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Resumen  
El presente trabajo examina el uso de los subproductos agroindustriales como parte de la 

formulación de medios de cultivo económicos para la producción de bacteriocinas, se 

proponen dos medios de cultivo alternativos (M1 y M2), conteniendo suero, melaza y 

aguamiel, con diferente relación carbono/nitrógeno, sembrando en ellos a las bacterias 

Enterococcus faecium  y Streptococcus infantarius. El ajuste de la relación carbono nitrógeno 

fue realizado por los métodos espectrofotométricos de cuantificación de proteínas por 

método de Kjeldahl y azúcares totales por método de fenol-sulfúrico (Dubois et al., 1956); el 

proceso de fermentación se llevó a cabo en los medios alternativos, así como en medio MRS 

como control, con un pH ajustado a 7 e incubación de 37 °C a distintos tiempos. El 

seguimiento de la fermentación se llevó a cabo por determinación de biomasa, la cual, se 

calculó por diferencia de peso tras centrifugación y secado, a su vez, la presencia de la 

actividad antimicrobiana y la concentración de azúcares se determinaron en los 

sobrenadantes, mientras que la eficacia antimicrobiana fue comprobada frente a cepas de 

Listeria monocytogenes y Staphylococcus aureus (ATCC-25923) cultivadas en caldo BHI, 

estéril e incubadas por 24 horas a 37°C y la concentración mínima inhibitoria (CMI). Los 

análisis estadísticos se realizaron con SPSS v.25.00, aplicando la prueba de Tukey para 

identificar diferencias significativas. Los resultados obtenidos en este estudio evidencian que 

Enterococcus faecium cultivado en medios MRS, M1, y M2, mostró fases de crecimiento 

definidas, con la fase exponencial entre las 3 y las 6 horas y la estacionaria a partir de las 9 

horas. Aunque el crecimiento fue superior en MRS, los medios alternativos M1 y M2 también 

permitieron un desarrollo adecuado de la BAL. El pH inicialmente neutro de los medios se 

acidificó durante la fermentación, alcanzando valores más bajos en MRS en comparación 

con M1 y M2, lo cual se atribuye a la alta capacidad amortiguadora del suero presente en M1 

y M2. La producción de biomasa fue mayor en los medios alternativos que en MRS, 

destacando un posible efecto de los ingredientes agroindustriales en la mejora del crecimiento 

bacteriano. El consumo de azúcares no superó el 50% en ninguno de los medios, siendo más 

eficiente en MRS debido a la presencia de glucosa como fuente principal de carbono, 

mientras que M1 y M2, con suero de leche, melaza y jarabe de maguey, ofrecieron sacarosa 

y fructooligosacáridos como fuentes de carbono alternativas. La evaluación de la 

concentración mínima inhibitoria (CMI) de los sobrenadantes libres de células (SLC) frente 

a Listeria monocytogenes y Staphylococcus aureus reveló una actividad antimicrobiana 

significativa, especialmente en el medio M2, sugiriendo la producción de sustancias con 

potencial bioconservador. En fermentaciones realizadas a nivel de laboratorio en condiciones 

de reposo a 37°C, se demostró que los medios alternativos permitieron el crecimiento de la 

BAL Enterococcus faecium con la producción de sustancias con actividad antimicrobiana, 

principalmente con actividad anti-listerial, lo que abre la posibilidad de sustitución de medios 

de cultivo estándar. Este estudio demuestra la viabilidad de utilizar subproductos 

agroindustriales para la producción de BAL con capacidad antimicrobiana, ofreciendo una 

alternativa sostenible y eficiente para la industria alimentaria.  
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La información anterior, permitió realizar el cálculo de los parámetros cinéticos de 

crecimiento en los 3 medios utilizados: velocidad máxima de crecimiento especifico (µmáx), 

rendimiento y velocidad de consumo de azúcares totales (qs) donde para E. faecium el medio 

M2 tuvo una µmáx de 1.25 h-1, qs de 2.06  
𝑔 𝑎𝑧ú𝑐𝑎𝑟 𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙

𝑔 𝑏𝑖𝑜𝑚𝑎𝑠𝑎
 • h-1 y un rendimiento final de 0.21  

𝑔 𝑏𝑖𝑜𝑚𝑎𝑠𝑎

𝑔 𝑎𝑧ú𝑐𝑎𝑟 𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙
 para esta BAL, ahora bien, para S. infantarius el medio M2 tuvo una µmáx de 

1.29 h-1, qs de 2.45  
𝑔 𝑎𝑧ú𝑐𝑎𝑟 𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙

𝑔 𝑏𝑖𝑜𝑚𝑎𝑠𝑎
• h-1 y un rendimiento final de 0.20  

𝑔 𝑏𝑖𝑜𝑚𝑎𝑠𝑎

𝑔 𝑎𝑧ú𝑐𝑎𝑟 𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙
 , ambos 

resultados coinciden en un punto, en este medio de cultivo M2 hay una mejor tasa máxima 

de crecimiento especifica y una conversión eficiente de la energía en biomasa dado el 

rendimiento obtenido, aunque los datos de qs para E. faecium fueron los menores y para S. 

infantarius  los intermedios, lo cual sugiere una dificultad para hidrolizar los azúcares 

contenidos en el M2. Estos resultados apuntan a que la actividad antimicrobiana se encuentra 

favorecida en este medio de cultivo M2 en ambas BAL, ya que se beneficia la producción de 

biomasa y bacteriocinas, considerando que el crecimiento está asociado con la producción de 

éstas. Por lo anterior, la optimización de medios de cultivo para las BAL como Enterococcus 

faecium y Streptococcus infantarius, mediante la incorporación de suero de leche con melaza 

o jarabe de maguey, ha demostrado ser eficaz en la producción de biomasa y bacteriocinas, 

aunado a la sostenibilidad en el diseño de procesos para producirlos. Dichos resultados 

sugieren un potencial prometedor, pero se requieren estudios adicionales, como la 

purificación e identificación de posibles bacteriocinas. Además, se sugiere explorar 

condiciones de fermentación adicionales, abriendo la puerta a futuras investigaciones que 

puedan mejorar aún más la eficiencia y las aplicaciones prácticas de estos bioconservadores. 
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Abstract 
This work examines the use of agro-industrial by-products to formulate economic culture 

media for bacteriocin production; two alternative culture media (M1 and M2) are proposed, 

containing whey, molasses and agave syrup, with different carbon/nitrogen ratios, sowing in 

them the lactic acid bacteria (LAB) Enterococcus faecium and Streptococcus infantarius. 

