bacterias adheridas en  los pliegues  de  vegetales de hoja  
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como lechuga o espinaca y en cavidades superficiales como las del melón 

cantaloupe. Los desinfectantes en solución como las distintas formulaciones con 

cloro, ácido cítrico y peróxido de hidrógeno provocan cambios en el color, 

afectando la presentación del alimento, por lo que se deben utilizar 

concentraciones mínimas, que en algunos casos pueden no ser suficientes para 

la eliminación total de los patógenos (Bermúdez-Aguirre y Barbosa-Cánovas, 

2013). 

 

Aunque algunos métodos químicos han demostrado eficiencia, se ha  observado 

que su uso tiene un impacto negativo en la salud de los consumidores, lo que ha 

llevado a explorar alternativas naturales que sustituyan el uso  de métodos 

químicos (Kochamit et al., 2015). En esta búsqueda de  alternativas innovadoras 

para la resolución a dicha problemática, se ha propuesto el aprovechamiento de 

microorganismos no patogénicos antagónistas de bacterias patógenas 

desarrolladas en los mismos nichos biológicos (Vásquez et al., 2009).  

 

Actualmente se han aislado diversas bacterias con propiedades antagonistas, 

que por sus características son empleadas en la industria alimentaria, y otras más 

que se encuentran en investigación (Udhayashree et al., 2012; Andrade-

Bustamante, 2014). Se han descrito varios metabolitos que pueden conceder la 

propiedad antagónica a una bacteria (Jiang et al., 2004) entre los que se 

encuentra una amplia gama de sustancias proteicas denominadas bacteriocinas, 

conocidas como antimicrobianos naturales, que ejercen actividad inhibitoria a 

patógenos que comparten su mismo hábitat (Inglis et al., 2013).  

 

Sin embargo a pesar de las propuestas prometedoras de múltiples bacteriocinas 

evaluadas in vitro, solo nisina ha sido comercializada, ya que el resto no cumple 

con los requerimientos de la Administración de Alimentos y Fármacos (FDA), o 

no mantiene  su actividad antagónica in vivo e in situ.  

Dentro de los principales parámetros a considerar para la evaluación in vivo, se 

encuentra la estabilidad de la bacteriocina ante distintas condiciones físicas y 
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químicas, en las que se demuestre que mantiene la actividad antagónica después 

de la exposición a distintas enzimas, sales metálicas, solventes y surfactantes, 

así como a amplios rangos de temperatura y pH. Un aspecto importante a 

considerar cuando se evaluá una bacteriocina para utilizarse en el control de 

patógenos de alimentos, es que estas sustancias puedan ser degradadas 

fácilmente por enzimas proteolíticas del tracto gastrointestinal, convirtiéndolas en 

un producto seguro para el consumo humano (Rorof et al., 2012). Una 

bacteriocina que cumpla con todos los requisitos de estabilidad físico-química, 

tiene mayores posibilidades de mantener la efectividad en la validación para su 

utilización como biocontrol (Rojas y Vargas, 2008). Por lo que en este trabajo nos 

hemos planteado el objetivo de obtener y evaluar la estabilidad físico-química de 

un extracto concentrado de bacteriocina producida por un aislado bacteriano 

criopreservado en glicerol 20%  a -80 °C por dos años que fue obtenido de la 

superficie de  frutos frescos. 
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II. ANTECEDENTES 
 

 
 

II.1 Bacteriocinas: Una Alternativa de Biocontrol 
 

 
En la naturaleza existen sustancias proteicas producidas por una gran variedad 

de bacterias tanto Gram positivas como negativas, a las cuales se les ha atribuido 

capacidad de actividad antimicrobiana, siendo estas denominadas como 

bacteriocinas (Zacharof et al., 2012). Se piensa que la mayoría de las especies 

bacterianas poseen la capacidad de producir tales metabolitos. Esto debido a que 

su maquinaria de defensa es relativamente sencilla y frecuentemente la 

producción de estas sustancias se encuentran asociadas a elementos 

conjugativos tales como transposones o plásmidos (Pérez et al., 2014). Por lo 

que se asume  una vasta presencia de estas sustancias con potencial 

antibacteriano dentro de la misma naturaleza que rodea a varios patógenos de 

interés. 

 

La primera bacteriocina identificada por Gratia en el año de 1925 como una 

proteína antimicrobiana, fue extraída de Escherichia coli y fue llamada colicina 

(Pinheiro et al., 2013). Para el año de 1988, otra bacteriocina llamada nisina, fue 

lanzada comercialmente, como un aditivo considerado seguro y aprobado por la 

FDA. En los años 90 se tomó una mayor atención hacia el desarrollo de 

alternativas  para la sustitución de antibióticos, sobre todo tomando en cuenta el 

aumento de resistencia que se sigue presentando con el uso de antibióticos 

(Snyder y Worobo, 2014). Para el año de 1995, ya se conocían más de 100 

bacteriocinas producidas por bacterias ácido lácticas (BAL).  



 

   5 
 

Durante las últimas décadas, una gran cantidad de estudios se han enfocado a 

la detección, producción, forma de acción, caracterización bioquímica, 

propiedades bactericidas y microorganismos inhibidos por las bacteriocinas. A 

consecuencia de los resultados de estos estudios, es que surgió el término de 

bacteriogenicidad, el cual se define como la capacidad bacteriana de sintetizar y 

secretar proteínas de actividad antagónica sobre otros microorganismos que 

comparten el mismo nicho biológico y están en constante competencia por 

nutrientes y espacio (Vásquez et al., 2009). 

 

Estos metabolitos son en general pequeñas proteínas de naturaleza catiónica, 

heterogéneas, que suelen estar conformadas por 20 a 60 residuos de 

aminoácidos, con un punto isoeléctrico elevado, y características anfipáticas. 

Dichas características varían de forma considerable, dependiendo del 

microorganismo productor, lo que determina desde su tamaño, propiedades 

bioquímicas, hasta su espectro de actividad antibacteriana (Moreno et al., 2002).  

 

En referencia a su síntesis, se ha encontrado que estas sustancias son 

sintetizadas ribosomalmente y solo algunas de ellas son modificadas de manera 

postraduccional. Los genes para su codificación e inmunidad, generalmente son 

organizados en grupos de operones y pueden ser localizados en elementos 

movilizables tales como cromosomas asociados a transposones o plásmidos 

(Castillo et al., 2013).  

 

Las bacteriocinas son sintetizadas primeramente en forma de pre-péptidos o 

prébacteriocinas biológicamente inactivas. Algunos de estos contienen una 

secuencia de 18 a 27 aminoácidos que presentan dos glicinas en la región 

terminal. La función de esa secuencia, es evitar que la bacteriocina sea 

biológicamente activa dentro de la célula productora y servir finalmente como 

señal de reconocimiento para el sistema de transporte de proteínas ABC, el cual 

es el accesorio de transporte para su secreción (Moreno et al., 2002). 

Posteriormente, antes de ser liberados, algunos péptidos son modificados por 
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otro grupo de proteínas o aminoácidos codificados por el mismo grupo de genes 

para bacteriocinas, de forma que puedan llevar a cabo su función efectiva 

(Zacharof et al., 2012). 

 

Algunas de las propiedades generales que han sido señaladas para las 

bacteriocinas son que pueden ejercer un efecto bactericida o bacteriostático, 

dependiendo de la concentración aplicada; pueden presentar un pequeño o 

amplio espectro de actividad; son capaces de reaccionar con sitios de unión 

específicos o inespecíficos en las bacterias sensibles y en su mayoría presentan 

un mecanismo de acción de desestabilización de la fuerza protónica de la 

membrana celular (Moreno et al., 2002). Culminando así con la desintegración 

de la membrana de la bacteria antagonizada. 

 

La mayoría de las bacteriocinas encontradas provenientes de bacterias ácido 

lácticas,  son péptidos pequeños de un tamaño generalmente menor a 10 kDa, 

termoestables, amfipáticas y permeabilizantes de membrana. Muchas de estas 

bacteriocinas parecen presentar una baja especificidad de absorción. Aun así, 

estas son capaces de presentar una gran efectividad de actividad inhibitoria 

sobre determinadas bacterias, dado que la pared celular de las bacterias Gram 

positivas permiten el paso de moléculas relativamente grandes. Además, tal 

efectividad es debida, en gran parte, a que las bacterias Gram positivas poseen 

una superficie aniónica, relacionada con su composición de polímeros de tipo 

ácido teicoico y lipoteicoico; punto clave en la interacción aniónica (Chen y 

Hoover, 2003). 

 

Las bacteriocinas, han tomado gran relevancia en distintas áreas de la industria 

alimentaria como una alternativa de biocontrol. Sus aplicaciones, incluyen desde 

el control de patógenos en alimentos procesados en donde la adición de 

bacteriocinas ha sido estudiada para poder sustituir conservadores, abriendo una 

ventana hacia la disminución de aditivos sintéticos (Vásquez et al., 2009), hasta 

su aplicación en  alimentos de consumo en fresco, para el control de patógenos 
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y  fitopatógenos de interés en el área agroalimentaria. Para todas estas 

aplicaciones que impactan en productos de consumo humano es requerido llevar 

a cabo un estudio a profundidad de sus características (Vijai et al., 2005).  

 

Las bacteriocinas aunque eficientes contra una amplia gama de patógenos, no 

pertenecen al grupo de los antibióticos u otro tipo de sustancias antimicrobianas. 

