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Glosario de abreviaturas. 

 
 
BAL: Bacterias ácido lácticas. 

BHI-T: Infusión cerebro-corazón tamponado.  

SNTT: Sobrenadante neutralizado y tratado térmicamente. 

SNTTC: Sobrenadante neutralizado, tratado térmicamente y concentrado.  
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1 Introducción. 

 

El pozol es una bebida no alcohólica, que se obtiene de la fermentación espontánea de 

masa de maíz nixtamalizado. La microbiota es bastante compleja, desde diversos tipos 

de bacterias hasta mohos y levaduras. Las principales bacterias encontradas durante 

todo el proceso de fermentación son las bacterias lácticas, dentro de este grupo de 

bacterias predominan bacterias de los géneros Streptococcus, Lactococcus, 

Leuconostoc y Weissella. En el pozol se han encontrado bacterias acido lácticas 

amilolíticas, las cuales fueron identificadas por ribotipificación y análisis de secuencia 

del gen rRNA 16S, entre ellas: Streptococcus bovis, Streptococcus infantarius, 

Streptococcus macedonicus, Lactococcus lactis y Enterococcus sulfureus.  

 

Las Bacterias ácido lácticas (BAL) son un grupo de microorganismos que producen 

como principal metabolito, al ácido láctico. Son organismos nutricionalmente exigentes 

y son capaces de hidrolizar péptidos de la leche. Estas bacterias además de contribuir 

en la conservación de los alimentos, mejoran las características sensoriales (sabor, 

olor, textura) y aumentan la calidad nutritiva.  

 

Además de metabolitos, las BAL producen algunas sustancias antimicrobianas, las 

cuales ayudan a preservar la calidad e inocuidad de los alimentos fermentados 

inhibiendo el crecimiento y desarrollo de microorganismos patógenos o de 

descomposición. Dichas sustancias pueden ser tan sencillas como el peróxido de 

hidrógeno hasta más complejas como las bacteriocinas, que son sustancias peptídicas, 
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sintetizadas ribosomalmente, que controlan o inhiben el crecimiento de bacterias 

similares a las que las producen. Su mecanismo de acción es diverso, desde la 

formación de poros en la membrana hasta la inhibición de síntesis de ADN. 
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2 Antecedentes. 

 

2.1 Pozol. 

 

El pozol es una bebida refrescante no alcohólica (Figura 1) de origen Maya, consumida 

por comunidades indígenas del sureste de México desde la época prehispánica, como 

una parte importante de la dieta diaria [1]. Esta bebida es aun consumida en algunos 

estados como Chiapas, Tabasco, Oaxaca y Campeche.  

 

Figura  1. Pozol [34] 

 
 
 
 



Estudio del efecto antimicrobiano de bacterias del género Streptococcus aisladas del pozol 

4 
 

 

2.1.1 Elaboración del pozol.  

 

El proceso de elaboración del pozol inicia con la cocción del maíz en una solución 

aproximadamente al 1% de cal en exceso de agua. Una vez cocido el maíz se lava con 

agua para remover el pericarpio, al maíz cocido y lavado se le conoce como nixtamal. 

Los granos se muelen formando una masa, con la cual se forman bolas que se 

envuelven en hojas de plátano y se dejan fermentar a temperatura ambiente de 2 a 7 

días o más. La masa fermentada se dispersa en agua y se consume. Al disolver en el 

agua, algunas partes fibrosas de la masa se sedimentan en la bebida, lo cual llevó a la 

población mestiza a realizar una modificación en la preparación del pozol añadiendo 

una segunda cocción de los granos del nixtamal para reducir así la parte fibrosa [2]. En 

la figura 2 se muestra un diagrama de flujo de la preparación del pozol. 
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Figura 2.  Diagrama de flujo de la preparación del pozol.  
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2.1.2 Microbiota del pozol.  

 

El pozol posee una microbiota compleja, ya que está constituida por levaduras, hongos 

y bacterias [3]. Una parte importante de la microbiota del pozol son las BAL, las cuales 

se han encontrado y aislado durante todas las etapas de elaboración del pozol y 

además son las principales causantes de la acidificación del pozol. Dentro de este 

grupo de bacterias predominan bacterias de los géneros Streptococcus, Lactococcus y 

Leuconostoc [4].   

 

De acuerdo con Díaz-Ruiz et al. (2003), durante la fermentación del pozol se 

encuentran presentes bacterias acido lácticas amilolíticas, las cuales utilizan el almidón 

como fuente de carbohidratos fermentables. De las 40 cepas más amilolíticas aisladas 

por Díaz-Ruiz et al (2003) se identificaron, por pruebas bioquímicas, ribotipificación y 

análisis de secuencia del gen rRNA 16S, Streptococcus bovis, Streptococcus 

infantarius, Streptococcus macedonicus, Lactococcus lactis y Enterococcus sulfureus.  

En la Tabla 2.1 se muestran especies de bacterias lácticas que se han identificado en 

el pozol. 

 

Del total de las bacterias encontradas en el pozol, el 98% de ellas corresponde a BAL, 

y de acuerdo a un estudio previo de Ampe, et al (1999), los estreptococos representan 

de un 25% a un 50% de la población total activa en el pozol. Siendo este género el más 

abundante en el pozol, seguido del género Lactobacillus [30].   
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Tabla 2.1. Bacterias ácido lácticas aisladas del pozol. 

Reportados por: a) Ben Omar et al (2000); b) Díaz-Ruiz et al (2003); c) Ampe et al 

(1999); d) Escalante et al (2001). 

 

En el pozol también existe evidencia de la presencia de bacterias mesófilas no lácticas 

como Bacillus y algunas enterobacterias, así como de mohos y levaduras [2]. Wacher 

et al. (1993) reportaron que a pesar de la acidificación de la masa de pozol, hasta 

valores de pH 4.1, existe la presencia de enterobacterias a lo largo de todo el proceso 

de fermentación, principalmente de E. coli. Esta resistencia a la acidez, principalmente 

a ácidos orgánicos y que se ha observado en algunas cepas de E. coli, S. Typhimurium 

y Shigella, se debe al estrés acido, el cual es el efecto de la combinación biológica de 

bajos valores de pH y la presencia de ácidos orgánicos débiles presentes en el medio 

en que crecen dichas bacterias. Por lo tanto, estas bacterias han desarrollado 

resistencia a estos medios por la síntesis de proteínas inducidas por estrés [5]. El 

desarrollo y crecimiento de estas enterobacterias en el pozol se ve disminuida, más no 

inhibida, durante el proceso de la fermentación [2]. 
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2.2 Bacterias Ácido Lácticas (BAL). 

 
Las bacterias ácido lácticas son un grupo de microorganismos que producen como 

principal metabolito, al ácido láctico. Son organismos nutricionalmente exigentes y son 

capaces de hidrolizar péptidos de la leche. Estas bacterias además de contribuir en la 

biopreservación de los alimentos, mejoran las características sensoriales (sabor, olor, 

textura) y aumentan la calidad nutritiva [6].  

Las BAL son un grupo de bacterias representadas por diversos géneros con 

características morfológicas, fisiológicas y metabólicas en común, en general son cocos 

o bacilos Gram-positivos, no esporulados, inmóviles, microaerofílicos o aerotolerantes. 

Son catalasa, oxidasa y benzidina negativos, no poseen citocromos, no son capaces de 

reducir nitratos y producen ácido láctico como principal producto de la fermentación de 

carbohidratos [7]. 

 

2.2.1 Metabolismo.  

 

De acuerdo con Parra (2012) las BAL se pueden clasificar según al tipo de 

fermentación de azúcares, en homofermentativas y heterofermentativas, y de acuerdo 

con la temperatura de crecimiento en; mesófilos, temperatura de incubación 20-25ºC y 

termófilos, temperatura de incubación 40-45ºC.  
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2.2.1.1 Bacterias ácido lácticas homofermentativas.  

 
El grupo de BAL homofermentativas está compuesto de Lactococcus, Pediococcus, 

Enterococcus y Streptococcus. Estas bacterias convierten 1 mol de glucosa en 2 moles 

de ácido láctico [8]. Estas bacterias poseen una enzima aldolasa y hexosa isomerasa, 

pero carecen de la enzima fosfocetolasa. La ruta metabólica de la glucosa a ácido 

láctico puede observarse en la Figura 3. 

Figura 3.  Fermentación homoláctica [8]. 
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2.2.1.2 Bacterias ácido lácticas heterofermentativas.  

 
Las BAL heterofermentativas solamente producen la mitad de ácido láctico que las 

homofermentativas, ya que fermentan 1 mol de glucosa para producir 1 mol de CO2 , 1 

mol de etanol y 1 mol de ácido láctico. Este grupo incluye a los géneros Lactococcus, 

Lactobacillus, Enterococcus, Streptococcus, Leuconostoc y Pediococcus [8]. Estas 

bacterias siguen la vía metabólica de las pentosas o de la hexosa monofosfato como se 

observa en la figura 4.   