The adjustment of the carbon-nitrogen ratio was made considering ingredient analyses by the 

spectrophotometric methods of quantification of proteins by Kjeldahl method and total 

sugars by phenol-sulfuric method (Dubois et al., 1956); the fermentation processes were 

carried out in alternative media, as well as in MRS medium as control, with pH adjusted to 7 

and incubation of 37 °C at different times. The monitored variables included biomass 

concentration, which was calculated by weight difference after centrifugation and drying; the 

antimicrobial activity and sugar concentration were determined in the supernatants. The 

antimicrobial efficacy was tested against Listeria monocytogenes and Staphylococcus aureus 

(ATCC-25923) cultivated in BHI for 24 hours at 37°C, determining the minimum inhibitory 

concentration (MIC). Statistical analyses were performed with SPSS v.25.00, applying the 

Tukey test to identify significant differences. The results obtained in this study show that 

Enterococcus faecium, cultivated in media MRS, M1, and M2, showed defined growth 

phases, with the exponential phase between 3 and 6 h and the stationary one from 9 h. 

Although the growth was higher in MRS, the alternative media M1 and M2 also allowed for 

the proper LAB development. The initially neutral pH of the media was acidified during 

fermentation, reaching lower values in MRS compared to M1 and M2, which is attributed to 

the high buffering capacity of the serum present in M1 and M2. Biomass production was 

higher in alternative media than in MRS, highlighting a possible effect of agro-industrial 

ingredients on improving bacterial growth. Sugar consumption did not exceed 50% in any of 

the media, being more efficient in MRS due to the presence of glucose as the main source of 

carbon, while M1 and M2, with whey, molasses and agave syrup, offered sucrose and 

fructooligosaccharides as alternative carbon sources. The MIC evaluation of cell-free 

supernatants (CFS) against Listeria monocytogenes and Staphylococcus aureus revealed 

significant antimicrobial activity, especially in the M2 environment, suggesting the 

production of substances with potential as preservatives. In fermentations under resting 

conditions at 37°C, it was demonstrated that alternative media allowed the growth of the 

Enterococcus faecium with the production of substances with antimicrobial activity, mainly 

with antilisterial, which opens the possibility of replacing standard culture media. This study 

demonstrates the feasibility of using agro-industrial by-products to produce LAB with 

antimicrobial capacity, offering a sustainable and efficient alternative for the food industry. 

The kinetic parameters determined were maximum specific growth rate (µmax), yield and total 

sugar consumption rate (qs), where for E. faecium, M2 medium had a µmax of 1.25 h-1, qs of 

2.06  
𝑔 𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙 𝑠𝑢𝑔𝑎𝑟

𝑔 𝑏𝑖𝑜𝑚𝑎𝑠𝑠
 • h-1 and a final yield of 0.21  

𝑔 𝑏𝑖𝑜𝑚𝑎𝑠𝑠

𝑔 𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙 𝑠𝑢𝑔𝑎𝑟
   ; for S. infantarius, M2 medium 
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had a µmáx of 1.29 h-1, qs of 2.45  
𝑔 𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙 𝑠𝑢𝑔𝑎𝑟

𝑔 𝑏𝑖𝑜𝑚𝑎𝑠𝑠
 • h-1 and a final yield of 0.20  

𝑔 𝑏𝑖𝑜𝑚𝑎𝑠𝑠

𝑔 𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙 𝑠𝑢𝑔𝑎𝑟
  . 

Medium M2 provides LAB efficient energy conversion into biomass given the yield 

obtained, although the data of qs for E. faecium were minor and for S. infantarius the 

intermediate, which suggests a difficulty to hydrolyse the sugars contained in M2. These 

results suggest that antimicrobial activity is favoured in the M2 culture medium for both 

LAB, as it benefits the production of biomass and bacteriocins. Therefore, the optimization 

of culture media for LAB production, such as Enterococcus faecium and Streptococcus 

infantarius, by the incorporation of whey with molasses or maguey syrup, has proven to be 

effective in the production of biomass and antimicrobial activity, together with sustainability 

in the design of processes to produce them. These results suggest promising potential, but 

additional studies are needed, such as the purification of bacteriocins from the cell-free 

supernatants. Also, additional fermentation conditions for these LABs need to be explored, 

opening the door to future research that could further improve the efficiency and applications 

of these biopreservatives. 
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1.- Introducción 
Actualmente los consumidores han generado gran demanda en alimentos mínimamente 

procesados y con la menor cantidad de aditivos y compuestos químicos, que conserven sus 

cualidades sensoriales y principalmente estén libres de microorganismos patógenos (Kumari 

et al., 2022). En este sentido hay un creciente interés en el uso de bacteriocinas en la industria 

de los alimentos como una alternativa de conservación, por sus cualidades bactericidas y 

bacteriostáticas contra los microorganismos deterioradores y patógenos que puedan estar 

presentes en los alimentos, pero sobre todo por no ser tóxicas para el consumo humano, tener 

estabilidad en el procesamiento y almacenamiento en los alimentos. Por lo anterior, la 

industria alimentaria continua en la búsqueda de nuevas sustancias antimicrobianas como las 

BLIS (bacteriocin-like inhibitory substances), bacteriocinas (péptidos antimicrobianos) y 

nuevos microorganismos productores de éstas (principalmente las bacterias ácido-lácticas, 

BAL). Así como la búsqueda del mejoramiento en los procesos de fermentación para la 

producción de bacteriocinas donde están involucrados aspectos relacionados a las 

condiciones de operación y formulación de los medios de cultivo, entre otros. A nivel 

laboratorio, se utilizan medios de cultivo como De Man-Rogosa-Sharpe (MRS) para el 

crecimiento de cepas productoras de bacteriocinas, especialmente por BAL, sin embargo, a 

gran escala el uso de estos medios de cultivo es muy caro, debido al volumen de medio 

requerido, los rendimientos de los péptidos antimicrobianos y la purificación de estos. Por 

tanto, se buscan medios de cultivo más económicos que proporcionen la cantidad adecuada 

de nutrientes, tales como carbohidratos, minerales, vitaminas, aminoácidos, proteínas, entre 

otros, sin los costos elevados que tiene el emplear medios de cultivo comerciales (Aguilar‐

Galvez et al., 2011; Lasik-Kurdyś & Sip, 2018; Trejo-González et al., 2021). 