Además de definir los aspectos y ventajas que presentan las bacteriocinas en 

comparación con los antibióticos, es importante definir sus diferencias desde el 

punto de vista legal, el cual podría limitar su aplicación industrial (Güllüce et al., 

2013). Dichos aspectos y diferencias son señaladas y resumidas en la Tabla 1. 
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Tabla 1.  Características de bacteriocinas y antibióticos. Diferencias básicas 

entre un metabolito primario y secundario de actividad antimicrobiana. 
 

Características Antibióticos Bacteriocinas 

Modo de producción Sintetizado por enzimas Sintetizada ribosomalmente 

Fase de producción Metabolismo secundario Metabolismo primario 

Mecanismo de acción Diversos Membrana citoplasmática 

Aplicación Clínica Alimentos/Química 

Resistencia microbiana Existen cepas resistentes Existen cepas resistentes 

Acción de enzimas 

proteolíticas 

No son digeridas Son digeridas 

Espectro de actividad Mayormente amplio Mayormente reducido 

Estabilidad térmica Baja Alta 

Rango de actividad de pH Estrecho Amplio 

Color/Sabor/Olor Si No 

Mecanismos de adaptación 

celular como resistencia 

Determinante 

genéticamente transferible 

que inactiva el compuesto 

activo 

Modificaciones de 

composición de membrana 

Toxicidad a células 

eucariotas 

Si Relativamente negativa 

Intensidad de bioactividad micro-mili molar nano-micro molar 

Posibilidades de 

bioingeniería 

No Si 

 (Moreno et al., 2002; Perez et al., 2014)  
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II.2  Origen y Aplicación de las Bacteriocinas. 
 
 

La búsqueda de nuevas alternativas a los antibióticos, se ha fortalecido por  las 

demandas de los consumidores hacia la industria alimentaria, exigiendo 

alimentos libres de residuos químicos (Corsetti et al., 2008). El aislamiento y 

evaluación de microorganismos ha sido uno de los procesos más importantes 

para la obtención de productos biológicos activos, con finalidad de aplicación 

clínica y comercial. Ciertamente, esta aseveración aplica en gran manera para 

las BAL. Dado que estas bacterias han sido utilizadas en la producción de 

alimentos por cientos de años, por lo que se ha asumido que no representan un 

riesgo a la humanidad, razón por la cual la FDA determinó que esta cualidad les 

permite pertenecer a la categoría de microorganismos Generalmente 

Reconocidos como Seguros (GRAS), es decir, ser clasificados como de grado 

alimenticio (Perez et al., 2014; Vijai et al., 2005).  

 

Esta clasificación ha permitido considerar la opción de agregar a los alimentos 

sustancias producidas por microorganismos de grado GRAS (Zapata et al., 2009; 

Davidson et al., 2013). Tal es el caso de las bacteriocinas producidas por BAL, 

que representan un potencial ideal para su uso como conservador, al controlar el 

desarrollo de microorganismos de deterioro en los alimentos procesados y 

ampliar su vida de anaquel de manera segura para la salud del consumidor, así 

como al proteger alimentos frescos del desarrollo de patógenos (O’Connor et al., 

2015; Yu et al., 2010). Sin embargo queda claro que para la obtención de 

sustancias antibacterianas, específicas contra patógenos que contaminan de 

manera usual alimentos de consumo fresco, es importante considerar la 

obtención de bacterias antagónistas que compartan el mismo nicho biológico. 

 

La única bacteriocina considerada como segura según la Organización de 

Agricultura y Alimentos (FAO) y utilizada comercialmente es la nisina producida 

por Lactococcus lactis (Pinheiro et al., 2013; Gahnbari et al., 2013); bacteriocina 

más conocida y aplicada en alimentos, dado su reconocimiento y permiso emitido 
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por la FDA. Además, bacteriocinas como la pediocina PA-1, producida por 

Pediococcus acidilactici (Zapata et al., 2009) y bacteriocinas secretadas por una 

cepa de Bacillus subtils (genética y fisiológicamente caracterizada) (Kochamit et 

al., 2015) muestran un futuro prometedor. 

 

Entre otras especies bacteriocinogénicas se encuentran Bacillus 

amyloliquefaciens y  Bacillus atrophaeus. Entre las bacteriocinas producidas por 

Bacillus se encuentra la subtilosina, que es altamente estable a altas 

temperaturas y en un amplio rango de pH y además exhibe un efecto bactericida 

de amplio espectro sobre bacterias Gram positivas y Gram negativas. Incluso se 

ha observado que subtilosina A1; que es una variante de  subtilosina A producida 

por B. subtilis, también presenta actividad hemolítica severa sobre bacterias 

Gram positivas como Enterococcus faecalis, Streptococcus pyogenes, 

Staphylococcus carnosus y Listeria monocytogenes (Cleveland et al., 2001). 

 

La aplicación de las bacteriocinas ha logrado una disminución significativa en la 

aplicación de conservadores químicos y tratamientos físicos como la refrigeración 

y calentamientos drásticos (Gahnbari et al., 2013). En la Tabla 2 se muestran 

distintas bacteriocinas que han sido aisladas de una amplia variedad de 

productos, entre ellos frutos; todas éstas con actividad inhibitoria sobre varios 

microorganismos de interés, relacionado con su rol en la descomposición y 

afección a alimentos procesados, e incluso frescos, donde se pueden desarrollar 

brotes por ingesta de frutos o vegetales contaminados. 
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Tabla 2. Bacteriocinas con actividad inhibitoria sobre distintos 

microorganismos. 

 

Microorganismo 

productor 

Microorganismo inhibido 

 

Autores 

 

Bacillus subtilis KKU213 

Bacillus cereus, Listeria 

monocytogenes, Microococcus 

luteus, Staphylococcus aureus y 

Enterococcus faecalis 

 

Kochamit et al., 

2015 

Bifidobacterium animals 

BB04 

E. coli, L. monocytogenes y S. 

aureus 

Liu et al., 2015 

 

 

Bacillus thuringiensis 

524 subsp. Tolworthi 

L. monocytogenes, S. aureus, S. 

xylosus, E. faecalis, Enterobacter 

cloacae, Klebsiella pneumoniae, 

Pseudomonas aeruginosa, Proteus 

vulgaris, Shigella flexneri y Shigella 

sonnei. 

 

 

 

Barboza-Corona et 

al., 2014 

 

Weissella hellenica 

D1501 

L. monocytogenes,  P. aeruginosa, 

E. coli, S. aureus, Saccharomyces 

cerevisiae y Candida albicans 

 

Dong et al., 2014 

 

 

 

Lactococcus garvieae 

LG34 

Bacillus subtilis, S. aureus, L. 

monocytogenes, Streptococcus 

thermophiles,  Lactobacillus 

acidophilus, Sarcina flava, E. coli, 

Shigella flexneri, Salmonella 

typhimurium, Saccharomyces 

cerevisiae 

 

 

 

Gao et al., 2014 

Streptococcus salivarius  

NU10, YU10 

GT2 y K12 

Corynebacterium. spp GH17, L. 

monocytogenes, Streptococcus 

pyogenes, Micrococcus luteus 

Philip y Barbour, 

2014 
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II.2.1 Uso de Bacteriocinas como Herramienta en la Inocuidad Alimentaria. 
 
 

Actualmente la conciencia del consumidor sobre el efecto de la ingesta de 

alimentos contaminados ha provocado una mayor demanda en cuanto a la 

calidad e inocuidad de alimentos. Esta situación es debida a un mayor 

conocimiento sobre las enfermedades transmitidas por alimentos (ETA). Aunque 

estas enfermedades pueden ser producidas por la ingestión de alimentos o agua 

contaminados con agentes químicos o microbiológicos, la mayor parte de los 

brotes (ETA) son producidos por microorganismos (Arispe y Soledad, 2007). La 

contaminación de los alimentos, tanto de consumo en fresco como procesados, 

puede deberse a la deficiencia en el proceso de elaboración, manipulación, 

conservación, transporte, distribución o comercialización (Caballero et al., 2008). 

De manera que es importante realizar un control de desinfección sobre los 

alimentos frescos no procesados que se encuentran constantemente expuestos, 

y a su vez encontrar nuevas fuentes y productos desinfectantes aplicables en los 

distintos puntos de contaminación de dichos alimentos (Bihn y Gravani, 2006).   

 

Actualmente se encuentran pocos estudios para la aplicación de bacteriocinas en 

alimentos de consumo fresco, en comparación con los múltiples estudios 

realizados sobre bacteriocinas añadidas a  productos cárnicos y procesados. 

Esta situación ha impactado en la proliferación de brotes por patógenos en 

alimentos de consumo en fresco, reportados por la FDA en  Estados Unidos, 

donde se tiene un riguroso control de seguridad en los alimentos. En la Tabla 3 

se muestran brotes de enfermedades transmitidas por alimentos no procesados 

según los reportes del Centro de Control de Enfermedades (CDC, 2016).  