Figura 4. Fermentación heteroláctica [8]. 
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Las BAL durante su crecimiento producen diferentes metabolitos y sustancias que 

cumplen ciertas funciones, como el mejoramiento del valor nutritivo y de calidad o 

mejoramiento sensorial, en los alimentos. Los principales metabolitos de estas 

bacterias son: ácido propiónico (aprovechado en quesería), acetoina, diacetilo y 

acetaldehido (aprovechados en la producción de quesos y mantequillas) y ácido láctico 

(aprovechado en la fermentación y preservación de productos lácteos) [9]. Además de 

metabolitos, las BAL producen algunas sustancias antimicrobianas, las cuales ayudan 

a preservar la calidad e inocuidad de los alimentos fermentados inhibiendo el 

crecimiento y desarrollo de microorganismos patógenos o de descomposición, dichas 

sustancias pueden ser tan sencillas como el peróxido de hidrogeno hasta más 

complejas como las bacteriocinas [10]. 

 

2.2.2 Streptococcus spp. 

 

El género Streptococcus comprende bacterias Gram-positivas, de forma cocobacilar, 

que forman cadenas o pares (Figura 5), no tienen movilidad, no forman esporas y son 

catalasa negativas. 

Fermentan carbohidratos para producir principalmente ácido láctico, sin producción de 

gas. En condiciones limitantes de glucosa también produce formiato, acetato y etanol. 

La mayoría son bacterias aerotolerantes  anaerobias.  

Las cepas de Streptococcus crecen a una temperatura de 20-42 ºC, siendo 37 ºC la 

temperatura óptima de crecimiento [11]. 
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El género Streptococcus se ha dividido en tres géneros, Streptococcus, Lactococcus y 

Enterococcus [11]. Gracias al análisis de secuenciación de genes de rRNA 16S, se han 

clasificado mas de 65 especies, los cuales se han agrupado en varios grupos de 

especies, pyogenic, bovis, mutans, mitis, anginosus y salivarius. 

 

Figura 5, Fotografía de  Streptococcus tomada con microscopio electrónico de 
barrido [37] 

 

2.2.2.1  Grupo Streptococcus bovis. 

 

Las especies pertenecientes al grupo S. bovis son bacterias de origen animal y 

humano. Dentro de este grupo se encuentran las especies: Streptococcus alactolyticus, 

Streptococcus gallolyticus, (subespecie gallolyticus y subespecie macedonicus), 

Streptococcus infantarius, Streptococcus lutetiensis, y Streptococcus pasteurianus [11]. 
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Recientemente la especie S. bovis se ha dividido [11]: 

 S. gallolyticus ssp. gallolyticus, que corresponde a la especie S. bovis biotipo I 

(Positivo a la fermentación de manitol). 

 S. gallolyticus ssp. pasteurianus, que corresponde al biotipo II/2 de S. bovis 

(manitol negativo y ß-glucoronidasa positivo). 

 S. infantarius, que corresponde al biotipo II/1 de S. bovis (manitol negativo y ß-

glucoronidasa negativo). 

 

2.2.2.2 Streptococcus en los alimentos. 

 

Estas bacterias, con excepción de Streptococcus thermophilus, no son utilizadas como 

cultivos iniciadores para la fermentación de alimentos. Aunque la cepa  Streptococcus 

gallolyticus ssp. macedonicus se ha encontrado naturalmente en varios alimentos 

fermentados, fue aislado originalmente de queso griego Kasseri fermentado de forma 

natural. Contribuye a la maduración de quesos, debido a su capacidad de hidrolizar la 

grasa de la leche y a su actividad proteolítica.  

Esta especie no ha mostrado características potencialmente patógenas, y algunas 

cepas producen bacteriocinas. Esta especie también se ha encontrado en diversos 

quesos europeos.  
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2.2.3 Lactococcus spp. 

 

Las bacterias del género Lactococcus son cocos Gram-positivos, no forman esporas y 

no tienen movilidad, crecen en pares o en cadenas cortas (Figura 6). Su metabolismo 

fermentativo produce ácido láctico. Sus requerimientos nutricionales son complejos, 

debido a que no pueden producir ciertos aminoácidos y vitaminas, su temperatura 

óptima de crecimiento es 30 ºC, sin embargo, pueden crecer en temperaturas cercanas 

a los 10 ºC, pero no a 45 ºC. Esta especie, a diferencia de otras BAL, solo metaboliza 

L-ácido láctico [12]. 

Figura 6, Fotografía de Lactococcus lactis tomada con microscopio electrónico 
de barrido [38] 
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El género  Lactococcus tiene cinco grandes especies, Lactococcus garvieae, 

Lactococcus pisciuim, Lactococcus plantarum, Lactococcus raffinolactis y Lactococcus 

lactis (subespecie lactis, subespecie cremoris y subespecie hordniae).  Estas cepas, 

además de crecer a temperaturas mayores a 40 ºC y en concentraciones mayores al 

4% de NaCl, producen ácido a partir de lactosa, manitol y rafinosa [12]. Algunas cepas 

de Lactococcus pueden hidrolizar el almidón [28]. 

 

2.2.3.1 Lactococcus en los alimentos. 

 

Estas bacterias son utilizadas para la elaboración de productos lácteos, principalmente,  

las especies L. lactis ssp lactis y L. lactis ssp. cremoris. Los lactococos son utilizados 

como cultivos iniciadores únicos o dentro de mezclas de cultivo iniciador, 

frecuentemente junto con otras bacterias ácido lácticas. Estos iniciadores ayudan a 

preservar los alimentos por la producción de bacteriocinas además del ácido láctico. 

 

2.2.4 Enterococcus spp. 

 

Las bacterias pertenecientes a este género son cocos Gram-positivos, no forman 

espora, catalasa negativas, oxidasa negativas, crecen en pares o cadenas cortas 

(Figura 7), son anaerobios facultativos y tienen metabolismo fermentativo. Su 

crecimiento se da en rangos de temperatura entre 5 ºC y 50 ºC, con un óptimo de 35-37 

ºC. 
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Las cepas de Enterococcus se han encontrado en el medio ambiente, animales y 

humanos. Se alojan principalmente en el tracto gastrointestinal de animales, aunque se 

han aislado también de plantas, insectos, agua, aves y humanos en el tracto urinario y 

cavidad oral [13]. 

 

Figura 7, Fotografía de  Enterococcus sp. tomada con microscopio electrónico de 
barrido [39]. 

 
 

2.2.4.1 Enterococcus en los alimentos. 

 

Los Enterococcus pertenecen a la microbiota natural de animales que usan para la 

obtención de alimentos tales como leche, productos lácteos, carne y salchichas 

fermentadas, debido a su resistencia a los procesos de pasteurización y a su 

adaptabilidad a diferentes sustratos y condiciones de crecimiento.  
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En productos lácteos principalmente se han encontrado diferentes especies, 

principalmente  Enterococcus faecalis, Enterococcus faecium y Enterococcus italicus 

[13]. En algunos casos, estas bacterias son deseables en el producto terminado. 

 

Estas bacterias también se han asociado a partir de productos cárnicos y carne cruda, 

pollo, piel de cerdo y en carnes cocinadas y procesadas. 

Los enterococos se han utilizado en la industria de los alimentos fermentados por años, 

principalmente en la industria de lácteos, debido a su capacidad de hidrolizar grasas y 

proteínas, además de contribuir al sabor y textura de los alimentos.  

 

Se utilizan como cultivos iniciadores para favorecer la maduración de quesos y como 

cultivos protectores, esto se debe a la capacidad de algunas cepas de producir 

bacteriocinas, demostrando efectos inhibitorios contra Listeria monocytogenes y S. 

aureus [13]. 

. 

2.3 Bacteriocinas 

 

Las bacteriocinas son sustancias producidas por bacterias acido lácticas (BAL), las 

cuales controlan el crecimiento de poblaciones microbianas en alimentos fermentados, 

lo cual le confiere al alimento una mayor vida de anaquel e inocuidad. Las 

bacteriocinas, producidas por las BAL. Son péptidos antimicrobianos, sintetizados 

ribosomalmente, que tienen actividad contra otras bacterias [14]. Las bacteriocinas 

producidas por BAL, incluyendo las de los géneros Lactococcus, Lactobacillus, 
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Leuconostoc, Enterococcus, Pediococcus, Carnobacterium y Streptoccoccus han sido 

las más estudiadas debido a que podrían ser potencialmente usados para la 

preservación y seguridad de los alimentos así como en medicina humana y veterinaria 

[15].  