Hoy en día, las agroindustrias generan residuos que son una fuente importante de 

contaminación sino son tratados de manera adecuada, por ello el procesamiento biológico de 

subproductos de la industria láctea y alimentaria puede ser considerado como una de las 

alternativas rentables de aprovechamiento, generando bioproductos de alto valor y 

estimulando investigaciones para el aprovechamiento de los mismos (Garsa et al., 2013). 

Por lo anterior, en este trabajo se plantea el uso de subproductos tales como lactosuero y 

melaza, además del uso de aguamiel de maguey como ingrediente importante (i.e. fuente de 

carbono) para la formulación de medios de cultivos alternos para la producción de sustancias 

con actividad antimicrobiana a partir de BAL como Enterococcus faecium y/o Streptococcus 

infantarius, aisladas queso Cotija y del Pozol, respectivamente, considerados alimentos 

artesanales, todo lo anterior a nivel matraz. 
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2.- Capítulo I 

Perspectivas de las bacterias ácido lácticas:  

Producción, péptidos antimicrobianos, bacteriocinas, probióticos y aplicación. 
 

2.1.- Alimentos fermentados artesanales 

La importancia que tienen los productos fermentados se debe al papel que juegan en la dieta, 

son una fuente de nutrientes de bajo costo y de ingresos para quienes se dedican a su 

producción. Tienen una gran importancia cultural debido a que las técnicas de fermentación 

tradicionales son transmitidas de generación en generación. Por lo anterior, los consumidores 

han preferido alimentos durante miles de años tanto por la mayor vida útil, el sabor y 

estructura que el producto final obtiene (Hajikhani  et al., 2021; Obioha et al., 2021). 

Desde hace siglos se han reportado distintos procesos para la producción de alimentos 

tradicionales para consumo humano y animal. Los distintos tipos de alimentos fermentados 

de manera tradicional, se consideran una fuente importante en el desarrollo de nuevas cepas 

con diversa actividad antimicrobiana (Lozo et al., 2021). 

Ahora existe un creciente interés por la obtención de productos alimentarios seguros. La 

Organización Mundial de la Salud (OMS)reporta que las enfermedades transmitidas por los 

alimentos provocan alrededor de 600 millones de infecciones y 420 000 muertes al año a 

nivel mundial (ONU, 2022). Aunado que las tendencias de los consumidores actualmente se 

han desplazado hacia los alimentos conservados con compuestos naturales en combinación 

con otros métodos de procesamiento novedosos para inactivar o retardar microorganismos 

indeseables (Popa et al., 2023; Rathod et al., 2022). 

2.2.- Bacterias ácido lácticas en la elaboración de alimentos fermentados 

La aplicación de microorganismos y sus metabolitos para la conservación de los alimentos 

es conocida como bioconservación, que es un campo emergente que tiene aplicaciones en 

todo el sector alimentario para el procesamiento y conservación de alimentos. Ahora bien, 

para que un microorganismo o sus metabolitos sean calificados como bioconservadores, estos 

deben tener un amplio espectro antimicrobiano contra los microorganismos patógenos y 

causantes de deterioro, esto considerando que además deben ser seguros para los 

consumidores. Agregando, además que deben ser estables en diversas condiciones de 

procesamiento y no deben alterar las propiedades sensoriales de los alimentos (Rathod et al., 

2022). 

Las BAL son un grupo diverso pero clave de microorganismos, que al paso del tiempo han 

proporcionado beneficios al ser humano, entre las características que comparten estas 

bacterias se encuentran: Gram positivas, catalasas negativas, no forman esporas y son 

anaeróbicas, además de que como producto final de la fermentación producen el ácido 

láctico. Pertenecen a esta categoría miembros importantes como los géneros: Lactobacillus, 
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Paralactobacillus, Holzapfelia, Amylolactobacillus, Bombilactobacillus, 

Companilactobacillus, Lapidilactobacillus, Lactococcus, Streptococcus, Leuconostoc, 

Weissella, Enterococcus, entre otros más (Trejo-González et al., 2021). Es importante 

mencionar, que algunas especies de BAL tienen capacidad para producir enzimas específicas, 

exopolisacáridos, bacteriocinas, edulcorantes, polisacáridos y compuestos aromáticos que 

conllevan a que el alimento fermentado tenga un perfil sensorial agradable. Asimismo, 

algunas también poseen propiedades probióticas y capacidad para producir péptidos 

antimicrobianos como las ya mencionadas bacteriocinas (Kumari et al., 2021). 

Las BAL son reconocidas por la FDA (Food and Drug Administration) como 

microorganismos generalmente considerados seguros (GRAS), ya que se utilizan no solo 

para producir alimentos fermentados, sino además, una amplia variedad de aditivos 

alimentarios y compuestos aromáticos ( De Souza De Oliveira Azevedo et al., 2018). 

En la literatura se reportan varias técnicas “estándar” utilizadas para el aislamiento de las 

BAL y su caracterización: para su crecimiento se reporta el uso de medios de cultivo como 

MRS y M17; kits comerciales como API 50 CHL y API 20 Strept y prueba de catalasa para 

cuestiones del perfil bioquímico; la tinción Gram y secuenciación del gen 16s rDNA (Trejo-

González et al., 2021). 

Los bacterias que se añaden a las materias primas para la obtención de alimentos 

fermentados, pueden ser clasificadas en función del propósito principal con el que se hace: 

I) Como cultivos iniciadores que son adicionados para inducir cambios en cuanto a textura, 

aroma, sabor, color y digestibilidad de las materias primas, para la obtención de productos 

finales con características sensoriales y reológicas deseables; II) como cultivos protectores, 

que son añadidos para garantizar la calidad higiénico-sanitaria de los alimentos, además de 

incrementar la vida útil mediante la inhibición de microorganismos patógenos y alterantes 

que pudieran estar presentes en los alimentos; III) como cultivos adjuntos, que se adicionan 

con un propósito distinto a los anteriormente mencionados, como por ejemplo, para acelerar 

la maduración mediante lisis celular de los cultivos iniciadores durante la elaboración de 

determinados tipos de quesos, la producción del sabor y aroma deseados o bien, el aporte de 

beneficios adicionales a la salud del consumidor ( ejemplo de ello, propiedades probióticas 

y producción de péptidos bioactivos) (Campanero-Pintado, 2018). 