 

Pocos trabajos se encuentran publicados acerca del aislamiento de 

microorganismos pertenecientes a la microbiota natural de frutos y hortalizas, las 

cuales se encuentran constantemente expuestas a contaminaciones. Entre estos 

trabajo publicados, encontramos el de Todorov y colaboradores (2011), quienes 

consiguieron aislar L. plantarum de la superficie de papaya. Esta bacteria posee 
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la capacidad de producir una bacteriocina con actividad inhibitoria sobre E. coli, 

Enterobacter cloacae, Enterococcus faecalis, Enterococcus faecium y Listeria 

monocytogenes, patógenos  que se encuentran en la superficie de frutos frescos 

 

Por otra parte Gálvez y colaboradores (2005) determinaron la eficiencia de la 

inmersión de vegetales crudos en soluciones que contenían enterocina AS-48 

para estimar el control sobre la contaminación por L. monocytogenes. Para este 

proceso se utilizaron brotes de soya, espárragos verdes y alfalfa fresca. En todos 

los vegetales se encontró una disminución significativa de la cepa indicadora al 

sumergir los vegetales en soluciones de 5g/mL y 25g/mL de enterocina AS-48.  
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Tabla 3. Brotes producidos por ingesta de alimentos frescos contaminados 
con patógenos. Se incluyen únicamente los brotes reportados por la CDC en los 
últimos 5 años. 

 

Producto Fecha Casos Patógeno 

Germinado de alfalfa Agosto  

2016 

37 Salmonella Reading 

Salmonella Abony 

Germinado de alfalfa Febrero 

 2016 

26 Salmonella Kentucky 

Germinado de alfalfa Febrero 

 2016 

11 Escherichia coli 

O157:H7 

Germinado de soya Noviembre 

2014 

115 
Salmonella  Aboni 

Pepinos Septiembre 

 2015 

907 Salmonella  Poona 

Pepinos Septiembre 

 2014 

275 Salmonella Newport 

Varios germinados Junio  

2014 

5 Listeria monocytogenes 

Pepinos importados Abril 

2013 

84 Salmonella Saintpaul 

Mango Septiembre 

2012 

127 Salmonella Braenderup 

Melón cantaloupe Agosto 

2012 

228 Salmonella Tiphymurium  

Melón cantaloupe Agosto 

2012 

33 Salmonella Newport 

Lechuga romana Marzo 

2012 

58 Escherichia coli 

O157:H7 

Melón cantaloupe Diciembre 

2011 

33 Listeria monocytogenes 

Papaya Agosto 

2011 

106 Salmonella Agona 

 



 

   15 
 

II.2.2  Bacteriocinas como Biocontrol de Bacterias Fitopatógenas 

 
 
En general, las infecciones bacterianas en plantas representan un reto en cuanto 

a su biocontrol, ya que existen pocos químicos efectivos para erradicar esta clase 

de fitopatógenos. Aunque se ha planteado la opción del uso de antibióticos para 

la erradicación de tales infecciones en plantas, esta propuesta ha sido rechazada 

como alternativa. La razón de tal negativa es debido a que las aplicaciones de 

estos fármacos conllevarían a una pronta resistencia por parte de los 

microorganismos, teniendo como consecuencia una exposición de los 

consumidores a graves infecciones por posibles bacterias patógenas resistentes 

a tratamiento clínico (Nishie et al., 2012).  

 

Por otro lado, dentro de los tratamientos efectivos contra los ataques de algunos 

fitopatógenos bacterianos, como lo son distintas especies de, Corynebacterium, 

Erwinia, Pseudomonas y Xanthomonas y algunas especies de Agrobacterium 

(Cho et al., 2001) se encuentra  el uso de cobre, sin embargo éste puede llegar 

a presentar un efecto tóxico sobre la planta. En este contexto, es que se plantea 

la necesidad de la búsqueda de nuevas opciones para el tratamiento de estas 

enfermedades, las cuales llegan a afectar múltiples cultivares, produciendo 

perdidas económicas de gran magnitud en diversos países (Sheikh et al., 2009).  

 

Uno de los posibles tratamientos planteados en las últimas décadas mas no 

ampliamente estudiado ha sido la aplicación de microorganismos productores de 

bacteriocinas que posean una actividad inhibitoria sobre los fitopatógenos de 

particular interés. Así de igual manera, ha sido considerada la aplicación directa 

de las bacteriocinas sobre los cultivos infectados. 

 

Pootjes y MacCardell (1979) reportaron que la adición de agrocina 84 producida 

por Agrobacterium radiobacter podía resultar en la muerte de hasta el 50% de 

Agrobacterium tumefaciens causante de la enfermedad de la corona en varios 

cultivos. Mientras que López et al., (1989) comenzaron a estudiar la resistencia 
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de dos cepas de A. tumefaciens resistentes a agrocin 84 producida por distintas 

cepas de A. radiobacter. 

 
 
 

II.3 Mecanismo de Acción de las Bacteriocinas. 
 
 

El mecanismo de acción de las bacteriocinas ha sido estudiado en algunos 

lantibióticos, que son una clase de bacteriocinas que poseen las características 

de ser péptidos pequeños y relativamente termoestables, revelando que el daño 

de las bacteriocinas ocurre en la membrana citoplasmática. Como se mencionó 

anteriormente, el efecto de la bacteriocina puede ser tanto bacteriostático como 

bactericida, dependiendo de la concentración utilizada. Estas actúan 

permeabilizando las membranas de las células sensibles, por medio de la 

formación de poros, lo que causa un desbalance iónico. La estructura de estos 

péptidos, α-hélice o β-laminar, formaría dos caras, una hidrofílica y otra 

hidrofóbica, creando oligómeros que atravesarían la membrana formando poros, 

en los que el lado apolar de la molécula se situaría próxima a los lípidos de la 

membrana, y el lado polar miraría al centro del poro (Vásquez et al., 2009).  

 

A consecuencia de la formación de estos poros, se lleva a cabo la disipación de 

la fuerza motriz protónica (FMP), la cual está relacionada directamente con la 

producción de ATP, fosforilación de proteínas, síntesis y rotación de flagelos, así 

como de las proteínas de transporte. Con la disipación de la fuerza protónica, 

98.9% del ATP es hidrolizado en el intento de mantener la FMP. El transporte 

activo de los aminoácidos y la reserva de aminoácidos son liberados por la célula 

a través del poro formado. De manera que a partir de ese trastorno primario, se 

genera la lisis celular. Durante la primera etapa se implica la formación de los 

poros por interacciones electrostáticas entre las cargas positivas de los residuos 

polares de la bacteriocina con un fosfolípido aniónico presente en la bicapa 

lipídica; en esta etapa la bacteriocina puede ser susceptible a en enzimas 

proteolíticas. En la segunda fase el proceso es irreversible, lo que implica 
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cambios letales en cepas sensibles a la bacteriocina (Moreno et al., 2002; Cotter 

et al., 2012). Teniendo en cuenta la información experimental hasta la fecha, se 

estima que la formación de poros tiene lugar en tan solo milisegundos (Cruz et 

al., 2013). 

 

A pesar de la larga historia del uso de las bacteriocinas, existen escasos reportes 

de resistencia bacteriana. Una de las posibles razones es que estas sustancias 

tienen un rápido mecanismo de acción, formando poros en los blancos de la 

membrana bacteriana, incluso a concentraciones muy bajas (Perez et al., 2014), 

lo cual les confiere una mayor ventaja para su aplicación en el control de 

patógenos de interés para la industria alimentaria y agroalimentaria.  

 

Es de esperarse que surjan nuevas investigaciones enfocadas a la 

implementación y optimización de dichas sustancias. Sin embargo éstas deben 

pasar por una larga serie de evaluaciones para poder obtener la aprobación de 

los Expertos en Aditivos de la Organización Mundial de la Salud, así como de la 

Administración de Fármacos y Alimentos de Estados Unidos (Perez et al., 2014). 

 
 
 

II.4 Clasificación de las Bacteriocinas 
 
 

La clasificación de las bacteriocinas generalmente ha sido determinada según 

sus características químicas, físicas y genéticas, así como por su espectro de 

actividad (Vásquez et al., 2009; Mondragón 2013). Algunos autores han 

coincidido en aplicar la siguiente clasificación. 

 

En la clase I se categorizan los péptidos de un tamaño entre 2 y 6 kDa, y son 

modificados postraduccionalmente mediante la deshidratación de serina y 

treonina con una posterior adición de cisteína para formar los aminoácidos 

antionina y metilantionina. La clase II corresponde a péptidos no modificados 

postraduccionalmente, son termoestables y presentan un rango de actividad 
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bastante limitado. A la clase III pertenecen proteínas con un peso superior a 30 

kDa y sensibles al calor. La clase IV está conformada por un grupo heterogéneo 

de proteínas que presentan adiciones de carbohidratos y lípidos (Vásquez et al., 

2009; Mondragón 2013). 

 

La clasificación anteriormente presentada ha sido ampliada en especificaciones 

de características después de una constante revisión a través de los últimos 

años, la gran mayoría de los autores, ha optado por aplicar esta clasificación, 

considerándola como la más adecuada tomando los resultados de extensas 

investigaciones recientes (Pérez et al., 2014). 

 
 
 
II.4.1 Clase I lantibióticos 

 
 
Péptidos pequeños (19-38 aminoácidos) que poseen lantionina o β-

metilantionina. Estos residuos inusuales forman puentes covalentes entre los 

aminoácidos, lo que produce anillos internos que resultan en lantibióticos. Esto 

le confiere rasgos estructurales característicos a esta clase de bacteriocinas 

(Cotter et al., 2005; Nishie et al., 2012). Su biosíntesis comienza con la traducción 

del pre-péptido, el cual consiste de un péptido señal y un péptido modificable. El 

péptido procede a ser modificado y  sigue al péptido señal hasta ser translocado 

en la membrana donde el péptido señal es retirado por enzimas proteolíticas 

específicas. 