 

2.3.1 Características de las bacteriocinas. 

 
 
Las bacteriocinas tienen generalmente bajos pesos moleculares, raramente 

sobrepasan los 10 kDa, y pueden ser degradadas facilmente por enzimas, tales como 

las proteasas del tracto gastrointestinal de los mamíferos [22]. Son moléculas 

catiónicas anfipáticas debido al contenido alto de residuos de lisina y arginina, son 

estables al calor y son péptidos permeabilizadores de la membrana [31]. La estructura 

primaria de las bacteriocinas tiene, usualmente, una gran proporción de residuos 

hidrofóbicos y su estructura secundaria está compuesta por alfa hélices (Figura 8), lo 

cual les da una estructura compacta y estable que les permite mantener su actividad 

después de un tratamiento térmico o de la actividad de una proteasa [32]. 
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Figura 8. Estructura de dos bacteriocinas a) AS-48 b) Subtilocina A. [32] 

 

2.3.2 Clasificación de las bacteriocinas. 

 

Existen diferentes clasificaciones para las bacteriocinas producidas por BAL, los 

primeros intentos de clasificarlas se basaban en su resistencia al calor, sensibilidad a 

tripsina y grado de reactividad cruzada entre diferentes combinaciones de bacteriocinas 

[16]. 

 

Las BAL, que por sus características y a que han estado presentes en la dieta humana, 

desde hace muchos años, y no han causado algún tipo de alteración a la salud de los 

consumidores, son consideradas GRAS (Generally Recognized As Safe/Generalmente 

reconocida como seguro) por la FDA (Food and Drug Administration) [17]. 

Una clasificación hecha por Klaenhammer (1993) divide a las bacteriocinas en 4 [18]: 
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 Clase I o lantibióticos (Bacteriocinas modificadas post traducción), definidos como 

pequeños péptidos activos de membrana (<5 kDa) que contienen los 

aminoácidos lantionina o ß-metil lantionina (de ahí el nombre de lantibióticos) y 

residuos deshidratados.  

 Clase II (Péptidos no modificados), definida como pequeños péptidos activos de 

membrana estables al calor, sin contenido de lantionina. Caracterizados por la 

presencia de un sitio Gly-Gly en el precursor de la bacteriocina, presencia de 

hélices anfifílicas con cantidades variables de hidrofobicidad y estabilidad al calor 

de moderada a alta. Esta a su vez se divide en 3 subgrupos:  

 Subclase IIa. 

 Subclase IIb. 

 Subclase IIc. 

 Clase III (Proteínas no modificadas), proteínas grandes, termolábiles, algunas con 

actividad enzimática. 

 Clase IV, proteínas complejas con uno o más grupos de lípidos o carbohidratos. 

 

Esta clasificación ha sido retomada y modificada por varios autores. Rea et al. (2011) 

presentan una clasificación actualizada con base en los diferentes esquemas de 

clasificación anteriores. 

 

 Clase I: Bacteriocinas modificadas post traducción. Este grupo se divide en: 

 Clase Ia: Lantibióticos. 

 Clase Ib: Labirintopéptidos, nombrados en consecuencia de su estructura de 
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“laberinto”, se distinguen por la presencia de labionina, un aminoácido 

modificado post traducción. 

 Clase Ic: Sactibioticos. 

 Clase II: Bacteriocinas no modificadas. Este grupo se divide en cuatro subgrupos. 

 Clase IIa: Bacteriocinas similares a pediocina. 

 Clase IIb: Bacteriocinas no modificadas de dos péptidos. 

 Clase IIc: Bacteriocinas circulares. 

 Clase IId: Bacteriocinas no similares a pediocina, sin modificar, lineales. 

 Bacteriolisinas, anteriormente Bacteriocinas Clase III, 

 

2.3.3 Mecanismo de acción de las bacteriocinas. 

 

La acción de las bacteriocinas depende de la composición de la membrana 

citoplasmática, la estructura y la expresión de una proteína además de la composición 

química del medio [19]. Las bacterias Gram-positivas poseen un alto contenido de 

lípidos aniónicos en su membrana, en este caso, las bacteriocinas se unen a la 

membrana por atracción electrostática entre los lípidos cargados negativamente y la 

carga neta positiva de las bacteriocinas, localizada en uno de sus extremos, formando 

poros en la membrana bacteriana, la cual se permeabiliza y la célula comienza a perder 

iones y algunos metabolitos, los cuales son fundamentales para su desarrollo y 

supervivencia, causando, eventualmente, la muerte bacteriana (Figura 9). Este 

mecanismo de acción corresponde principalmente a la nisina y a la lactocoquinina A de 

Lactococcus lactis [43]. Otro mecanismo de acción corresponde a la mersacidina que 
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se une al Lípido II, inhibiendo la producción de peptidoglucano [43]. La inhibición de la 

síntesis del ADN se considera un mecanismo de acción secundario de las bacteriocinas 

[20]. La inhibición de síntesis de ADN y ARN es considerado un mecanismo de acción 

en bacterias Gram negativas [33].  

Figura 9. Mecanismo de acción de bacteriocinas frente a bacterias Gram 

positivas (a) y frente a Gram negativas (b) [33]. 

 
La acción de las bacteriocinas está relacionada con el contenido de cistina, de acuerdo 

con ello se establecen tres grupos [21]:  

 Bacteriocinas con estrecho rango de acción, restringido a microorganismos de la 

misma especie. 

 Bacteriocinas con rango intermedio, inhiben BAL y algunas Gram-positivas. 

 Bacteriocinas con amplio rango de acción, inhiben una gran variedad de bacterias 

Gram-positivas.  

a. Célula blanco Gram positiva   b. Célula blanco Gram negativa 
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La aplicación de las bacteriocinas en la preservación de los alimentos ha sido 

ampliamente estudiada, especialmente en productos de huevo, vegetales y cárnicos 

[22]. Las bacteriocinas pueden ser aplicadas de forma pura o cruda o mediante el uso 

de un producto previamente fermentado con una cepa productora de bacteriocina, o 

incorporando una cepa productora [22]. Muchos alimentos fermentados que se han 

estudiado contienen una gran cantidad de BAL productoras de bacteriocinas, entre 

estos productos se encuentra el pozol. En trabajos previos (Tavera, 2010) se determinó 

la capacidad de BAL, pertenecientes a géneros diversos y aisladas del pozol, de 

producir sustancias similares a bacteriocinas. 

 

2.3.4 Bacteriocinas representativas de BAL. 

 

De las bacterias ácido lácticas productoras de compuestos similares a bacteriocinas, 

las de mayor importancia son los Lactobacillus debido a su potencial biotecnológico, ya 

que podría ser utilizado como un cultivo protector para mejorar la seguridad de los 

alimentos [46].   

 

Las bacteriocinas más estudiadas son las producidas por algunas especies de 

Lactococcus, Lactobacillus, Leuconostoc y Pediococcus, entre ellas la nisina, 

pediocina, plantaricina, lactococcina, lactacina, helveticina, sakacina y mesentericina 

[19]. Y se ha encontrado que otros géneros de BAL producen sustancias similares a 

bacteriocinas [46]. 
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El género Streptococcus también es productor de bacteriocinas o de sustancias 

similares a bacteriocinas. Streptococcus thermophilus, al ser una de las bacterias 

predominantes en la mayoría de los cultivos iniciadores para la fabricación de 

productos lácteos fermentados [47], ha sido de las más estudiadas dentro de ese 

género. Se ha observado la actividad antimicrobiana frente a Listeria monocytogenes y 

se han purificado, secuenciado y caracterizado péptidos antimicrobianos producidos 

por S. thermophilus. Estos péptidos (Termofilinas) han demostrado actividad 

antimicrobiana de amplio espectro [47].  

 

Otra bacteria del género Streptococcus que produce bacteriocinas es el S. salivarius 

que se encuentra de forma natural en la superficie oral de personas saludables. 

Produce principalmente Salivaricina A2 y salivaricina B [48], dos péptidos 

antimicrobianos que inhiben bacterias Gram-positivas como Streptococcus anginosis, 

Eubacterium saburreaum y Micromonas micros [48]. S. mutans, relacionada con la 

formación de la placa denta, produce un péptido antimicrobiano (Mutacina) capaz de 

inhibir el crecimiento de algunos estreptococos relacionados a la formación de caries 

[49].  

 

2.4 Bacterias Patógenas. 

 

Las bacterias patógenas son aquellas bacterias que pueden causar enfermedades en 

animales, plantas y humanos, ya sea por contacto directo, por infección de heridas, por 



Estudio del efecto antimicrobiano de bacterias del género Streptococcus aisladas del pozol 

25 
 

la ingestión de alimentos contaminados o por presencia de toxinas en alimentos. Estos 

microorganismos patógenos son los causantes de las enfermedades transmitidas por 

alimentos (ETA’s), y aún en la actualidad siguen causando impacto debido a la gran 

incidencia de enfermedades causadas por estos patógenos, en especial las causadas 

por Salmonella Typhimurium, Escherichia coli y Listeria monocytogenes [23, 24]. 