Las BAL han sido ampliamente investigadas por sus características antimicrobianas que se 

relacionan con la liberación de metabolitos secundarios y compuestos producidos, que 

muestran un efecto conservante. Las bacteriocinas son péptidos antimicrobianos que se 

producen en el citoplasma y son exportadas fuera de las células por microorganismos 

(grampositivos y gramnegativos), que restringen el crecimiento de los microorganismos no 

deseados, como ejemplo, están la nisina, pediocina y reuterina. También se informa de la 
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capacidad de mejorar la calidad de los alimentos cuando son aplicadas, además de los efectos 

antimicrobianos (Rathod et al., 2022). 

El uso eficaz de bacteriocinas en la industria alimentaria como factor de seguridad 

alimentaria puede estar asociado con la extensión de la vida útil y la protección contra 

patógenos transmitidos por los alimentos, especialmente en el caso de alimentos no 

refrigerados. Como resultado, se reduce significativamente el riesgo de transferir patógenos 

y organismos de descomposición a estos productos. Además de reducir la cantidad de 

patógenos transmitidos por los alimentos, las bacteriocinas también reducen 

significativamente las pérdidas económicas asociadas con el deterioro de los alimentos, los 

brotes de enfermedades y las retiradas de productos. Es importante señalar que las 

bacteriocinas se consideran agentes antimicrobianos naturales y, por lo tanto, satisfacen a 

creciente demanda de los consumidores de un menor uso de conservantes y procesamiento 

químico, así como la creciente tendencia hacia alimentos más naturales (Todorov et al., 

2022). 

2.2.1.- Microorganismos patógenos relacionados con alimentos: 

• Listeria monocytogenes (Lm) 

Las especies de Listeria son bacilos Gram-positivos ubicuos que se encuentran en diferentes 

nichos ambientales. Entre las especies del género Listeria, Listeria monocytogenes es 

patógena; transmitido por los alimentos a humanos, que causa listeriosis y se asocia con otras 

dolencias humanas como bacteriemia, encefalitis y sepsis. Es un patógeno psicrotolerante, 

capaz de crecer a diferentes temperaturas (1-45°C), pero la temperatura óptima oscila entre 

30 y 37°C. Entre los principales vehículos de transmisión de infecciones humanas por 

Listeria se encuentran los alimentos contaminados, a menudo aquellos que están listos para 

el consumo. Listeria es un parásito bacteriano intracelular que causa aproximadamente 1600 

enfermedades y 260 muertes cada año en los Estados Unidos de América. Debido a la alta 

tasa de mortalidad asociada con la listeriosis y su dosis infecciosa indeterminada, la FDA ha 

establecido una tolerancia cero para Listeria en los alimentos. En comparación con otros 

patógenos transmitidos por los alimentos que infectan principalmente el tracto 

gastrointestinal, Listeria es capaz de penetrar las barreras hematoencefálica y placentaria, lo 

que aumenta la gravedad de la enfermedad. Las personas con mayor riesgo de contraer 

Listeria son las mujeres embarazadas, los ancianos, los bebés y las personas 

inmunodeprimidas (Matereke & Okoh, 2020; Sibanda & Buys, 2022; Townsend et al., 2021). 

• Staphylococcus aureus (S. aureus)  

Staphylococcus aureus (S. aureus) es una bacteria grampositiva y es una de las principales 

causas de muchas enfermedades infecciosas tanto en humanos como en animales. Estas 

enfermedades van desde infecciones superficiales de la piel y los tejidos blandos hasta 

afecciones más graves y potencialmente mortales, como infecciones de la sangre. Esta 

bacteria se encuentra en la microbiota cutánea típica de animales y humanos, y su tasa de 
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transporte es del 20 % al 30 % en personas sanas. S.aureus secreta una sustancia polimérica 

extracelular (EPS) que forma una  biopelícula, que ayuda al microbio a resistir los 

medicamentos antibacterianos y reduce su efecto. Hay cepas resistentes a la meticilina 

(MRSA), donde la patogenicidad de S.aureus se ha convertido en un problema tanto en los 

entornos comunitarios como en las instituciones de salud. Además, desarrolla una resistencia 

rápida a los antibióticos, donde la proliferación de formas multirresistentes es un problema 

significativo. Se ha informado que las enfermedades resistentes a los antibióticos han 

superado los 10 millones de muertes anuales y que en 2050 superarán en número las muertes 

por cáncer (Ahmad-Mansour et al., 2021; Idrees et al., 2021). En contraste con muchos otros 

patógenos bacterianos, que con frecuencia dependen de una o pocas toxinas para causar la 

enfermedad, S.aureus produce una amplia gama de factores virulentos. Estos incluyen una 

gran cantidad de factores de evasión inmunitaria y toxinas, así como una variedad de factores 

proteicos y no proteicos que permiten que el huésped se colonice durante la infección. La 

virulencia de S.aureus ha sido un tema de gran interés, desde que esta bacteria fue 

identificada como un patógeno importante a finales del siglo XIX, los esfuerzos de 

investigación para desentrañar los mecanismos de virulencia de S.aureus han ido en aumento 

(Cheung et al., 2021). 

2.3.- Péptidos antimicrobianos 

Los péptidos antimicrobianos (PAM) son péptidos pequeños con carga positiva que son 

encontrados en diversos organismos, desde microorganismos hasta humanos. La mayoría 

tienen capacidad de matar patógenos microbianos de forma directa, aunque muchos de ellos 

manipulan los sistemas de defensa del microorganismo huésped de manera indirecta (Modiri 

et al., 2021). Tienen diversos atributos en cuanto a sus mecanismos de destrucción que les 

otorga cierta toxicidad selectiva sea contra bacterias, hongos, virus y parásitos. Además, 

poseen actividades bactericidas que emplean distintos mecanismos de destrucción entre los 

que se encuentran la formación de poros en la membrana, la inhibición de la biosíntesis de la 

pared celular y la inactivación de ácidos nucleicos o proteínas. Son únicos en cuanto a 

características discriminatorias específicas y propiedades multidimensionales como 

flexibilidad, la sinergia con la que actúan con varios antibióticos y fármacos convencionales, 

la neutralización de endotoxinas con concentraciones mínimas inhibitorias (CMI) bajas, 

inhibición o erradicación de biopelículas establecidas, antivirales, las propiedades 

anticancerígenas, además del amplio espectro de microbios resistentes a múltiples fármacos, 

la inmunomodulación, entre otros. Propiedades tan valiosas los convierten en puntos clave 

de explotación. Por ello, numerosos estudios validan sus aplicaciones en medicina, 

agricultura, ganadería, acuicultura y bioconservación entre otras (Joo, 2018; Sudha & 