 

Los genes que codifican las proteínas de la inmunidad, así como las proteínas 

implicadas en la regulación de la producción de bacteriocinas, generalmente se 

encuentran localizados en el clúster alrededor del gen estructural de la 

bacteriocina (Lubelski et al., 2008).  
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II.4.2 Clase II no lantibióticos 
 
 

Péptidos pequeños (<10 kDa), lineales y sin modificaciones postraduccionales, 

termoestables y con una estructura anfipática helicoidal que permite que actúen 

a nivel de la membrana plasmática, causando la muerte de la célula sensible 

(Deegan et al., 2006). 

 
II.4.2.1 Clase II a. Son péptidos activos que contienen la secuencia consenso en 

la región N-terminal YGNGVXC (Tyr-Gly-Asn-Gly-Val-Xaa-Cys), la cual es 

responsable de la alta potencia contra patógenos presentes en alimentos tales 

como Listeria monocytogenes. Estas bacteriocinas poseen de 37-48 aminoácidos 

y poseen carga positiva.  Además, que se estabiliza por dos cisteínas que forman 

un puente disulfuro, y la parte C-terminal hidrófoba y / o anfifílica que consiste en 

una o dos α-hélices (Castillo et al., 2013). Ejemplos de éstas son pediocina PA-1 

y sakacina P. (González-Martínez et al., 2003). 

 

II.4.2.2 Clase II b. Formadores de complejos, requieren de dos péptidos para una 

mejor actividad antimicrobiana y dar paso a la formación de poros. Miembros de 

este grupo son lactococcina G, plantaricinas EF y JK, lactacina F (Oppegard et 

al., 2010; Zacharof et al., 2012). 

 

II.4.2.3 Clase II c. Pequeños péptidos, termoestables, no modificados y que son 

transportados por péptidos líder. En esta subclase solamente se reportan las 

bacteriocinas divergicina A y acidocina B. (González-Martínez et al., 2003). 

 
 
 

II.4.3 Clase III 
 

Esta clasificación agrupa a péptidos más grandes (>30 kDa), termolábiles (Rea 

et al., 2012) y con actividad y estructura compleja. Algunos ejemplos son 

helveticina J. V, acidofilicina A y lactacinas A y B (Mondragón et al., 2013). 
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II.4.4 Clase IV 
 
 
Esa clasificación ha sido reservada para aquellas bacteriocinas que requieren 

restos no proteínicos para la actividad, pero aún no hay miembros de esta clase 

demostrados de forma convincente, por lo que no han incluido esta clase en la 

nueva propuesta (Cotter et al., 2005; Rea et al., 2011). 

 

Dada la amplia gama de bacteriocinas según su clasificación, existen distintas 

oportunidades de aplicación según las características que presenten los 

microorganismos que se deseen erradicar o controlar en su desarrollo. Además, 

la importancia del conocimiento de su clasificación hace más sencillo dirigir los 

objetivos del uso de cada una de ellas al considerar las condiciones ambientales 

e incluso el tipo de superficie en donde se desee aplicar.  

 
 
 

II.5 Características de las Bacteriocinas para su Efectividad in vivo 
 
 

Para llevar a cabo la aplicación de un antimicrobiano natural a un producto 

alimenticio, es necesario tratar con algunos factores de importancia. Esto debido 

a que dichos factores pueden afectar la actividad del antimicrobiano y la calidad 

del producto. Es necesario estudiar a profundidad el tipo de antimicrobiano, tipo 

de alimento, condiciones de almacenamiento, tipos de procesos aplicados sobre 

el alimento y con gran importancia debe determinarse el tipo de microorganismo 

que desea atacarse (Davidson et al., 2013). 

De manera que una vez estudiada y concretada la efectividad de una bacteriocina 

sobre los microorganismos de interés, tanto de forma in vitro como in vivo, se 

deben evaluar sus características biofisicoquímicas. Estas evaluaciones deben 

ser determinadas meticulosamente, dado que en dependencia de los resultados 

obtenidos a partir de su comportamiento con respecto a la estabilidad o 

inestabilidad frente a distintas condiciones y efectos químicos, podrá 

determinarse su viabilidad para aplicaciones industriales.  
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II.6 Criopreservación de Bacterias con Actividad Antagónica 
 
 

Comúnmente la criopreservación es utilizada  como técnica de conservación de 

bacterias (Kanmani et al., 2011), este método físico-químico permite la 

conservación de microorganismos viables, los cuales pueden por un tiempo no 

sufrir cambios genotípicos (Sánchez et al., 2005). Sin embargo este método trae 

consigo efectos indeseables tanto para las membranas bacterianas como para 

su metabolismo (Kanmani et al., 2011). Los defectos indeseables se presentan 

dado a que en este proceso se involucra el agua como microambiente y es ella 

la que cambia su estado de líquido a sólido; de otro lado, la bacteria inmersa en 

este medio debe adaptarse a las condiciones de este nuevo ambiente, 

transformar la velocidad de su metabolismo, conservar su viabilidad y evitar que 

los cristales de hielo formados por el cambio de temperatura del agua le ocasione 

algún daño (Sánchez et al., 2005).   

 

Aunque la capacidad que tienen los microorganismos de transformar las 

propiedades físicas, químicas y biológicas del ambiente en que se encuentran en 

cualquier condición, se acentúa aún más en condiciones no favorables en las 

cuales se ven abocados a originar cambios significativos y rápidos en sus 

actividades metabólicas (Sánchez et al., 2005).   

 

Aunque la respuesta del estrés bacteriano por frío aún no ha sido caracterizada 

de forma detallada, se sabe que está directamente relacionada con la 

composición de la membrana, la fase de crecimiento y el metabolismo respiratorio 

de cada célula. Se ha encontrado que dicho estrés se relaciona con la activación 

o represión de genes; siendo la represión lo más común. Los sistemas 

regulatorios que controlan las respuestas al estrés en Saccharomyces cerevisiae, 

conlleva a efectos a nivel transcripcional (Randez-Gil et al., 2002). 
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III. HIPÓTESIS 
 
 

  
Aislados bacterianos con dos años de criopreservación y que fueron obtenidos 

de la superficie de frutos frescos, mantienen la capacidad de producir al menos 

una bacteriocina con características físico-químicas que le permitirán su 

utilización in vivo como agente de biocontrol sobre patógenos causantes de 

enfermedades transmitidas por los alimentos y fitopatógenos.   
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IV. OBJETIVOS 
 
 
 

IV.1 Objetivo General 
 
 

Caracterizar la estabilidad físico-química y actividad antimicrobiana de un 

extracto concentrado de bacteriocina producida por un aislado bacteriano 

crioconservado por dos años y realizar su identificación molecular. 

 
  

 
IV.2 Objetivos Particulares 

 
 

a) Reevaluar la capacidad antagónica de 369 aislados mesófilos, psicrótofos y 

coliformes y BAL crioconservados contra Salmonella Saintpaul y obtener un 

extracto concentrado de los aislados activos. 

b) Evaluar la estabilidad físico-química en el extracto crudo con actividad 

bacteriocinogénica y determinar su actividad antimicrobiana frente a bacterias 

patógenas productoras de ETA’s y fitopatógenos. 

c) Identificar el aislado productor de bacteriocina mediante la secuenciación del gen 

16S ARN ribosomal.  
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V. METODOLOGÍA 
 
 
 

V.1. Selección de Aislados Antimicrobianos. 
 
 

V.1.1 Cepas y Condiciones de Cultivo. 

 
 
Los aislados crioconservados que fueron obtenidos de frutas, utilizados en este 

estudio fueron provistos por el laboratorio de Fisiología Vegetal de CIAD A.C. Se 

seleccionaron 369 aislados de mesófilos, psicrótrofos y coliformes que habían 

presentado antagonismo contra Salmonella Saintpaul, durante su evaluación en 

el 2013. Como cepa indicadora se seleccionó Salmonella Saintpaul, la cual fue 

donada por la Universidad de Texas A&M. Lactobacillus animalis se utilizó como 

como control positivo en la producción de bacteriocina. Todas las bacterias fueron 

almacenadas en caldo de cultivo con 20 % de glicerol a -80° C hasta su uso. El 

total de los aislados fueron cultivados en caldo soya tripticasa (TSB) (BD Difco) y 

agar soya tripticasa (TSA). Mientras que S. Saintpaul se cultivó en agar XLD y L. 

animalis en caldo o agar MRS (Ndlovu et al., 2015). 

 
 
 
V.1.2 Evaluación de Actividad Antimicrobiana célula-célula. 

 
 
La actividad antimicrobiana se detectó mediante el método de gota en agar 

(Schillinger y Lucke, 1989). Se colocó un microlitro (1 µL) de cultivo de 18 horas 

de cada uno de los aislados sobre agar soya tripticasa (TSA) y se incubaron a 

35° C por 24 horas. Se inocularon 10 mililitros de  agar suave soya 
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tripticasa (0.4%) con 1 mL a una concentración de 1x10-2 UFC/mL de Salmonella 

Saintpaul (aprox.0.07 log UFC/mL), dicha mezcla se utilizó como recubrimiento 

sobre los aislados de 24 horas. Las placas se incubaron a 35° C por 24 horas. 

Transcurrido el tiempo de incubación, las placas fueron examinadas en busca de 

zonas claras indicadoras de inhibición alrededor de cada colonia, lo cual podría 

indicar la producción de bacteriocinas. Los aislados que mostraron actividad 

antimicrobiana contra la cepa indicadora fueron elegidos para la evaluación de 

mecanismos antimicrobianos. 

 
 

 
V.5 Obtención de Extractos Concentrados. 