 

2.4.1 Salmonella enterica serotipo Typhimurium. 

 

El género Salmonella pertenece a la familia Enterobacteriaceae, es una bacteria Gram-

negativa (Figura 10), de forma bacilar, anaerobia facultativa, móvil, es catalasa 

negativa, oxidasa negativa, produce gas a partir de glucosa, es capaz de reducir los 

nitratos, no requiere de NaCl para su crecimiento, es capaz de utilizar citrato como 

fuente de carbono, produce sulfuro de hidrógeno y descarboxila la lisina y la ornitina. 

Salmonella puede fermentar glucosa, pero no lactosa ni sacarosa. Su crecimiento es 

óptimo entre 35 y 37ºC, presentando un amplio crecimiento entre 5 y 47ºC, aunque 

requieren de NaCl para su crecimiento, puede ser inhibida por concentraciones de 

NaCl entre 3 y 4%, su pH óptimo de crecimiento es entre 6.5 y 7.5, mostrando un 

crecimiento amplio entre 4.5 y 9.0 y requiere de aw superior a 0.94. Es sensible al 

calor, por lo que no sobrevive a temperaturas de pasteurización, pero es resistente a la 

congelación y al secado. Además, es capaz de desarrollarse en una gran variedad de 

alimentos sin afectar sus características sensoriales [25]. 
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Figura 10, Fotografía de tinción de Gram de Salmonella Typhimurium [36]. 

 

El principal habitat de Salmonella es el tracto gastrointestinal de animales domésticos y 

salvajes, además se ha logrado aislar de agua, suelo y aguas residuales y a partir de  

alimentos de origen animal como pollo, pavo, cerdo, leche, huevos y carne de res. 

También se ha aislado de alimentos de origen vegetal como nueces, jitomates y 

diversas hortalizas. Salmonella enterica es considerada una de las principales causas 

de gastroenteritis y bacteremia en el mundo, la epidemiología de Salmonella enterica 

se debe principalmente a contaminación fecal directa o indirecta [25].  

 

Salmonella Typhimurium ha generado resistencia al tratamiento con antibióticos y tiene 

la capacidad de causar salmonelosis a diferentes tipos de hospederos, generando un 

cuadro clínico que incluye fiebre, dolor abdominal, diarrea, náusea y vómito.  
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2.4.2 Listeria monocytogenes. 

 

El género Listeria comprende bacterias de forma bacilar de entre 1 a 2 µm de longitud 

(Figura 11), son Gram-positivas, no esporuladas, anaerobias facultativas, presentan 

movilidad dando tumbos o volteretas, manifestada usualmente a temperaturas menores 

a 30ºC, pero no a 37ºC. Listeria es capaz de crecer en rangos de temperatura entre 0 y 

45ºC con una óptima de 30 a 35 ºC, y en intervalos de pH entre 4.6 y 9.2, requiere de 

un aw mínimo de 0.90, y puede crecer en concentraciones de 10% de NaCl. Es 

resistente a la congelación, al secado y al calor, lo cual dificulta el control de esta 

bacteria en ambientes asociados a alimentos [26]. De acuerdo a Nieto-Lozano et al 

(2002) algunas bacteriocinas producidas por BAL inhiben a L. monocytogenes. 

 

 

Figura 11, Fotografía con microscopio electrónico de barrido de Listeria 
monocytogenes [35]. 
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Listeriosis es el término genérico para una serie de síndromes causados por infección 

con L. monocytogenes, la mayor parte de las infecciones por Listeria son causadas por 

consumo de alimentos contaminados. Esta enfermedad tiene un alto rango de 

mortalidad (20-30%) en individuos inmunocomprometidos, mujeres embarazadas, niños 

y ancianos [27]. 
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3 Hipótesis. 

 

Las bacterias ácido lácticas liberarán sustancias antimicrobianas al medio, posibles 

bacteriocinas.  

 

Las cepas aisladas del pozol del género Streptococcus al ser las de mayor presencia 

durante la fermentación, y al estar relacionadas con otras cepas productoras de 

bacteriocinas, son posibles productoras de bacteriocinas o sustancias similares a 

bacteriocinas, inhibiendo así a bacterias patógenas de importancia en la industria de 

los alimentos, como Listeria monocytogenes y Salmonella Typhimurium. 
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4 Objetivo. 

 

Objetivo general:  

 

Determinar la actividad antimicrobiana de las posibles bacteriocinas producidas por las 

cepas de Streptococcus spp. aisladas del pozol. 

 

 Objetivos particulares: 

 

 Observar mediante el método de difusión en agar, qué cepas de 

Streptococcus tienen actividad antimicrobiana contra L. monocytogenes y S. 

Typhimurium. 

 Estudiar la actividad antimicrobiana de los sobrenadantes de las bacterias 

ácido lácticas del género Streptococcus, posibles productoras de 

bacteriocinas, después de concentrar, ajustar pH y someter a un tratamiento 

térmico. 

 Estudiar la interacción entre las bacterias ácido lácticas del género 

Streptococcus aisladas del pozol, productoras de sustancias similares a 

bacteriocinas y algunas bacterias patógenas de importancia en alimentos 

mediante una prueba de reto. 
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5 Metodología. 

 

5.1 Microorganismos.  

 

5.1.1 Bacterias ácido lácticas 

 

Las cepas de BAL  utilizadas para la realización del trabajo experimental pertenecen a 

la colección de bacterias aisladas del pozol. Se usaron 37 cepas aisladas en un estudio 

previo, Díaz-Ruiz et al (2003), y caracterizadas previamente como Streptococcus spp., 

y conservadas en glicerol a -70 ºC (Tabla 5.1). 

Las 37 cepas, la mayoría se encontraron relacionadas con las especies S. bovis y S. 

infantarius, con excepción de la cepa A45201, que se identificó como Streptococcus 

macedonicus, la cepa A45212, que se caracterizó como Lactococcus lactis, y la cepa 

A36202, que se caracterizó como Enterococcus sulfureus.  

Además de las 37 cepas, se utilizó la cepa 1, Streptococcus sp. aislada del pozol en 

otro estudio (Tavera, 2010) y productora de posibles bacteriocinas, como control 

positivo para las pruebas de difusión en agar. 
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Tabla 5.1. Cepas a utilizar, aisladas del pozol por Díaz-Ruiz et al (2003) 

 

 

5.1.2 Bacterias patógenas,  Listeria monocytogenes y Salmonella Typhimurium 

(Microorganismos sensibles).  

 

En un estudio previo (Tavera, 2010) se observó que algunas bacterias aisladas del 

pozol producían sustancias similares a bacteriocinas que inhibían a Listeria 

monocytogenes y a Salmonella Typhimurium, por lo que se decidió tomar esas dos 

bacterias para este estudio, y poder observar si las cepas de Streptococcus sp. son 

capaces de producir alguna posible bacteriocina que inhiba a dichas bacterias.  
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5.2 Reactivación y conservación. 

 

5.2.1 Reactivación y conservación de BAL 

 

Para la reactivación de las cepas, se tomaron 50 µL del inóculo conservado en 

congelación, y se colocaron en 5 mL de caldo APT. El medio inoculado se incubó a una 

temperatura de 30 ºC durante 24 horas. Posteriormente se realizó una conservación a 

mediano plazo en medio APT (BD, DifcoTM) sólido, tomando una asada del inóculo 

activo y sembrando con la técnica de cuadrante radial o estriado por agotamiento, esto 

para obtener colonias puras y aisladas, dicho medio se incubó a 30 ºC durante 24 

horas (Figura 12). Para comprobar la pureza de las colonias aisladas se utilizó la 

tinción de Gram. 

 

Para la conservación a largo plazo se tomó con un asa una colonia crecida en el medio 

APT sólido y se inoculó en 5 mL caldo MRS (Man, Rogosa y Sharpe, BD, DifcoTM), 

dicho medio se incubó a 30 ºC durante 24 horas. Una vez transcurrido ese tiempo, se 

procedió a separar en tubos Eppendorf, el inóculo activo para así centrifugarlo y 

obtener un pellet de las células, el cual se separó del sobrenadante y se lavó con 

solución salina al 0.8%. Una vez lavado el pellet, se centrifugó nuevamente, y se 

separó del sobrenadante. El pellet se resuspendió en 1.5 mL de caldo MRS-glicerol 

(20%) en criotubos, esta mezcla se conservó en congelación a -70 ºC (Figura 13). 
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Figura 12. Reactivación de BAL y conservación a mediano plazo. 

 

Agar APT 
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Figura 13. Conservación a largo plazo de BAL. 
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5.2.2 Reactivación y conservación de bacterias patógenas. 