Aranganathan, 2021). 
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2.4.- Bacteriocinas 

Las bacteriocinas son péptidos antimicrobianos pequeños, catiónicos, anfifílicos que varían 

en espectro y modo de acción, estructura y masa molecular, termoestabilidad, rango de pH 

de actividad y determinantes genéticos. Están conformadas entre 20 a 60 aminoácidos los 

cuales les confieren sus principales propiedades que son: tolerancia a los ácidos, 

termoestabilidad y la especificidad bactericida (Aguilar-Galvez et al., 2011; De Souza De 

Oliveira Azevedo et al., 2018), como se menciona anteriormente. Son sintetizados 

ribosómicamente, se pueden degradar mediante enzimas proteolíticas y son seguras para el 

consumo humano. Estos péptidos activos son conocidos como metabolitos antimicrobianos 

primarios en contraste con los antibióticos derivados de microorganismo, muestran un modo 

de acción bactericida mediante el cual actúan sobre la membrana citoplasmática y, por tanto, 

sin una resistencia cruzada a los antibióticos.  Además, son activos contra bacterias 

estrechamente relacionadas al nicho ecológico del que deriva la cepa productora (Arumugam 

et al., 2018; Fugaban et al., 2021; Lozo et al., 2021). 

Las bacteriocinas son consideradas multifuncionales, dado que además de la actividad 

antimicrobiana que resalta como característica común, pueden desempeñar otro tipo de 

funciones en las células con potenciales aplicaciones que incluyen terapias antivirales y 

anticancerígenas, por mencionar algunas. Los datos disponibles sobre bacteriocinas que hay 

en la naturaleza sugieren que un 99% del total de bacterias son productoras de al menos un 

tipo de bacteriocina, donde muchas de ellas permanecen aún sin ser descubiertas. 

Actualmente, de acuerdo con los datos de bases que refieren a las bacteriocinas de calidad 

mundial se indica que el Antimicrobial Peptide Database (APD, por sus siglas en inglés) 

(Dept of Pathology & Microbiology, 2023) se mantienen registrados un total de 3569 

péptidos antimicrobianos de los seis reinos biológicos existentes (380 

bacteriocinas/antibióticos peptídicos aislados/predichos de bacterias). Aunque Bactibase 

(BACTIBASE, s. f.) no se ha actualizado desde 2017, es una base datos de bacteriocinas, y 

la información que proporciona es valiosa y nos da una perspectiva real de la ciencia de las 

bacteriocinas, porque la mayoría de las bacteriocinas descubiertas son de cepas Gram 

positivas donde 206 pertenecen a este grupo y 19 a las cepas Gram negativas. En este sentido, 

el género de bacteriocinas Gram positivas más comúnmente reportado es Lactobacillus, 

seguido de Enterococcus, Streptococcus, Lactococcus y el género Bacillus. Respecto a las 

bacteriocinas de origen Gram negativas, el género reportado con mayor frecuencia es 

Escherichia. (Benítez-Chao, 2021; de Freire Bastos et al., 2020) 

Por otro lado, las bacteriocinas se clasifican de acuerdo con su composición de aminoácidos, 

estructura química, complejidad y pasos involucrados en su producción. Actualmente la 

clasificación de bacteriocinas se dividide en cuatro clases: clase I- péptidos pequeños 

modificados postraduccionalmente y que son sintetizados ribosómicamente; clase II- 
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péptidos no modificados y de hasta 10 kDa; Clase III – proteínas grandes; Clase IV- proteínas 

circulares. Dentro de esta clasificación se encuentran las representantes más estudiadas como 

las producidas por los géneros Lactococcus y Lactobacillus, donde también se consideran a 

las bacteriocinas de Enterococcus. Además, esta clasificación considera a las bacteriocinas 

sintetizadas por microorganismos Gram-negativos como Escherichia, Pseudomonas, 

Salmonella y Klebsiella (Lozo et al., 2021). 

La biosíntesis de la bacteriocina está codificada por un grupo de genes cuyo número puede 

variar. Además, la producción para una bacteriocina puede estar sujeta a una regulación. En 

este sentido, la mayoría de las bacteriocinas que son reguladas, su regulación es lograda 

transcripcionalmente mediante mecanismos de detección de quórum (QS), la histidina 

quinada y el regulador de respuesta, de los cuales dos componentes de este sistema regulador 

están frecuentemente codificados por el grupo de genes de bacteriocina (de Freire Bastos et 

al., 2020). 

Actualmente, lo que respecta a las bacteriocinas que son producidas por BAL se perciben 

como conservadores naturales deseables para alimentos. Esto dado, a que la mayoría de BAL 

se les ha otorgado una presunción calificada de seguridad y las bacteriocinas producidas por 

estas bacterias pueden servir como alternativas a los conservadores químicos usados en 

alimentos (Lasik-Kurdyś & Sip, 2018). Las bacteriocinas o cultivos de BAL que producen 

bacteriocinas pueden ofrecer una barrera adicional para el control del crecimiento de 

patógenos Gram-positivos transmitidos por los alimentos, tal es el caso de Listeria 

monocytogenes, durante el proceso de elaboración de quesos frescos (Alvarado et al., 2005). 

El término “sustancia inhibitoria similar a la bacteriocina” (BLIS, por sus siglas en inglés) es 

recomendado para aquellas bacteriocinas que no están caracterizadas en términos de 

composición de aminoácidos y secuencias de nucleótidos del gen correspondiente (De Souza 

De Oliveira Azevedo et al., 2018). Dichas sustancias actúan como antagonistas, teniendo cierta 

actividad bactericida o bacteriostática frente a bacterias Gram-positivas y Gram-negativas, 

siendo inocuas para la cepa productora ( De Souza De Oliveira Azevedo et al., 2019). 