 
  

V.2.1 Obtención de Extractos Crudos. 
 
 
La extracción de bacteriocinas se realizó por el método de Schillinger y Lucke 

(1989) con modificaciones de Chaimanee et al. (2009). Se realizó un cultivo inicial 

de la cepa productora la cual fue sembrada en medio TSB durante 24 horas a 

35° C, a su vez se realizaron cultivos de 24 horas de la cepa control L. animalis. 

Posteriormente se llevó a cabo la centrifugación del cultivo bacteriano a 8000 rpm 

a 4 °C (Saiqa et al., 2016) en el equipo SORVALL- RC 5C Plus, con la finalidad 

de obtener el sobrenadante libre del paquete celular. Una vez separadas las 

células, se tomó el sobrenadante como el extracto crudo de bacteriocinas 

(Callewaert et al. 1999). 

 
 
 
V.2.2 Concentración de Extractos Crudos por Liofilizado. 

 
 
Los extractos crudos fueron congelados a -80°C, procediéndose al liofilizado de 

los extractos en el equipo FreeZone 4.5 de LABCONCO®. Las muestras fueron 

retiradas del equipo hasta observar ausencia total de agua en las muestras. Una 

vez obtenidos los extractos liofilizados se almacenaron a -80°C hasta su uso (Jian 
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y Nail, 1998). Al momento de resuspenderse los extractos fueron esterilizados 

por filtros de poro 0.22µm (Delgado et al., 2001). 

 
 
 

V.3 Eliminación de Metabolitos Antagónicos no Proteicos. 
 
 

Para determinar el mecanismo por el cual las bacterias ejercen su efecto 

antagónico se tomaron los extractos y se les ajustó el pH a 7 para la 

neutralización de los ácidos orgánicos, posteriormente se les agregó catalasa 

para eliminar el peróxido de hidrógeno (1mg/mL) (Ogunbanwo et al., 2003).  La 

determinación consistió en evaluar el extracto crudo sin modificaciones, el 

extracto a pH 7, el extracto con catalasa, y el extracto a pH 7 con catalasa. 

La evaluación de los extractos se realizó mediante la técnica de pocillo en placa 

de Mayr-Harting y colaboradores (1972), utilizándose un inoculo de 1 mL a 1x10-

2 de Salmonella Saintpaul en 20 mL de TSA. Se colocaron 50µL de extracto en 

cada pocillo de 7mm de diámetro. Las placas se incubaron a 4°C por 24 horas y 

posteriormente 24 horas a 35°C. Todos los experimentos fueron realizados por 

triplicado. La actividad fue medida según los milímetros de la zona de inhibición 

excluyendo el diámetro del pocillo.  

 
 
 

V.4 Estabilidad Físico-Química de la Bacteriocina. 

 
 
V.4.1 Evaluación de Estabilidad Térmica. 

 
 
Con la finalidad de probar la resistencia térmica de la bacteriocina, se tomaron 

alícuotas de 300 µL del extracto concentrado, los cuales se expusieron a -80, -

20, 4, 40, 60, 80 °C, durante 30 min, así como a un ciclo de autoclave (121° C/15 

psi) durante 15min. Pasado el tiempo establecido, se tomaron los purificados en 

suspensión y se evaluó su actividad inhibitoria frente a S. Saintpaul, esto 

mediante la técnica de pocillos en agar TSA, aplicando 50µL de bacteriocina en 
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cada pocillo. Finalmente se tomó lectura de los halos de inhibición a las 24 horas. 

El procedimiento se realizó por triplicado. 

 
 
 
V.4.2 Evaluación del pH sobre la Estabilidad Proteica. 

 
 
Según el método descrito por Karaoglu y colaboradores (2003), el extracto 

concentrado de bacteriocina fue expuesto a pH´s que variaron de 3 a 10. Los 

ajustes se realizaron con soluciones de NaOH 1N y HCl 1N. La solución de 

bacteriocina expuesta a los distintos pH se dejó reposar a temperatura ambiente 

durante 2 horas y ajustado a 6 posteriormente para su evaluación. Finalmente 

fue evaluado mediante la técnica de pocillos en agar descrita anteriormente. 

 
 
 
V.4.3  Estabilidad ante Tratamiento Enzimático. 

 
 
La acción de las enzimas proteolíticas y lipolíticas fue probada sobre el extracto, 

aplicando proteasa, lipasa (bacteriana), proteinasa K (fúngica) y tripsina (de 

origen animal). Se prepararon soluciones de cada enzima a 1 mg/mL. El tiempo 

de exposición fue de 2 horas a temperatura ambiente. Posteriormente se 

procedió con la evaluación por la técnica de pocillos en agar (Sheikh et al., 2009).  

 
 
 
V.4.4 Estabilidad ante Solventes Orgánicos, Sales Metálicas y Surfactantes. 

 
 
Los efectos de los surfactantes fueron evaluados mediante la adición de SDS, 

Tween 20, Tween 80 y EDTA. Éstos se utilizaron a concentración final 0.5% v/v 

a excepción del EDTA que se utilizará a 5 mM (Rasool y Sehar, 2013). 

Para la evaluación de solventes orgánicos se utilizaron acetona, butanol, 

cloroformo, etanol, metanol y propanol. A una concentración final de 5.0%. Por 

otro lado se evaluó el efecto de la exposición de la bacteriocina ante sales 
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metálicas como BaCl2, CdCl2, CuSO4, CsCl2, FeSO4, MgSO4, MnCl2, NiSO4 y 

ZnSO4. Para ésta evaluación se aplicaron 100 μL de cada sal (2 mM) sobre 100 

µL del purificado parcial de la bacteriocina, utilizándose para la evaluación la 

prueba de pocillos en agar (Sheikh et al, 2009).  

 

 
V.5 Actividad Antimicrobiana Contra Patógenos Productores de ETA’s y 

Fitopatógenos. 

 
 
Se evaluó la actividad del extracto contra Salmonella Typhimurium ATCC CDC-

10, Salmonella Typhi ATCC CDC-99, Salmonella choleraesius ATCC 13312, E. 

coli O157:H7, Erwinia carotovora ATCC 2345, y Saccharomyces pastorianus 

ATCC 15713. La actividad del extracto se llevó realizó por la técnica de pocillo en 

placa previamente descrita en el apartado 5.3 utilizándose un inoculo de 1mL a 

1x10-2 de cada uno de los patógenos evaluados. Todos los experimentos fueron 

realizados por triplicado. La actividad fue medida según los milímetros de la zona 

de inhibición excluyendo el diámetro del pocillo. 

 
 
 

V.6 Cuantificación de Proteína.  
 
 

Se utilizó el juego de reactivos comerciales para el método de Bradford. La 

técnica se desarrolló según lo indicado por el fabricante (BioRad). Se realizó una 

curva con albumina para la cuantificación proteica de las muestras (extracto de 

L. graminis, extracto de L. animalis y extracto de caldo puro). La curva se graficó 

en base a seis diluciones y las muestras se analizaron en una dilución 1:10 por 

triplicado. Las mediciones se llevaron a cabo en  el espectrofotómetro 

BioSpec.1601 DNA/PROTEIN/ENZYME Analyzer Shimadzu® a 595 nm.  
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V.7 Identificación Molecular del Aislado Bacteriocinogénico. 
 
 
Se preparó un cultivo puro en placa con el fin de obtener ADN genómico del 

aislado con el kit de purificación QIA amp DNA.  El gen 16S rADN se amplificó 

mediante PCR punto final utilizando los oligonucleótidos específicos, sentido: 27F 

(5’-AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3’); y tres oligonucleótidos antisentido: 1301 

(5’-TACTAGCGATTCCGACTTC -3’). De forma seguida se preparó la mezcla de 

la reacción compuesta por templado de ADN (100 ng/13.1 μL), 1.5µL de cada 

primer, 18.64µL de agua y 16.75µL de master mix Taq. La amplificación se realizó 

usando el termociclador (Perkin-Elmer P15389, N.J.) con una desnaturalización 

inicial a 95°C por 5min, desnaturalización a 95°C por 1 min,  hibridación a 55°C 

por 1 min, extensión de 72°C por 2 min, extensión final a 72° por 10 min y 

conservación a 4°C.  

 

Los productos de PCR se visualizaron mediante electroforesis horizontal 

(SCIENTIFIC COMPANY, INC.) en gel agarosa (SIGMA, St. Louis MO) al 1% por 

1 hora y 60 volts constantes (BIO-RAD Power Pac 300). Se tiñeron en Gel Red 

(BIOTIUM), y se observaron en un transiluminador UV (UVP) y se documentaron 

con un equipo digital Kodak Gel Logic 100. Los productos de amplificación se 

purificaron con un juego de reactivos comerciales illustra GFX PCR DNA and Gel 

Band Purification Kit (GE Healthcare) y se enviaron a secuenciar a Macrogen Inc. 

(Seul. Korea). 

 
 
 

V.9. Análisis Estadístico 
 
 

Todos los experimentos se llevaron a cabo por triplicado. Los resultados 

mostrados en las tablas representan los valores medios con su respectiva 

desviación estándar. Para el análisis de efecto inhibitorio de la bacteriocina sobre 

los distintos patógenos y fitopatógenos así como para la comparación de medias 

inhibitorias entre extractos de 24 y 48 horas, se aplicó un diseño completo al azar 
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con un análisis de varianza (ANOVA) de una sola vía, estableciendo diferencias 

significativas con una P ≤ 0.05 por medio de la prueba de Tukey. El análisis de 

datos se realizó en el paquete estadístico NCSS 2007. 
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VI. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
 
 
 

VI.1 Evaluación de la Capacidad Bacteriocinogénica. 
 