 

Para la reactivación de las bacterias patógenas se tomaron 50 µL del inóculo 

conservado en congelación, y se depositaron en 5 mL de caldo BHI (Infusión cerebro 

corazón, DB, DifcoTM), se incubó a 37 ºC durante 24 horas. Para conservar a mediano 

plazo se tomó una asada del inóculo activo y se sembró en medio BHI sólido con el 

método de estriado por agotamiento y se incubó durante 24 horas a 37 ºC (Figura 14). 

Una vez obtenidas las colonias aisladas, se verificó la pureza de ellas utilizando la 

tinción de Gram. 

 

Para conservar a largo plazo se tomó una asada de una colonia del medio BHI sólido y 

se colocó en 5 mL de caldo BHI, este se incubó a 37 ºC durante 24 horas, y se siguió la 

metodología descrita en la sección 5.2.1, utilizando medio BHI-glicerol (20%) en lugar 

de MRS-glicerol (20%) (Figura 15). 

 



Estudio del efecto antimicrobiano de bacterias del género Streptococcus aisladas del pozol 

37 
 

 

Figura 14. Reactivación y conservación a mediano plazo de cepas patógenas. 
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Figura 15. Conservación a largo plazo de cepas patógenas.      

BHI-glicerol (20%) 
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5.3 Prueba de difusión en agar. 

 

5.3.1 Preparación de medio Infusión cerebro-corazón tamponado (BHI-T), placas. 

 

Para preparar el medio BHI-T se disolvieron los componentes descritos en la tabla 5.2 

en 1L de agua destilada. El medio se esterilizó a 121 ºC durante 15 minutos, y 

posteriormente se colocaron aproximadamente 15 mL del medio en placas. 

Incubándolas a 30 ºC durante 24 horas para comprobar la esterilidad del medio.  

 

Tabla 5.2 Componentes del medio BHI-T sólido en placa. 

Componente g/L 

Fosfato de sodio monobásico 4.3 

Fosfato de sodio dibásico 10 

Agar bacteriológico 17 

BHI (DB, DifcoTM) 37 

pH: 7  

 

5.3.2 Preparación de medio BHI-T para sobrecapa. 

 

El medio para la sobrecapa se preparó disolviendo los componentes mencionados en 

la tabla 5.3 en 1L de agua destilada. Una vez disueltos completamente en el agua, se 

colocaron 9 mL en tubos de ensaye con tapón de rosca y se esterilizaron a 121 ºC 

durante 15 minutos. Posteriormente se incubaron durante 24 horas a 30 ºC para 

comprobar su esterilidad. 
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Tabla 5.3. Componentes del medio BHI-T para sobrecapa. 

Componente g/L 

Fosfato de sodio monobásico 4 

Fosfato de sodio dibásico 10 

Agar bacteriológico 8 

BHI (DB, DifcoTM) 15 

pH: 7  

 

 

5.3.3 Preparación de placas para realizar la prueba de difusión en agar. 

 

Para montar las placas de BHI-T, sobre las placas de medio sólido (BHI-T) se 

colocaron, en condiciones asépticas, los cilindros de vidrio esteriles para formar los 

pozos. Una vez colocados, se vertió el medio de sobrecapa (BHI-T), previamente 

fundido aproximadamente a 90 ºC y atemperado aproximadamente a 37 ºC. La bacteria 

patógena se inoculó en la sobrecapa colocando 40 µL del inóculo activo, el cual se 

reactivó siguiendo la metodología descrita en la sección  5.2.2.  

Al enfriar la sobrecapa y estar sólida, se retiraron los cilindros de vidrio, quedando 

formados unos pozos para depositar en ellos los sobrenadantes de las bacterias ácido 

lácticas.  

 

 



Estudio del efecto antimicrobiano de bacterias del género Streptococcus aisladas del pozol 

41 
 

5.3.4 Obtención de los sobrenadantes de las BAL. 

 

Para obtener los sobrenadantes de las BAL, se activaron las cepas tomando 50 µL del 

inóculo conservado en congelación y depositándolos en 5 mL de caldo MRS, 

incubándolo a 30 ºC durante 24 horas.  

El inóculo activo se colocó en tubos Eppendorf, 1.5 mL por tubo, y se centrifugó 

durante 10 minutos a 8000 RPM (Centrífuga Eppendorf 5417R). Esto para separar las 

células del sobrenadante, el cual contiene las bacteriocinas y demás compuestos 

producidos por las BAL. Una vez centrifugado, se separó el sobrenadante, colocándolo 

en viales con tubo de rosca, para conservarlos en refrigeración a 4 ºC. 

 

5.3.5 Determinación de actividad antimicrobiana.  

 

En cada placa se colocaron 5 cilindros de vidrio y se vertió la sobrecapa previamente 

inoculada (sección 5.3.3). Una vez solidificada la sobrecapa, se retiraron los cilindros y 

se depositaron 80 µL del sobrenadante de la cepa BAL a ensayar. De los cinco pozos, 

tres se utilizaron para colocar el sobrenadante de la cepa a ensayar, uno para el 

sobrenadante del control positivo (cepa 1) y uno para un control negativo (caldo MRS 

estéril) (Figura 16). Las placas se incubaron a 37 ºC durante 24 horas, después del 

crecimiento de la bacteria patógena, para una prueba positiva, se observó la formación 

de un halo (Figura 17), al cual se le midió el radio de inhibición de cada pozo y se 

reportó en cm. 
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Figura 16. Colocación de cilindros para formar los pozos en la placa BHI-T. 

Figura 17. Halo de inhibición de la cepa control (1). 



Estudio del efecto antimicrobiano de bacterias del género Streptococcus aisladas del pozol 

43 
 

5.4 Efecto de neutralizar y tratar térmicamente los sobrenadantes sobre la 

actividad antimicrobiana. 

 

5.4.1 Preparación de los sobrenadantes neutralizados y con tratamiento térmico. 

(SNTT) 

 

Para la preparación de los sobrenadantes se activaron las cepas, que presentaron 

halos de inhibición en la prueba descrita en la sección 5.3.4, mediante la técnica 

descrita en la sección 5.2.1. 

 

Los sobrenadantes se extrajeron de la misma forma que se describe en la sección 

5.3.3.4.  Una vez obtenidos los sobrenadantes, se les realizó un ajuste de pH 

(Potenciómetro 3020 pH Meter, Jenway), utilizando NaOH (1 M) hasta llegar a un pH 

de 7.0-8.0 con el fin de eliminar el efecto inhibitorio de los ácidos orgánicos producidos 

por las BAL durante su crecimiento como parte de su metabolismo.  

 

Una vez ajustado el pH de los sobrenadantes, se les dio un tratamiento térmico a 100 

ºC durante 10 minutos, realizado en un autoclave. Esto para comprobar la 

termoestabilidad de las posibles bacteriocinas producidas por las BAL [21]. En la figura 

18 se muestra esquemáticamente la metodología. 
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Figura 18. Preparación de sobrenadantes, neutralización y tratamiento térmico.
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5.4.2 Determinación de la actividad antimicrobiana del SNTT. 

 

Se prepararon placas y sobrecapas de BHI-T como se describió en la sección 5.3.1 y 

5.3.2, se montaron las placas para realizar la prueba de difusión en agar tal como se 

dijo en la sección 5.3.3.4. Se depositaron 80 µL de los SNTT en cada pozo. Las placas 

se inocularon durante 24 horas a 37 ºC. Se consideró a la cepa 1 como control positivo, 

sin realizarle ninguno de los tratamientos.  

 

Después de observar el crecimiento de la bacteria patógena se procedió a medir el 

radio de los halos de inhibición de los SNTT, en caso de haberlos.  

 

5.5 Efecto de la concentración de los sobrenadantes neutralizados y tratados 

térmicamente (SNTTC) sobre su actividad antimicrobiana. 

 

5.5.1 Preparación de los sobrenadantes. 

 

Las cepas que presentaron halos de inhibición después de realizar las pruebas de 

difusión en agar con los SNTT se reactivaron, depositando 50 µL del inóculo congelado 

en 5 mL de caldo MRS. Se incubaron durante 24 horas a 30 ºC. Tras el tiempo de 

incubación cada BAL se reinoculó en matraces Erlenmeyer con 100 mL de caldo MRS 

estéril (50 µL de inóculo/20 mL de medio). Posteriormente se incubaron a 30 ºC 

durante 24 horas. 
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El inóculo activo se colocó en tubos para centrifuga con el fin de separar las células por 

gravedad, a 8000 RPM durante 10 minutos a 4 ºC, en una centrifuga Beckman modelo 

J2-21M/E.  

 

Posteriormente, el sobrenadante de cada BAL se ajustó a un pH de 7.0-8.0 

adicionando entre 9 mL y 10 mL de NaOH (1 M). Una vez ajustado el pH, se realizó un 

tratamiento térmico en un autoclave durante 10 minutos a 100 ºC. Las razones de estos 

tratamientos se describieron previamente en la sección 5.4.1. 