2.5.- Factores que afectan la fermentación de BAL para la producción de bacteriocinas 

El crecimiento y el metabolismo de las cepas productoras de bacteriocina son afectados por 

factores como la fuente de carbono y de nitrógeno, la temperatura, el pH y el oxígeno. Los 

sustratos son diluidos debido a que una concentración excesiva del sustrato natural puede 

conducir al aumento de la presión osmótica que provocara que se cambien o destruyan la 

capacidad de las cepas para poder transportar y metabolizar cada componente. A medida que 

la fermentación progresa, hay una acumulación de ácidos orgánicos que pueden aumentar la 

acidez del medio de fermentación. Esto a su vez, deriva en que cambios brucos del pH afectan 

el metabolismo de los carbohidratos de las cepas, dado a que a mayor acidez se afecta la 
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función normal de los componentes relacionados con el metabolismo celular, como las 

proteínas de transporte y las proteínas de la vía de la señal. La importancia en el crecimiento 

de las cepas que producen bacteriocinas radica en que éstas son producidas desde la fase 

exponencial media hasta la fase estacionaria temprana donde alcanza un nivel máximo, por 

tanto, son metabolitos asociados al crecimiento microbiano. El rendimiento de las 

bacteriocinas por unidad de biomasa es afectado por factores condicionantes del crecimiento 

como lo son el pH, la temperatura, la agitación y la aireación. También depende fuertemente 

de la composición y concentración del medio de cultivo (fuentes de carbohidratos y 

nitrógeno, cationes y aniones, entre otros). Con lo anterior, la optimización de medios de 

cultivo y condiciones de operación para la producción de bacteriocinas y la mejora de su 

actividad inhibitoria frente a un riesgo de contaminantes alimentarios es de una gran 

importancia económica (Aguilar-Galvez et al., 2011; Benmouna & Karam, 2018; Qiao et al., 

2019; Wang et al., 2021). 

En lo que respecta al requerimiento de nutriente, las BAL se distinguen por ser 

microorganismos exigentes. Ante esto, los medios de cultivo estándares usados para 

cultivarlas como lo son el medio De Man-Rogosa-Sharpe (MRS), levadura autolisada-

peptona-triptona, -Tween 80-glucosa (LAPTg), si se quisieran aplicar a la industria, no serían 

redituables por su elevado costo. Debido a que la materia prima es considerada uno de los 

factores de costo más importantes para la obtención de biomoléculas por fermentación, la 

composición del medio de cultivo a emplear debe ser definida de manera cuidadosa (De Souza  

De Oliveira Azevedo et al., 2018; Juárez-Tomás et al.,2010). Usualmente, después de la 

detección inicial de las cepas productoras de bacteriocinas, la siguiente etapa es la 

optimización de las condiciones de cultivo. Por ello, se busca reducir el costo de los medios 

de cultivo empleados para la producción de biomasa y metabolitos a nivel industrial, se 

pretende lograrlo mediante una disminución de concentraciones de nutrientes al mínimo 

indispensable o sustituyendo por componentes de un costo mucho menor. Se estima que son 

factores condicionantes del crecimiento y que afectan el rendimiento de bacteriocina por 

unidad de biomasa la temperatura, el pH, la agitación y la aireación. Por lo general, un medio 

complejo contiene fuentes ricas en nitrógeno que son óptimas para el aumento de la 

producción de mayor cantidad de bacteriocinas. El establecimiento de las condiciones 

óptimas para el crecimiento de los microorganismos es una práctica habitual y ampliamente 

ejercida en los campos relacionados a la microbiología de los alimentos. Sin embargo, existe 

evidencia respecto a que las cepas seleccionadas como bacteriocinógenas en el medio MRS 

no producen bacteriocinas cuando se cultivan en medios basados en sustratos más 

económicos, esto dado a que la síntesis de las bacteriocinas depende en una gran medida de 

las condiciones de crecimiento de la cepa productora (Aguilar-Galvez et al., 2011; 

Garmasheva & Oleschenko, 2023; Juárez-Tomás et al., 2010). 
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2.6.- Fuentes de carbono y nitrógeno para la producción de bacteriocinas 

Hay dos factores que son determinantes en los costos comerciales de las bacteriocinas y por 

ello, en una futura aplicación a escala industrial: la fuente de carbono empleada para el 

crecimiento de los microorganismos productores de bacteriocinas y los métodos de 

purificación de las mismas (Schirru et al., 2013). 

En este sentido, es imprescindible seleccionar fuentes de carbono y nitrógeno para mejorar 

condiciones en el proceso y con ello, proporcionar un abastecimiento apto a las células para 

realizar su biosíntesis y la generación de energía, con esto se busca conseguir un mejor 

rendimiento y un producto  idóneo ( De Souza De Oliveira Azevedo et al., 2018). De acuerdo 

con lo reportado por Abo-Amer, (2010) en una prueba de diez fuentes de carbono:  sacarosa, 

glucosa y lactosa fueron fuentes de carbono adecuadas para el crecimiento bacteriano; sin 

embargo, lactosa produjo entre  siete y seis veces más bacteriocina que sacarosa y glucosa, 

respectivamente. La galactosa y la rafinosa dieron como resultado buen crecimiento, pero 

bajos niveles de producción de bacteriocinas. Su crecimiento y producción de bacteriocinas 

a menudo están limitados por fuentes de nitrógeno orgánico más que por sustratos de carbono 

(Turgis et al., 2016). 

2.7.- Incidencia de las fuentes minerales y vitaminas en la producción de bacteriocinas 

En un trabajo realizado por Abo-Amer, (2010) se reporta que la incorporación de NH4PO4, 

KH2PO4 y CaCl2  en un medio de cultivo para la producción de bacteriocinas, resulta en una 

impresionante supresión para la producción de las mismas. Sin embargo, al adicionar 

MnSO4•H2O resultó en un aumento significativo de su rendimiento. Esto debido a que el 

manganeso es un factor de crecimiento esencial al menos para Lactobacillus acidophilus, 

como para otras BAL, a causa de su papel como constituyente de importantes enzimas 

implicadas en la hidrólisis de la glucosa. El manganeso también es un constituyente de 

enzimas clave o respuesta al estrés oxidativo (por ejemplo, superóxido dismutasa) en BAL. 

El estrés oxidativo puede causar varios tipos de daños a las células bacterianas, incluidas 

alteraciones de sus rutas metabólicas, mutaciones espontáneas y efectos bacteriostáticos y 

bactericidas. En este mismo reporte, se concluye que la suplementación del medio con 

vitaminas adicionales inhibía la actividad de bacteriocina total detectable en el cultivo (Abo-

Amer,2010). 