 

De los 369 aislados seleccionados por haber presentado antagonismo contra 

Salmonella Saintpaul y E. coli en la temporada 2013, 49 mantuvieron la actividad 

antagónica contra Salmonella Saintpaul después de dos años de 

criopreservación (Tabla 4), con  halos de inhibición entre 1.2mm y 3.5mm. Este 

número de aislados representa el 13.85% del total de aislados evaluados. De 

este resultado, es notorio el bajo porcentaje de aislados que mantuvieron la 

actividad antagónica después de la crioconservación por dos años, y aunque 

pueden ser muchos los factores que afecten a las bacterias criosonservadas, la 

razón más destacada  es un posible cambio genético en los aislados, ya que el 

estrés que provoca a las bacterias la crioconservación, conlleva a cambios 

fenotípicos y genotípicos en el cual se haya suprimida la producción de 

metabolitos secundarios de actividad antimicrobiana (Sánchez et al., 2005).  

 

El estrés provocado a las bacterias por la crioconservación, es una situación que 

condiciona cambios de adaptación en la bacteria, normalmente este es un estado 

transitorio que le permite tener condiciones de resistencia a la hostilidad, 

situación que finaliza cuando las condiciones de estrés se eliminan (Alexandre et 

al., 2003). Uno de los mayores problemas a los que puede llevar este estrés es 

generar cambios que pueden ser permanentes en su actividad enzimática y 

capacidad antagónica (Sánchez et al., 2005). 
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Otra razón a la perdida de actividad independiente a la criopreservación, es la 

inactivación de genes que controlan la producción de metabolitos secundarios 

antimicrobianos por la falta de estímulo, previamente observado en algunas 

bacterias (Bainton et al., 1992; Williamson et al., 2006; Lu et al., 2016).  

 
 
 
 
Tabla 4. Aislados que mantuvieron la actividad antagonista contra 
Salmonella Saintpaul después de dos años de crioconservación. Medición 
de halos de inhibición de los 49 aislados sobre la cepa indicadora en el ensayo 
célula-célula. 
 

 
# Aislado 

mm de 
inhibición 

±DS   
# Aislado 

mm de 
inhibición 

 
±DS 

1 28.33 1.52  26 20.33 0.57 

2 15 1  27 15.33 0.57 

3 16 0  28 14.66 0.57 

4 27 1.73  29 21.66 0.57 

5 14.33 0.57  30 15.66 1.15 

6 19.33 1.15  31 24.33 0.57 

7 15.33 0.57  32 22.33 0.57 

8 19 1.73  33 25 0 

9 19 1.73  34 22.66 2.30 

10 14.66 0.57  35 23 1.73 

11 14.33 1.15  36 20.33 0.57 

12 22.66 0.57  37 15.33 0.57 

13 27.66 0.57  38 26 2 

14 20.33 0.57  39 21.33 0.57 

15 13 0  40 23 0 

16 20.33 0.57  41 13.33 0.57 

17 17 1.73  42 16.33 0.57 

18 15 2  43 15.33 1.15 

19 12.66 0.57  44 14.66 1.15 

20 12.33 0.57  45 15.33 1.15 

21 14.66 1.15  46 18 0 

22 15.33 1.15  47 21 0 

23 20.33 2.30  48 16 0 

24 20.66 0.57  49 16 3.46 

25      15 0     
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Los 49 aislados bacterianos que mantuvieron la actividad antagónica, se 

utilizaron para obtener extractos crudos, que consistieron en el sobrenadante 

libre del paquete celular. Cada extracto crudo, se llevó a sequedad mediante la 

liofilización, con el propósito de mantener la actividad de la bacteriocina, ya que 

este método es uno de los mejores para conservar  proteínas (Prestrelsky et al., 

1993) y se ha demostrado que previene la pérdida de actividad o disminución de 

la estabilidad de la bacteriocina (Moreira, 1993). 

 

En razón de que los aislados que mantuvieron la actividad antagónica contra S. 

Saintpaul resultaron ser bacterias ácido lácticas, un paso esencial para la 

identificación de actividad por bacteriocinas residió en la neutralización de pH a 

los extractos  con el propósito de inactivar a los ácidos orgánicos, como el ácido 

láctico y acético que pueden presentar actividad antibacteriana (Settanni et al., 

2015).  

 

Como resultado de la neutralización de pH en los extractos crudos, el 91.9% de 

los aislados con capacidad antagonista,  no presentó actividad inhibitoria. El 8.1% 

de los aislados restantes, representados por   4 aislados de los cuales, dos 

disminuyeron su actividad hasta en un 90% después de adicionarles catalasa 

1mg/mL (Ogunbanwo et al., 2003) para eliminar el peróxido de hidrógeno, el cual 

también tiene un efecto antimicrobiano (Corsetti y Settani, 2008; Todorov et al., 

2015; Zbrun et al., 2013). Como resultado dos aislados presentaron actividad 

bacteriocinogénica, después del proceso de inactivación de peróxido de 

hidrógeno y neutralización de ácidos. 

 
 
 

VI.2 Selección de Cepa Bacteriocinogénica. 
 
 

En la Tabla 5 se muestran los valores de los halos de inhibición que presentaron 

los extractos crudos de los dos aislados con actividad bacteriocinogénica contra 

S. Saintpaul. Con este resultado, se seleccionó el aislado 1 (A1) ya que presentó 
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el halo de inhibición mayor para continuar con la evaluación de la estabilidad 

físico química. 

 

Tabla 5. Aislados con actividad inhibitoria contra Salmonella Saintpaul 
mediada por bacteriocinas.  
 

Aislado Halo de inhibición (mm) ±DS 

A1 27.66 0.57 

A2 20.33 0.57 

 
 
 
Con el propósito de determinar el tiempo de incubación al cual el aislado produjo 

la mayor concentración de bacteriocinas, se evaluaron tiempos de incubación de 

24 y 48 horas. En la Tabla 6 se muestra los resultados de esta evaluación donde 

se observa que la actividad inhibitoria del A1 fue estadísticamente similar a las 

24 y 48 horas, lo que podría sugerir que la cantidad de bacteriocinas activas se 

mantuvo constante. También se observó que A1 presentó una actividad 

inhibitoria mayor que la cepa control L. animalis (P≤0.05) en ambos tiempos de 

muestreo. 

 
 
 
Tabla 6. Actividad bacteriocinogénica de extractos obtenidos de A1 y L. 
animalis a las 24 y 48 horas. Los valores representan los valores medios de 

tres repeticiones ±  desviación estándar. 
  

Extacto Actividad inhibitoria (mm) ± DS 

L. animalis 24 hrs 17c 0 

L. animalis 48 hrs 23b 0 

A1 24 hrs 28a 0 

A1 48 hrs 28a 0 

*Las literales indican una diferencia con una P≤0.05. 
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La diferencia entre las actividades inhibitorias de los extractos de A1 y L. animalis, 

obtenidos a distintas horas, está relacionado con las fases de crecimiento propias 

de cada bacteria, ya que se ha observado que la recolección de los 

sobrenadantes debe realizarse tomando en cuenta la fase de crecimiento (Yang 

y Ray 1994).  

 

La producción de la bacteriocina de L. animalis coincide con su fase logarítmica, 

continuando durante su fase logarítmica tardía, razón por la que mantiene una 

producción a las 48 horas (Degnan et al., 1992). Otros autores han reportado la 

producción de bacteriocinas durante la fase exponencial tardía y una máxima 

producción durante su fase estacionaria, seguida de un decremento en la 

actividad durante las siguientes 16 horas (Liu et al., 2015). El decremento en la 

actividad antimicrobiana que se observa después de una incubación prolongada 

puede ser debida a la degradación de las bacteriocinas por enzimas proteolíticas 

presentes en el medio (Sivaramasamy et al., 2014). 

 

Está reportado que las condiciones óptimas para el desarrollo bacteriano y 

secreción de bacteriocinas varian de manera drástica entre bacterias del mismo 

género (Castillo-Martínez et al., 2013). En base a este resultado, se seleccionó 

el extracto de 24 horas de crecimiento del A1 para las pruebas de estabilidad 

físico-química y las evaluaciones de inhibición del crecimiento contra bacterias 

patógenas y fitopatógenas.  

 

Antes de continuar con las evaluaciones, se determinó la concentración proteica 

del extracto crudo tanto del A1 como de la cepa control. El análisis arrojó una 

concentración de 178.75 mg de proteína/mL en el extracto crudo de A1, el cual 

demostró una mayor inhibición del desarrollo de S. Saintpaul, a pesar de que el 

extracto de 24 horas de L. animalis presentó una mayor concentración de 

proteína (601.24 mg/mL). La actividad inhibitoria no puede ser extrapolada de 

forma proporcional según la producción proteica entre distintas bacterias, ya que 

esta actividad dependerá de la naturaleza de la bacteriocina misma, según sus 
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características moleculares que le provean afinidad y condiciones ideales (Chen 

et al., 1997; Ishizaki et al., 2000). 

 

Chen y colaboradores (1997) encontraron que la composición lipídica de la 

membrana blanco es un factor determininante para la modulación de la acción 

de pediocina PA-1, particularmente la afinidad de esta bacteriocina por las 

vesículas lipídicas aumenta con el aumento de su contenido de lípidos aniónicos. 