 

5.5.2 Concentración de los SNTT con rotavapor y bomba de vacío. 

 

Los sobrenadantes neutralizados y tratados térmicamente fueron sometidos a una 

concentración, en la cual se eliminó el 50% del agua utilizando un rotavapor marca 

Büchi, modelo R-215, una bomba de vacío marca Büchi, modelo V710, y un baño de 

agua marca Büchi, modelo B-491.  

Los SNTT se transfirieron a un matraz bola de 500 mL estéril, y se colocó en el 

rotavapor para extraer aproximadamente el 50% del agua a 65 RPM, 60 ºC y 72 mbar 

de presión. Posterior a su concentración, cada SNTTC se conservó en congelación a -4 

ºC.  
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5.5.3 Determinación de la actividad antimicrobiana de los SNTTC. 

 

Se prepararon placas y sobrecapas de BHI-T como se describió en la sección 5.3.1 y 

5.3.2, se montaron las placas para realizar la prueba de difusión en agar tal como se 

dijo en la sección 5.3.3.4. Se depositaron 80 µL de los SNTTC en cada pozo. Las 

placas se incubaron durante 24 horas a 37 ºC. 

 

Después de observar el crecimiento de la bacteria patógena se procedió a medir el 

radio de los halos de inhibición de los SNTTC, en caso de haberlos.  

 

5.6 Prueba de reto entre Streptococcus sp. y Listeria monocytogenes. 

 

Con el fin de estudiar el efecto que los cultivos de las BAL aisladas del pozol 

identificadas como Streptococcus sp. tienen sobre la viabilidad de L. monocytogenes, 

bacteria patógena presente durante la preparación del pozol, se realizaron pruebas de 

reto en caldo MRS, basándonos en la metodología descrita por Rodríguez (2011). 

 

5.6.1 Preparación de las BAL y de la bacteria patógena. 

 

Las BAL que presentaron mayor actividad antimicrobiana después de someter sus 

sobrenadantes a concentración, tratamiento térmico y neutralización fueron reactivadas 

tomando 50 µL del inóculo conservado en congelación y se depositaron en 5 mL de 

caldo MRS estéril. Se incubaron durante 24 horas a 30 ºC. 
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La bacteria patógena L. monocytogenes se reactivó tomando 50 µL del inóculo 

conservado en congelación y se depositaron en 5 mL de caldo BHI estéril. Se 

incubaron a 37 ºC durante 24 horas.  

 

5.6.2 Preparación de medio Oxford para Listeria monocytogenes. 

 

Se preparó el medio Oxford (Acumedia®), selectivo para el aislamiento de Listeria 

monocytogenes, siguiendo la siguiente metodología: Se suspendieron 28.75 gramos 

del medio en medio litro de agua destilada, calentando a ebullición durante un minuto. 

Posteriormente se esterilizó el medio a 121 ºC durante 10 minutos.  

 

Para preparar el antibiótico (Listeria Supplement, LL70-05, Dalynn Biologicals), se 

añadió asépticamente al vial 2.5 mL de etanol y se agitó vigorosamente y se añadió 

posteriormente 2.5 mL de agua destilada estéril para disolver completamente el 

contendio del vial.  

Tabla 5.4. Ingredientes activos por cada 5 mL de antibiótico. 

Ingrediente mg 

Cicloheximida 200 

Colistina 10 

Acriflavina 2.5 

Cefotetan 1 

Fosfomicina 5 
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El antibiótico reconstituido se añadió a los 500 mL del medio Oxford estéril temperado 

aproximadamente a 45 ºC, para posteriormente verter en cajas petri.  

 

5.6.3 Montaje de la prueba de reto. 

 

Para la prueba de reto se hizo crecer a L. monocytogenes junto con las BAL en 

matraces de 100 mL con caldo MRS. Se utilizaron cuatro matraces para cada prueba, 

uno para tener un control positivo de la BAL (exclusivamente la BAL, para observar su 

crecimiento), otro para tener un control positivo de L. monocytogenes (exclusivamente 

la bacteria patógena para observar su crecimiento en el caldo MRS), otro para tener un 

control negativo (sin inocular ninguna de las dos bacterias, para asegurar que no hay 

presencia de otros microorganismos que alteren los resultados de la prueba) y otro en 

el cual se tendría la BAL y la bacteria patógena (mezcla).  

 

Para la preparación de cada matraz se siguieron los siguientes pasos:  

 Al cultivo de BAL reactivado en la sección 5.5.1 se diluyó 1/1000 en solución 

salina al 0.85%. Se inoculó el matraz con 100 mL de caldo MRS con una 

relación de 50 µL de inóculo diluido por cada 20 mL de caldo, tanto para el 

control positivo de BAL como para la mezcla.  

 Al cultivo de L. monocytogenes reactivado en la sección 5.5.1 se le realizó una 

dilución (1/10) en solución salina al 0.85%. Del cultivo diluido se inoculó el 

matraz con 100 mL de caldo MRS con una relación de 0.1 mL de inóculo por 

cada 20 mL de caldo, tanto para el control positivo de L. monocytogenes como 
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para la mezcla. 

 El matraz control negativo, no se inoculó con ninguna de las dos bacterias. 

 

Para cada una de las pruebas se monitoreó el crecimiento de ambas bacterias, 

manteniendo el cultivo a 30 ºC. Se tomaron muestras a las 0, 12, 24 y 48 horas. La 

concentración de cada bacteria se determinó mediante el método de cuenta en placa, 

se utilizó el medio MRS sólido para el conteo de las BAL y el medio Oxford para el 

conteo de Listeria monocytogenes. Se realizaron las diluciones necesarias en viales 

con 4.5 mL de solución salina al 0.85%.  

 

Para los resultados de la cuenta en placa se consideraron, para las BAL, las colonias 

redondas, color marfil y con bordes lisos (Figura 19). Para L. monocytogenes se 

consideraron las colonias oscuras o café, redondas y con un precipitado negro (Figura 

20), considerando las placas que estuvieran en un rango de 25 a 250 colonias.  

 

Se trazaron curvas de crecimiento de cada microorganismo, para observar el efecto de 

las BAL sobre la viabilidad de L. monocytogenes. En la figura 21 se muestra 

esquemáticamente la metodología empleada.  
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Figura 19, Colonias características de las BAL en agar MRS. 

 

 

 



Estudio del efecto antimicrobiano de bacterias del género Streptococcus aisladas del pozol 

52 
 

 
 

Figura 20, Colonias características de Listeria monocytogenes en agar Oxford. 
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Figura 21. Metodología de prueba de reto.

 
 

 

50 µL 

BAL, -70ºC 
5 mL 
MRS 

30 ºC 

24 horas  
 

 
 

 
 

 
 

0.5 mL 0.5 mL 0.5 mL 

4.5 mL 
S.S 0.8% 

4.5 mL 
S.S 0.8% 

4.5 mL 
S.S 0.8% 

 
 

 

50 µL 

Microorganismo 
 indicador 

-70ºC 
5 mL 
MRS 

37ºC 

24 horas  
 

 

 

0.5 mL 

4.5 mL 
S.S 0.8% 

 

 

 

 

 

 

 

 

100 mL MRS 

Control negativo 

100 mL MRS 

Listeria (+) 

100 mL MRS 

Mix 

100 mL MRS 

BAL (+) 

0.5 mL/20 mL de medio 0.1mL/20 mL de medio 

      
Oxford Oxford Oxford MRS MRS MRS 

Incubar a 30 ºC, 
Muestrear a tiempo 0, 12, 24 y 48 

Inocular 100 µL por 
placa

Incubar a 30 ºC (MRS) y a 37ºC (Oxford) 

Durante 24 horas 



Estudio del efecto antimicrobiano de bacterias del género Streptococcus aisladas del pozol 

54 
 

6 Resultados. 

 

6.1 Resultados prueba de difusión en agar. 

 

Los resultados de la prueba de difusión para las 37 cepas de Streptococcus sp. se 

muestran en la tabla 6.1 y en las figuras 22 y 23. Se observaron halos de inhibición 

translúcidos, lo cual indicó que la actividad antimicrobiana de las BAL que los 

presentaron es bactericida, ya que un halo opaco indicaría actividad bacteriostática 

[25].  La inhibición solo se observó frente a Listeria monocytogenes. En las pruebas 

frente a Salmonella Typhimurium no se observa inhibición. De los sobrenadantes de las 

37 cepas, 19 (51.35%) de ellos presentaron inhibición frente a Listeria monocytogenes. 

De esas 19 cepas, dos presentaron halos opacos. El halo de mayor radio fue de 1.55 

cm, perteneciente al control y a la cepa A45208, y el halo más pequeño, de 0.55 cm, 

perteneciente a las cepas 25233 y 15133.  