2.8.- Efectos del pH en la fermentación de BAL para la producción de bacteriocinas 

El pH óptimo para la producción de bacteriocinas suele ser más bajo que el pH óptimo para 

el crecimiento de la cepa bacteriana (Abo-Amer, 2010). Dado que la producción especifica 

máxima se ha registrado principalmente en el rango de pH de 4.5 a 5.5. Además, la mayoría 

de los compuestos inhibidores son inestables por encima del pH neutro, con algunas 

excepciones, pudiendo verse afectadas por fluctuaciones de pH, ya que interfieren con la 
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integridad de la estructura, lo que dificultaría su posterior actividad. Este comportamiento se 

atribuye a su alto contenido en glicina y a la formación, a nivel molecular de estructuras 

globulares y fuertes interacciones hidrofóbicas en la molécula de bacteriocina (Belgacem et 

al., 2012; Fugaban et al., 2021). 

2.9.- Efecto de la temperatura en la fermentación de BAL para la producción de bacteriocinas 

La temperatura suele tener una influencia considerable en la producción de bacteriocinas 

(Bizani & Brandelli, 2004). En un estudio sobre la influencia de la temperatura en el 

crecimiento y producción de bacteriocinas a 25 °C, 30 °C y 37 °C, se observó como esta tiene 

un fuerte influjo en la producción de la bacteriocina, la cual fue mayor a 30 °C que a 25 °C. 

Observándose una disminución significativa de la actividad de la bacteriocina a 37 °C. La 

relación entre el crecimiento y las tasas específicas de producción, en función de la 

temperatura, mostró diferentes cinéticas de producción y hubo varios picos en las tasas 

específicas de producción durante el crecimiento. La bacteriocina se produjo en la fase 

estacionaria, lo que indica que se sintetiza como un metabolito secundario (Bizani & 

Brandelli, 2004). 

2.10.- Efecto de la aireación en la fermentación de BAL para la producción de bacteriocinas 

Las BAL son anaerobios facultativos; que significa que son capaces de modificar parte de 

sus rutas metabólicas en presencia y/o ausencia de oxígeno en el medio de cultivo, lo que les 

permite ser clasificadas como homolácticas y heterolácticas. Dentro de la primer 

clasificación (típicamente Lactococcus), el ácido láctico es el único producto final de la 

fermentación; en la segunda clasificación, el ácido láctico aparece junto, en aerobiosis, de 

distintas porciones de varios metabolitos oxidados (ácido acético, diacetilo, acetoína, etanol, 

2,3-butanodiol) (Vázquez et al., 2005). 

En un estudio realizado al cultivo de ocho cepas de bacterias ácido-lácticas (Vázquez et al., 

2005) se destacó la existencia de tres tipos de comportamientos a diferentes cargas en el 

medio de cultivo dentro de un rango determinado por la disponibilidad de oxígeno, donde 

estos comportamientos afectaron la producción de bacteriocinas. 

2.11.- Residuos agroindustriales 

Durante el procesamiento primario y secundario de la cadena de suministro de alimentos, se 

generan desperdicios inevitables. La generación de estos difiere según el producto y país en 

cuestión, dada una serie de factores que se dan a lo largo de la cadena de suministro. En 

general, países en desarrollo, como países africanos, son ejemplo de países que sufren 

pérdidas mayores durante la primera etapa del procesamiento primario, correspondiendo 

alrededor del 75% de pérdidas de alimentos durante la producción y postcosecha. En los 

países más industrializados, el desperdicio suele ocurrir principalmente en la etapa de 
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consumo,  que representa el 50% de pérdida total de cultivos, esto dado en algunos países de 

América del Norte, Europa y Oceanía (Zuin & Ramin, 2018). 

Ante el panorama actual de una reducción de contaminantes al medio ambiente y también en 

la búsqueda y necesidad de maximizar la rentabilidad de las materias primas se ha fomentado 

generar nuevas maneras de utilizar los residuos de la industria alimentaria y de la industria 

láctea como base de medios de cultivo. Ejemplo de posibles alternativas engloban 

subproductos como el suero de leche y desechos del procesamiento de mejillones. Dada que 

la característica más importante que deben tener estos sustratos es su contenido en péptidos 

que pueden actuar como inductores o precursores de la biosíntesis de péptidos 

antimicrobianos como las bacteriocinas. Además de que estos subproductos son una rica 

fuente de nutrientes como azúcares y proteínas; por lo que ya han sido utilizados como parte 

de medios de cultivo adecuados para la producción de nisina y pediocina, y lactocina 705 

(Garsa et al., 2013). 

Los subproductos generados de la industria láctea y alimentaria pueden ser considerados 

como una de las alternativas rentables de aprovechamiento para el procesamiento biológico, 

que generaría bioproductos de alto valor y estimulando investigaciones para su 

aprovechamiento (Garsa et al., 2013). La literatura menciona, además, los residuos ricos en 

almidón y lignocelulósicos, dado que también son abundantes y económicos, considerando 

investigaciones que las creen que pueden tener una prometedora influencia como biomasa 

renovable para la conversión en combustibles, polímeros, enzimas y productos químicos a 

granel. Lo anterior, da pauta a investigaciones para el uso de fuentes de carbono baratas, 

especialmente las que se generan a partir de procesos industriales o agrícolas, pudiendo 

proporcionar una forma de reducción en costos para la producción de bacteriocinas (Schirru 

et al., 2013) 

2.12.- Escalamiento del proceso de producción 

Para expandir un proceso de fermentación partiendo de un cultivo a menor escala, es 

importante y necesario analizar los parámetros operativos y de producción para implementar 

un bioproceso a una escala mayor, dada la complejidad del procedimiento para integrar todas 

las condiciones optimizadas (Duman-Özdamar et al., 2021). Es por ello, que para la 

producción de bacteriocinas depende en gran medida de la composición del medio y de las 

condiciones del cultivo. Generalmente, son producidas en medios de cultivo complejos 

incluidos De Man-Rogosa-Sharpe (MRS), extracto de glucosa triptona (TGE), agar para todo 

uso (APT), infusión cerebro corazón (BHI) y caldo de soya tripticaseína con 0.6% de extracto 

de levadura (TSBYE) (Khalili-Samani et al., 2021; Yang et al., 2018). Ante este panorama, 

se considera una desventaja principal para los péptidos antimicrobianos el proceso de 

producción de estos debido al elevado costo. Aunque las bacteriocinas superan relativamente 
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este inconveniente, ya que pueden ser producidas por fermentación a gran escala. Dado, que 

la producción está ligada con el crecimiento de la biomasa bacteriana, el aumento de la 

densidad celular es una estrategia viable para mejorar la producción de las bacteriocinas 

(Modiri et al., 2021). Es indispensable ante esto, determinar las condiciones adecuadas de 

cada organismos para la producción industrial del producto final de interés (Aguilar-Galvez  

et al., 2011). 