También se ha encontrado que la afinidad de unión de algunas bacteriocinas a 

las membranas diana está determinada por el pH. Por ejemplo, se ha demostrado 

que la disminución del pH de 7.5 a 6.0 mejora la unión y permeabilización de la 

Pediocina PA-1 (Chen et al., 1997). Por otra parte, la formación de poros por 

bavaricina MN es óptima a pH 6.0 y menos eficiente a otros valores de pH (Kaiser 

y Montville, 1996). Ciertas bacteriocinas de carga neta positiva tiene mayor 

facilidad para adherirse a los grupos fosfato de la cabeza de fosfolípidos cargados 

negativamente (Ishizaki et al., 2000). 

 
 
 

VI .3 Estabilidad Físico-Química. 
 
 
VI.3.1 Resistencia Térmica. 
 
 
La actividad de la bacteriocina de A1 no disminuyó de forma significativa después 

de su exposición a los tratamientos térmicos, manteniendo en todos ellos una 

actividad superior al 90%  (tabla 7). Generalmente las bacteriocinas producidas 

por las bacterias lácticas son termo resistentes. Esto indica que su actividad 

puede recaer en estructuras pequeñas y poco complejas, con una alta 

probabilidad de carecer de una estructura terciaria (Sen y Nilsson 2012; Moreira 

1993). No obstante los criterios de termoestabilidad de las bacteriocinas son 

difíciles de definir, pues dependen de su purificación y de factores tales como pH, 

fuerza iónica y presencia de moléculas protectoras (Moreira, 1993).  
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Tabla 7. Evaluación de la estabilidad térmica de la bacteriocina producida 
por el aislado 1. 
 

Temperatura Resistencia 

- 80°C (30min) ++++ 

4 °C (30 min) * ++++ 

40°C (30 min) ++++ 

60°C (30 min) +++ 

80°C (30 min) +++ 

115°C (psi, 15 min) +++ 

 

* Indica la condición de temperatura control. ++++ 95 - 100% de actividad con respecto 
al control positivo, +++ 85 - 94% de actividad con respecto al control positivo. 

 
 
 
VI.3.2 Estabilidad a Distintos pH 

 
 
La bacteriocina producida por A1 presentó una estabilidad en un rango de  pH de 

3-7 (Tabla 8), con una notable disminución hasta de un 66% en la actividad 

inhibitoria sobre la cepa indicadora, al exponerla a un pH mayor. Este resultado 

coincide con los trabajos reportados para las bacteriocinas producidas por 

aislados de Lactobacillus sp., L. curvatus, L. graminis y  Staphylococcus warneri, 

donde la estabilidad de todas las bacteriocinas mostraró sensibilidad a pH 

superiores a 8, mientras que resistió a pH 5 y 6 (Saiqa et al., 2016). De la misma 

manera Avaiyarasi y colaboradores (2016) trabajaron con la bacteriocina GM3 de 

L. sakei, la cual se encontró con actividad después de ser expuesta a un rango 

de pH 2 hasta pH 10, aunque se observó una disminución en la actividad a pH 8, 

9 y 10. Lo anterior sugiere que las bacteriocinas son más tolerantes a los pH 

ácidos que a los alcalinos. Exepcionalmente, se han reportado la existencia de 

bacteriocinas que presentan estabilidad hasta pH de 10, como la laterosporulina 

secretada por Brevibacillus sp. GI-9 (Korpole et al., 2012). 

 



 

   38 
 

Tabla 8.  Evaluación de la estabilidad de la bacteriocina producida por el 
aislado 1 a distintos pH.  
 

pH Resistencia 

3 ++++ 

4 ++++ 

5 ++++ 

6 ++++ 

7 * ++++ 

8 + 

9 + 

10 + 

* Indica el pH del extracto control. ++++ 95 – 100 % de actividad con respecto al control 

positivo; + 33 – 49 % de actividad con respecto al control positivo 

 
 
 
VI.3.3 Estabilidad  Enzimática. 

 
 
La bacteriocina producida por el A1 no resultó afectada después de la acción de 

enzimas como lipasa, proteasa, tripsina y proteinasa K (Tabla 9), pues mantuvo 

la efectividad para inhibir el crecimiento de S. Sainpaul (Figura 1). Este resultado 

es contrario a lo que esperábamos, ya que para utilizar bacteriocinas en 

alimentos, estás deben inactivarse al menos por un enzima proteolítica, dentro 

de las que se pueden mencionar las de origen pancreático (tripsina y alfa-

quimiotripsina) y gástrico (pepsina) (Moreira, 1993). La hidrolisis por alguna de 

estas enzimas  pudiera  inactivar la bacteriocina durante su paso por el tracto 

gastrointestinal, sin ser absorbidos como compuestos activos y sin causar efectos 

secundarios; requisito para considerar  a estos metabolitos bacterianos 

sustancias seguras para ser incluidas como biocontrol en los alimentos (Vásquez 

et al., 2008).  

 

Se ha reportado que enzimas hidrolíticas pueden mermar la actividad de diversas 

bacteriocinas. La bacteriocina GM3 producida por Lactobacillus sakei pierde 
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actividad después de ser expuesta a las enzimas pepsina, papaína y proteinasa 

K (Avaiyarasi et al., 2016); La bacteriocina producida por Lactobacillus paracasei 

subsp. Tolerans, disminuye su actividad inhibitoria sobre E. coli al ser expuesta 

a pepsina y tripsina, sin llegar a inactivarse.  Es importante tomar en cuenta que 

el rol de las modificaciones post-traduccionales aún se desconoce, y es probable 

que estas modificaciones le provean resistencia a enzimas endógenas, lo que 

podría aumentar su estabilidad (Cao et al., 2014). 

 

La estabilidad a enzimas digestivas que presentó la bacteriocina de A1  podría 

representar una limitante en la aplicación de este producto como biocontrol en 

superficie de alimentos de consumo fresco. Sin embargo hay muchas otras 

enzimas digestivas que podrían ser evaluadas en busca de una que sea capaz 

de inactivar esta bacteriocina. Aún con este resultado, la bacteriocina del A1 

sigue representando una alternativa factible para su aplicación en campo, en el 

control de bacterias fitopatógenas.  

 
 

 

 

Figura 1. Efecto de los tratamientos enzimáticos sobre la actividad 
bacteriocinogénica del extracto de A1 sobre Salmonella  Saintpaul. Pocillo 
P: bacteriocina + proteasa; pocillo T: bacteriocina + tripsina; pocillo pK: 
bacteriocina + proteinasa K; pocillo L: bacteriocina + lipasa y pocillo 779: extracto 
de bacteriocina sin tratamiento. 
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Tabla 9. Estabilidad de la  bacteriocina producida por el aislado 1 tratado 
con distintas enzimas hidrolíticas. 
 

Tratamiento Halo de inhibición 

 Enzimático Control negativo Tratamiento 

  (solo sal) (extracto + sal) 

   

Proteasa - ++++ 

Proteinasa K - ++++ 

Lipasa - ++++ 

Tripsina - ++++ 

 

++++ 95 – 100 % de actividad con respecto al control positivo 
- Halo de inhibición no observado 
 

 
 
VI.3.4 Estabilidad ante Surfactantes. 

 
 
La actividad de la bacteriocina producida por A1, no fue alterada por el contacto 

con los surfactantes evaluados que se muestran en la Tabla 10. Este resultado 

concuerda con reportes que especifican que las bacteriocinas son capaces de 

mantener su actividad, incluso después de adicionar distintos surfactantes a los 

extractos. Se ha reportado que la estabilidad ante surfactantes de las 

bacteriocinas producidas por Bacillus subtilis KKU213 (Kochamit et al., 2015) y 

Agrobacterium radiobacter NA6 (Sheikh et al., 2009) es similar. La estabilidad en 

surfactantes es una propiedad deseada para formar emulsiones y permitir la 

preparación de distintas formulaciones para protección de cultivos o para el 

revestimiento de alimentos frescos, para lo cual se debe cumplir con los 

requerimientos de la Agencia de Protección Ambiental (EPA) (Farn, 2006).   
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Tabla 10. Resultados de exposición de la bacteriocina producida por el 
asilado 1 a distintos surfactantes. 
 

Tratamiento Zona de inhibición 

 Surfactantes Control negativo Tratamiento 

  (solo sal) (extracto + sal) 

   

SDS - ++++ 

Tween20 - ++++ 

Tween80  - ++++ 

EDTA  - ++++ 

 
++++ 95 – 100 % de actividad con respecto al control positivo 
- Halo de inhibición no observado 

 
 
 
VI.3.5 Estabilidad ante Solventes. 

 
 
La estabilidad de la bacteriocina del A1, no fue afectada por los distintos 

solventes, como se muestra en la Tabla 11 y Figura 2. Este resultado es 

concordante con lo reportado para la bacteriocina agrocina NA6 producida por 

Agrobacterium radiobacter NA6, que es afectada por solventes como X, Y y Z 

(Sheikh et al., 2009). 
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Tabla 11. Evaluación de la exposición de la bacteriocina producida por el 

aislado 1 a solventes orgánicos.  