 

Del total de cepas que presentaron inhibición, el 42.10% presentaron halos de entre 

0.50 cm y 1.00 cm. El resto presentaron halos mayores a 1.00 cm. En comparación con 

trabajos previos (Tavera, 2010), se observa que las cepas del género Streptococcus 

presentan una mayor inhibición de la cepa indicadora (Listeria monocytogenes).  

 

Las posibles bacteriocinas de las cepas aisladas del pozol no presentan inhibición 

frente a Salmonella Tiphymurium debido a que es una bacteria Gram negativa, y la 

gran mayoría de las bacteriocinas solo presentan actividad frente a bacterias similares 
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a las que las producen [19, 22]. La actividad antimicrobiana de las posibles 

bacteriocinas dependerá de qué clase de bacteriocina se trate, ya que de acuerdo a las 

clasificaciones hay bacteriocinas que requieren de alguna otra sustancia para aumentar 

su actividad, así como hay otras que solo tienen actividad frente a bacterias de la 

misma especie o género [19, 22]. 

 

6.2 Resultados prueba de difusión en agar con SNTT. 

 

De los sobrenadantes de las 19 cepas que presentaron inhibición frente a Listeria 

monocytogenes en la prueba con el sobrenadante crudo (sin tratamientos) solo 17 

(89.47%), después de ser neutralizados y sometidos a un tratamiento térmico, 

presentaron halo de inhibición translucido. Esto indica que los compuestos liberados 

por las BAL al medio, posibles bacteriocinas, son termoestables y además, la inhibición 

del crecimiento de L. monocytogenes no se debe a los ácidos orgánicos ni a la acidez 

del medio [44].  

 

De los sobrenadantes que presentaron inhibición en esta prueba, el halo de mayor 

tamaño (1.40 cm) pertenece a las cepas A45208 y A45212, siendo el de menor tamaño 

(0.60 cm) el de las cepas A57206 y 25124. El 35.29% de las cepas presenta un halo 

menor a 1.00 cm y el resto tienen halos mayores a 1.00 cm.  
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6.3 Resultados prueba de difusión en agar con SNTTC. 

 
 
Los resultados utilizando los SNTTC para la prueba de difusión en agar se muestran en 

la tabla 6.3 y en las figuras 24.1 y 24.2. De los 17 SNTTC que fueron probados, 12 

(70.5%) de ellos mostraron actividad antimicrobiana bactericida. Algunas de las cepas 

presentaron un aumento en los halos de inhibición, esto debido al efecto de la 

concentración. En trabajos previos se ha observado que cepas del género Lactococcus 

lactis producen bacteriocinas capaces de inhibir el crecimiento de Listeria 

monocytogenes al igual que algunas cepas de Streptococcus sp, utilizando sus 

compuestos antimicrobianos en una película comestible a base de caseinato  [40,41, 

42].  

 

Para esta prueba el halo de mayor tamaño (1.45 cm) pertenece a las cepas A45208 y 

A37103, siendo el halo de menor tamaño (0.85 cm) perteneciente a la cepa 15124. El 

25% de las cepas presentan halos menores a 1.00 cm.  
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Figura 22. Actividad antimicrobiana de cepas de Streptococcus frente a L. 
monocytogenes  (prueba de difusión en agar).  A: cepa 15133 (1), cepa 15220 (2), 
cepa 15124 (3). B: cepa 25124 (4), cepa A56203 (5), cepa A57206 (6). C: cepa A37202 
(7), cepa A56101 (8), cepa A56208 (9). D: cepa A45226 (10). 
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Figura 23, Actividad antimicrobiana de cepas de Streptococcus frente a L. 
monocytogenes  (prueba de difusión en agar). A: cepa A46116 (A), cepa 25245 (B), 
cepa 25113 (C). B: cepa 25139 (D), cepa 25137 (E), cepa A45208 (F). C: cepa A37103 
(G), cepa A36111 (H), cepa A56201 (I). D: cepa 15319 (J).   
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Tabla 6.1. Resultados del efecto antimicrobiano sobre Listeria monocytogenes 

por las BAL del género Streptococcus. Método de difusión en agar. La prueba se 

realizó por duplicado. 

Cepa Halo (radio en cm) Halo (radio en cm) Observaciones 

Control (1) 1.55 1.55 Halo transparente 

15133 0.60 0.55 Halo transparente 

15220 - - - 

15124 0.75 0.70 Halo transparente 

25124 0.80 0.80 Halo transparente 

A56203 1.25 1.05 Halo transparente 

A57206 0.80 0.80 Halo transparente 

A37202 - - - 

A56101 - - - 

A56208 1.30 1.30 Halo transparente 

A45226 1.15 1.10 Halo transparente 

A46111 - - - 

25245 - - - 

25113 - - - 

25139 - - - 

25137 - - - 

A45208 1.55 1.55 Halo transparente 

A37103 1.25 1.25 Halo transparente 

A36111 1.35 1.35 Halo transparente 

A56201 1.15 1.20 Halo transparente 

15319 1.30 1.25 Halo transparente 

15430 - - - 

25421 - - - 
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15125 - - - 

A57103 1.00 0.90 Halo transparente 

A12203 0.80 0.80 Halo transparente 

A46112 - - - 

A46113 - - - 

A47212 - - - 

A56202 - - - 

A45201 - - - 

25318 - - - 

25109 0.60 0.60 Halo opaco 

25148 0.60 0.75 Halo opaco  

25233 0.55 0.60 Halo transparente 

15414 - - - 

A45212 1.35 1.35 Halo transparente 

A36202 1.00 1.00 Halo transparente 
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Tabla 6.2. Resultados del efecto antimicrobiano sobre Listeria monocytogenes 

por las BAL del género Streptococcus. Método de difusión en agar, utilizando 

SNTT.  La prueba se realizó por duplicado.  

Cepa pH 

(sobrenadante 

Halo (radio en 

cm) 

Halo (radio en 

cm) 

Observaciones 

Control (1) - 1.40 1.45 Halo transparente 

1 7.04 1.30 1.30 Halo transparente 

15133 7.03 1.00 1.00 Halo transparente 

15124 7.33 0.75 0.75 Halo transparente 

25124 7.34 0.60 0.65 Halo transparente 

A56203 7.29 1.10 1.10 Halo transparente 

A57206 7.65 0.60 0.60 Halo transparente 

A56208 7.05 1.00 1.00 Halo transparente 

A45226 7.09 1.00 0.95 Halo transparente 

A45208 7.90 1.40 1.40 Halo transparente 

A37103 8.20 1.30 1.35 Halo transparente 

A36111 6.92 1.20 1.25 Halo transparente 

A56201 7.14 1.10 1.10 Halo transparente 

15319 7.28 1.25 1.25 Halo transparente 

A57103 7.80 0.95 0.95 Halo transparente 

A12203 7.15 - - - 

25109 6.97 0.65 0.70 Halo  opaco 

25148 7.38 - - - 

25233 6.90 0.80 0.75 Halo opaco 

A45212 7.75 1.40 1.35 Halo transparente 

A36202 6.91 1.00 0.95 Halo transparente 
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Tabla 6.3. Resultados del efecto antimicrobiano sobre Listeria monocytogenes 

por las BAL del género Streptococcus. Método de difusión en agar, utilizando 

SNTTC.  La prueba se realizó por duplicado. 

Cepa pH 

(sobrenadante) 

Halo (radio en 

cm) 

Halo (radio en 

cm) 

Concentración 

del 

sobrenadante 

Observaciones 

Control (1) No se realizo 1.55 1.55 - Halo transparente 

15133 7.09 1.00 1.00 40% Halo transparente 

15124 7.21 0.85 0.85 40% Halo transparente 

25124 7.02 - - 40% - 

A56203 7.00 0.90 0.90 40% Halo transparente 

A57206 7.00 - - 50% - 

A56208 7.03 1.05 1.10 60% Halo transparente 

A45226 7.00 0.90 0.95 60% Halo transparente 

A45208 7.05 1.45 1.50 60% Halo transparente 

A37103 7.03 1.45 1.40 50% Halo transparente 

A57103 7.00 - - 50% - 

A36111 7.00 1.25 1.25 60% Halo transparente 

A56201 7.02 1.00 1.00 60% Halo transparente 

15319 7.05 1.00 1.00 70% Halo transparente 

25109 7.00 - - 50% - 

25233 7.00 - - 60% - 

A45212 7.00 1.30 1.30 60% Halo transparente 

A36202 7.00 1.00 1.00 60% Halo transparente 

-- : no hubo resultado. 
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Figura 24.1. Resultado de la prueba de difusión en agar utilizando SNTTC frente a 
Listeria monocytogenes. Arriba-Izq: cepa 1, cepa 15133, cepa 15124. Arriba-Der: 
cepa 25124, cepa A56203. Abajo-Izq: cepa A56208, cepa A57206. Abajo-Der: cepa 
A45226, cepa A45208. 
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Figura 24.2.  Resultado prueba de difusión en agar utilizando SNTTC frente a 
Listeria monocytogenes. Arriba-Izq: cepa A37103, cepa A57103. Arriba-Der: 
A36111, cepa A56201, cepa 15319. Abajo-Izq: cepa 25109, cepa 25233, cepa 
A45212. Abajo-Der: A36202. 
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6.4 Resultados prueba de reto.  

 

Para la prueba de reto se seleccionaron las 5 cepas con mayor actividad 

antimicrobiana después de tratar térmicamente, neutralizar y concentrar los 

sobrenadantes. Las cepas utilizadas fueron: A45208, A37103, A45212, A36202 y 

A36111 (ver tabla 6.3). La metodología descrita en la sección 5.5.2 se modificó para la 

cepa A36202, debido a que su crecimiento fue menor, diluyendo solo 1/10 del inoculo 

activo en solución salina. A partir de ahí, la metodología se siguió como esta descrita.  
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Figura 25. Crecimiento de la cepa A45208 y de Listeria monocytogenes respecto 
al tiempo. 

 

El crecimiento de la cepa A45208 alcanzó cuentas más altas al tiempo 24 (Figura 25), 

siendo este el tiempo en que la bacteria alcanza la fase estacionaria. En la Figura 25 se 

puede observar el crecimiento de las cepas de BAL y la bacteria indicadora, cada una 

por separado y en el mix (mezcla). Se puede ver que ambas bacterias al estar 

creciendo conjuntamente modifican sus patrones de crecimiento, en el caso de la BAL, 

que alcanzó cuentas más altas al tiempo 12, esto se puede deber a una competitividad 

por el medio y por tanto la producción de sustancias antimicrobianas, posibles 

bacteriocinas, aumenta, dando paso a la inhibición casi total de la bacteria indicadora al 

cabo de 12 horas de incubación.  
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Figura 26. Crecimiento de la cepa A37103 y Listeria monocytogenes respecto al 
tiempo. 

 

En la Figura 26 se observa el crecimiento de la cepa A37103 y del microorganismo 

indicador. La cepa A37103 presenta patrones de crecimiento similares, en el mix 

(mezcla) y en el control, alcanzando cuentas mas altas al tiempo 24 y 48 para el mix 

(mezcla) y el control, respectivamente. Listeria monocitogenes en el control presenta 

crecimiento abundante aun al tiempo 48, pero en la mezcla, al estar en presencia de la 

BAL, se ve inhibida a las 12 horas de iniciado el experimento.  
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Figura 27. Crecimiento de la cepa A36202 y Listeria monocytogenes respecto al 
tiempo. 

 

El crecimiento de la cepa A36202 (Figura 27) alcanzó cuentas más altas a las 12 horas 

de iniciado el tiempo de incubación, tanto en la mezcla como en el control. En el control 

de la BAL se observa la disminución de menos de una unidad logarítmica en el 

crecimiento al tiempo 48, al contrario del crecimiento en el mix (mezcla) que decrece 

aproximadamente una y media unidades logarítmicas en el tiempo 24. 

El crecimiento de Listeria monocytogenes va en aumento desde el tiempo 0 hasta las 

48 horas de comenzado el experimento. A diferencia del control de Listeria 

monocytogenes, en la mezcla, se observa una inhibición del crecimiento a tiempo 12. 

 

0.00

1.00

2.00

3.00

4.00

5.00

6.00

7.00

8.00

9.00

10.00

0 12 24 48

L
o

g
 (

U
F

C
/

m
L

)

Tiempo (h)

A36202 (+)

A36202 (Mix C)

Listeria (Mix C)

Listeria +



Estudio del efecto antimicrobiano de bacterias del género Streptococcus aisladas del pozol 

69 
 

 

 

 

 
 
 
Figura 28. Crecimiento de la cepa A45212 y Listeria monocytogenes respecto al 
tiempo.  

 
Para la cepa A45512 observamos la misma tendencia de crecimiento en el control y en 

el mix (mezcla) (Figura 28). Para el microorganismo indicador se ve un crecimiento 

continuo en el control, y en el mix se observa que el crecimiento disminuye una unidad 

logarítmica para el tiempo 24, y para el tiempo 48 se ve una inhibición total de la 

bacteria.  

A diferencia de las demás cepas que inhibieron al microorganismo indicador en un 

tiempo de 12 horas, la cepa A45212, caracterizada previamente como un Lactococcus 

lactis, y el halo de inhibición en las pruebas de difusión en agar fue menor que las 

demás cepas probadas en la prueba de reto. 
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Figura 29. Crecimiento de la cepa A36111 y Listeria monocytogenes respecto al 
tiempo. 

 
 
La cepa A36111 presentó el mismo crecimiento, tanto en la mezcla como en el control, 

teniendo las cuentas más altas al tiempo 24, y comenzando a disminuir a partir de ese 

momento (Figura 29). El crecimiento de Listeria monocytogenes se ve inhibido en la 

mezcla hasta transcurridas 48 horas de iniciado el experimento. Su comportamiento 

coincide con el observado en la cepa A45212. 
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En las figuras 25, 26 y 27 se puede observar que el crecimiento de L. monocytogenes 

se vio inhibido en su totalidad a partir de las 12 horas de empezado el experimento. 

Esto, sumado a que sabemos que L. monocytogenes puede sobrevivir en condiciones 

acidas (pH de 4.5 aproximadamente) [26], nos indica que las cepas A45208, A37103 y 

A36202 producen compuestos antimicrobianos, posibles bacteriocinas. Los resultados 

indican que las cepas descritas fueron más eficientes que las otras cepas para inhibir el 

crecimiento de L. monocytogenes. 

 

 En las gráficas (figuras 28 y 29) se observa que el crecimiento de Listeria 

monocytogenes no se inhibe por completo sino hasta después de las 24 horas de 

iniciado el experimento, lo cual indicaría una producción menor o un tipo diferente de 

posibles bacteriocinas de parte de las cepas A45212 y A3611, las cuales no inhiben 

efectivamente el crecimiento de L. monocytogenes. 

 

Estos resultados se compararon con lo observado en las pruebas de difusión en agar, 

donde se puede observar que los sobrenadantes de las cepas A45208 y A37103 

forman un halo de inhibición mayor, lo cual se podría relacionar con el tiempo que 

tardaron en inhibir por completo a L. monocytogenes. A diferencia de esas cepas, los 

sobrenadantes de las cepas A45212 y A36111 formaron halos más pequeños y el 

tiempo en que inhibieron por completo a L. monocytogenes fue mayor.  
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La cepa A36202 a pesar de presentar un halo de inhibición menor, logró inhibir a L. 

monocytogenes en un corto tiempo, la razón podría ser que esta cepa es un 

Enterococcus sulfureus y que las posibles bacteriocinas generadas estén más activas, 

suponiendo esto debido a que en estudios previos se presentaron cepas de 

Enterococcus que producen bacteriocinas capaces de inhibir a S. bovis [50].  Los 

tiempos a los que las cepas de BAL inhiben al microorganismo indicador, son alrededor 

de las 12 horas, para las bacterias lácticas que producen una mayor cantidad de 

compuestos antimicrobianos, lo cual al compararlo con las pruebas realizadas por 

Sánchez Valenzuela et al. (2008) se observa que los tiempos de inhibición de los 

microorganismos indicadores también son aproximadamente de 12 a 24 horas. 
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7 Conclusiones. 

 
 

La mitad de las bacterias ácido lácticas de la colección evaluada y aisladas del pozol 

producen compuestos antimicrobianos, posibles bacteriocinas, los cuales inhiben el 

crecimiento de Listeria monocytogenes pero no inhiben a Salmonella Typhimurium. 

 

La mayoría de las posibles bacteriocinas liberadas por las cepas de Streptococcus sp. 

son resistentes al calor y presentan actividad a pH entre 7.00 y 8.00. 

 

La producción de bacteriocinas se da debido a la competencia por el medio, esto se 

observa en las cepas A45208, A37103 y A36202, ya que al estar en crecimiento junto 

con el organismo indicador, su crecimiento es mayor y logran inhibirlo en pocas horas.  
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8 Perspectivas. 

 

 

Para conocer la naturaleza de las posibles bacteriocinas, y determinar si son o no 

bacteriocinas, se tendrán que realizar pruebas en las cuales se traten los 

sobrenadantes con una enzima (proteasa). 

 

Las posibles bacteriocinas podrían aislarse, purificarse y estudiarse fuera de una matriz 

tan compleja como lo es un medio de cultivo o un alimento.  

 

Las bacteriocinas  aisladas, después de los debidos estudios toxicológicos, podrían 

utilizarse en la industria de los alimentos para mejorar la inocuidad y la calidad de los 

alimentos, desde productos lácteos hasta productos cárnicos. 
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