 

Tratamiento Zona de inhibición 

 Solventes 5% Control negativo Tratamiento 

  (solo sal) (extracto + sal) 

   

   

Metanol - ++++ 

Etanol - ++++ 

Propanol - ++++ 

Butanol - ++++ 

Acetona - ++++ 

Cloroformo - ++++ 

 

++++ 95 – 100 % de actividad con respecto al control positivo 
- Halo de inhibición no observado 
 
 
 

 

 
 

 
Figura 2. Efecto de los tratamientos con solventes sobre la actividad 
bacteriocinogénica del extracto de A1 sobre Salmonella  Saintpaul. Pocillo 
M: bacteriocina + metanol; pocillo E: bacteriocina + etanol; pocillo P: bacteriocina 
+ propanol; pocillo B: bacteriocina + butanol y pocillo 779: extracto de bacteriocina 
sin tratamiento. 
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VI.3.4 Estabilidad ante Sales Metálicas 

 
 
La bacteriocina en estudio no fue afectada por la exposición a metales pesados, 

como se observa en la Tabla 12. Únicamente el MnCl2 pudo disminuir levemente 

la actividad inhibitoria sobre la cepa indicadora. Este resultado está de acuerdo 

con lo reportado para la bacteriocina producida por Bacillus subtilis KKU213, cuya 

actividad resistió el tratamiento con metales pesados (CdCl2, CuSO4, FeCl2, 

MgCl2, MnCl2, NiSO4  y ZnCl2) (Kochamit et al., 2015). También los resultados 

presentados por Sheikh y colaboradores (2009) indican que la bacteriocina 

producida por Agrobacterium radiobacter NA6 es estable ante las mismas sales 

metálicas evaluadas en nuestro estudio. Estos mismos autores reportaron que la 

solución de CdCl2 tiene por sí misma un efecto antagónico sobre Agrobacterium 

tumefaciens B6 y un efecto sinérgico con la bacteriocina NA6; a su vez se 

observó un ligero decremento en la actividad ocasionado por MnCl2, NiSO4 y 

ZnSO4. Esto indica una variación de respuesta que depende de la bacteria que 

se desee inhibir, y de la naturaleza de cada bacteriocina (Sheikh et al., 2009). 

 

El mantenimiento de la actividad bacteriocinogénica del extracto crudo producido 

por A1 (Figura 3) ante los distintos metales pesados que se evaluaron, indica la 

estabilidad que puede presentar al ser expuesta a ellos por contaminaciones de 

metales introducidos a través de suelos, aguas y equipos durante la elaboración 

de alimentos procesados.  
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Tabla 12. Resultados de exposición de la bacteriocina producida por el 
aislado 1 a sales metálicas. 
 

Tratamiento Zona de inhibición 

  Control negativo Tratamiento 

 Sales metálicas (solo sal) (extracto + sal) 

   

BaCl2 - ++++ 

CdCl2 - ++++ 

CuSO4 - ++++ 

FeSO4 - ++++ 

MgSO4 - ++++ 

MnCl2 - +++ 

NiSO4 - ++++ 

ZnSO4 - ++++ 
++++ 95 - 100% de actividad con respecto al control positivo 
- No muestra halo de inhibición  
 

 
 

 
 

 
Figura 3. Efecto de los tratamientos con sales metálicas sobre la actividad 
bacteriocinogénica del extracto de A1 sobre Salmonella  Saintpaul. Pocillo 

A: bacteriocina + BaCl2; pocillo B: bacteriocina + CdCl2; pocillo C: bacteriocina + 

CuSO4; pocillo D: bacteriocina + CsCl2; pocillo E: bacteriocina + FeSO4; pocillo 

F: bacteriocina + MgSO4; pocillo G: bacteriocina + MnCl2; pocillo H: bacteriocina 

+ NiSO4 y pocillos 779: extracto de bacteriocina sin traramiento. 
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VI.5 Inhibición de Bacterias Patógenas y Fitopatógenas 
 
 

El extracto crudo y concentrado producido por A1 a las  24 horas presentó una 

actividad inhibitoria sobre Salmonella Saintpaul, Salmonella Typhi, Salmonella 

Typhimurium, Salmonella choleraesius, E. coli O:157 H7 y Erwinia carotovora, 

más no produjo inhibición alguna sobre Saccharomyces pastorianus (Tabla 13).  

 

 

Tabla 13. Actividad antimicrobiana sobre bacterias patógenas y 
fitopatógenas por efecto de bacteriocina producida por el aislado 1. 
 

Cepa indicadora Actividad inhibitoria (mm) ± DS 

Salmonella Saintpaul 28a 0.57735 

Salmonella Typhi 28a 0.57735 

Salmonella Typhimurium 27.66667ª 0.57735 

Salmonella choleraesius 27.66667ª 0.57735 

E. coli O157:H7 27.33333ª 0.57735 

Erwinia carotovora 26.66667b 0.57735 

Saccharomyces pentosaseus 0c 0 

 
*Las literales indican una diferencia con una P≤0.05. 
 
 
 
Dentro de las evaluaciones que se han realizado en los estudios de otras 

bacteriocinas se ha detectado la actividad inhibitoria de Salmonella enterica y E. 

coli (Sivaramasamy et al., 2014), por la bacteriocina producida por Lactobacillus 

coryniformis XN8, con halos de inhibición de 19 y 25mm, respectivamente. Por 

otro lado Avaiyarasi y colaboradores (2016) encontraron diferencias entre la 

inhibición de Salmonella enterica MTCC 3219 y Salmonella typhi MTCC 734 por 

efecto de la bacteriocina producida por Lactobacillus sakei GM3, que discrepan 

con nuestros resultados, donde no se muestran diferencias (P≤0.05) entre los 

distintos serotipos de Salmonella por la bacteriocina producida por A1. Aunque 

la actividad de las bacteriocinas sobre los patógenos E. coli y Salmonella 
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pudieran parecer comunes, no todas las bacteriocinas son capaces de controlar 

el desarrollo de estos patógenos. Tal es el caso de la bificina producida por 

Bifidobacterium animalis subsp. animalis CICC 6165, la cual fue incapaz de 

inhibir S. enterica subsp. enterica y de igual manera contra dos cepas E. coli 

CTCC (Pei et al., 2013). 

 

Dentro de los pocos estudios realizados en la búsqueda de bacteriocinas como 

biocontrol sobre fitopatógenos, se encuentra la evaluación de una bacteriocina 

producida por Bacillus subtilis DJM.51, la cual inhibe a Erwnia carotovora. Al igual 

que agrocin NA6 producida por Agrobacterium radiobacter NA6 la cual no tuvo 

actividad sobre Erwnia carotovora NA5 y NA8 (Sheikh et al., 2009). Jabrane y 

colaboradores (2002) comprobaron la inhibición del crecimiento de Erwinia 

amylovorus por efecto de serracina P, producida por Serratia plymithicum J7.  

 

En contra parte, a diferencia de los resultados de actividad sobre los distintos 

serotipos de Salmonella y E. coli O157:H7, los trabajos de Sheikh y 

colaboradores (2009) así como de Jabrane y colaboradores (2002) demuestran 

un efecto limitado en donde se ve afectada Erwinia mas no Salmonella y E. coli. 

Lo que indica una ventaja de la bacteriocina de A1, que posee la capacidad de 

inhibir tanto bacterias productoras de ETA’s como fitopatógenas (Figura 4). 
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. 

Figura 4. Actividad de la bacteriocina producida por A1 sobre Salmonella 
Typhi y Saccharomyces pastorianus. A: cultivo de  S. Typhi, el pozo izquierdo 

contiene el  control (L. animalis), el pozo derecho contiene el extracto de A1. B: 
cultivo de S. pastorianus, los extractos igual que en A.  
 

 

El efecto antimicrobiando de A1, indican  un espectro de actividad 

bacteriocinogénica sobre bacterias Gram negativas y una actividad nula sobre 

levaduras. La inhibición total del crecimiento de E. carotovora y del resto de los 

patógenos, representa la posibilidad de una alternativa de biocontrol para frutos 

y hortalizas así como para el control de enfermedades bacterianas en plantas.  

 
 
 

VI.6 Identificación Molecular del Aislado Productor de la Bacteriocina 
 
 
En la Figura 5 se observa una banda cercana a los 1500pb, que corresponde al 

tamaño esperado para el amplicón del gen 16S ribosomal con el que fue posible 

su identificación molecular. El análisis de la secuencia de las bases del gen 16D 

ribosomal de A1 presentó  un 99% de similitud al de Lactobacillus graminis 

reportado en la base de datos de genes del NCBI, donde hasta la fecha solo 

existe reportado el genoma de Lactobacillus graminis DSM 20719 NODE_43 

(NCBI, 2016). El análisis de comparación de secuencias también indicó una 
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similitud de 98% a Lactobacillus curvatus. Con este resultado inferimos que A1 

es L. graminis. 

 

 

 

 

 

Figura 5. Amplificación del gen 16S ribosomal por PCR del aislado 
bacteriocinogénico. En el carril 1 se encuentra el marcador de peso molecular, 
carril 2 se encuentra el producto de amplificación del ADN de A1 y en el carril 3 
se encuentra el control negativo.  
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VII. CONCLUSIÓN 
 
 
 

El 13.85 % de los aislados criopreservados mantuvieron su actividad 

antimicrobiana después de dos años de almacenamiento en caldo y glicerol al 

20%. El 0.55% de los aislados crioconservados posee actividad 

bacteriocinogénica. Uno de estos aislados se identificó como L. graminis que 

produce una bacteriocina estable ante distintos factores físicos y químicos como: 

solventes, metales, surfactantes, a temperaturas extremas e hidrólisis por 

enzimas proteolíticas. Además es capaz de inhibir el crecimiento de bacterias 

patógenas productoras de ETA’s y fitopatógenas, representando una potencial 

alternativa de biocontrol bacteriano. 
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