2.13.- Aplicación 

Las aplicaciones potenciales de bacteriocinas incluyen terapias antibacterianas, antivirales, 

antiparasitarias y anticancerígenas, alivio del dolor y regulación del calcio intracelular, y sus 

cepas productoras también podrían usarse como fuente de antibióticos. Son uno de los grupos 

de metabolitos más prometedores para su uso como agentes antimicrobianos en entornos 

clínicos, bioconservación de alimentos y agricultura (de Freire Bastos et al., 2020). 

Actualmente existe una gran demanda de nuevos compuestos con actividad antimicrobiana, 

las bacteriocinas y las BLIS son herramientas prometedoras contras los microorganismos 

potenciales tanto en la industria alimentaria como también en el control de enfermedades 

infecciosas. Dado al amplio espectro que ofrecen las bacteriocinas solas o en combinación, 

proporcionan poderosas alternativas para combatir un número importante de organismos 

diana (De Farias et al., 2021; López-Cuellar et al., 2016). 

Las bacteriocinas son consideradas como posibles aditivos para los alimentos, con el 

propósito de prevenir el deterioro de los alimentos y extender la vida útil sin cambiar el sabor 

y valor nutricional. Algunos estudios, demuestran que BAL productoras de bacteriocinas 

podrían aplicarse en los alimentos como un iniciador seguro, pero deben estar libres de 

factores de virulencia como proteínas de sustancia de agregación, gelatinasa, citolisina, 

proteínas de superficie enterocócica hialuronidasa, factores accesorios de colonización y 

antígenos de endocarditis. En la actualidad, se está considerando el papel de las bacteriocinas 

como una de las características probióticas en las cepas utilizadas para la producción de los 

denominados alimentos funcionales. Por lo cual, se debe tener una garantía en cuanto a la 

seguridad de los Enterococos, por ejemplo, antes de utilizar estas bacterias como probióticos 

o cultivos iniciadores en la industria alimentaria o biofarmacéutica (Bağcı et al., 2019; El-

Ghaish et al., 2015; Lozo et al., 2021). 

2.14.- Bacteriocinas en el mercado mundial 

Actualmente hay un interés creciente por las bacteriocinas, que junto a nuevas políticas y 

regulaciones en los mercados internacionales sobre alimentos y productos médicos, ha 

cambiado las perspectivas de la industria en el mundo (López-Cuellar et al., 2016). El 

consumo de alimentos preparados de manera tradicional o piensos que contienen aislados 

naturales, sus productos metabólicos como las bacteriocinas y/o péptidos bioactivos, se 
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liberan en el tracto gastrointestinal del consumidor. El consumo de este tipo de alimentos, no 

muestran ninguna influencia negativa sobre la salud pese a consumirse durante un tiempo 

prolongado (Lozo et al., 2021).Hay estudios que sugieren beneficios probióticos de aislados 

de E.faecium en alimentos fermentados naturalmente. Consecuencia de ello, se han 

introducido en el mercado al menos dos cepas del género como probióticos: E. faecium 

SF68® (NCIMB 10415; Cerbios-Pharma SA, Barbengo, CH) y E. faecalis Symbioflor 1 

(SymbioPharm,Herborn,DE) (De Farias et al., 2021). 
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3.- Justificación 
Las bacteriocinas y las BLIS son agentes antimicrobianos con aplicaciones potenciales 

prometedoras tanto para el procesamiento de alimentos como en el control de enfermedades 

infecciosas o terapias anticancerígenas, entre otras. Esto debido al amplio espectro de acción 

de las bacteriocinas sea individualmente o en combinación, proporcionando alternativas 

efectivas para combatir un número significativo de organismos diana (De Farias et al., 2021; 

De Freire Bastos et al., 2020; López-Cuellar et al., 2016). 

Sin embargo, la producción de bacteriocinas es limitada ya que los medios de cultivo 

comúnmente utilizados para producirlas son muy complejos y de alto costo. El uso de fuentes 

de carbono baratas, especialmente de aquellas que resultan de procesos industriales o 

bproductos agrícolas, pueden ser una opción para reducir el costo de su producción (Schirru 

et al., 2013). 

Por lo anterior, en esta investigación se explora la producción de biomasa y péptidos con 

posible actividad antimicrobiana por 1) Enterococcus faecium y 2) Streptococcus infantarius, 

utilizando medios de cultivo que incorporen residuos agroalimentarios como suero de leche, 

melaza y aguamiel, con el objetivo de maximizar producciones y especialmente proponer 

biotecnologías que contribuyan al desarrollo social sostenible. 
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4.- Hipótesis 

La formulación de medios de cultivo alternativos que incorporen residuos agroindustriales 

como suero de leche, melazas y jarabe de maguey podrían ser una alternativa viable para la 

sustitución de medios de cultivo comerciales, ya que no difieren significativamente en la 

producción de péptidos antimicrobianos a partir de bacterias ácido-lácticas aisladas de 

alimentos artesanales mexicanos. 

 

5.- Objetivos 

5.1.- Objetivo general 

Determinar un proceso de fermentación que aporte altas productividades de biomasa y/o 

péptidos con actividad antimicrobiana por bacterias ácido-lácticas, con potencial aplicación 

como bioconservantes en la industria alimentaria. 

5.2.- Objetivos específicos 

1.- Proponer dos medios de cultivo alternativos que contengan suero, melaza y aguamiel, con 

diferente relación carbono/nitrógeno, para la producción de biomasa y/o péptidos con 

actividad antimicrobiana por 1) Enterococcus faecium, y 2) Streptococcus infantarius. 

2.- Evaluar la productividad de biomasa y péptidos antimicrobianos por 1) Enterococcus 

faecium, y 2) Streptococcus infantarius, en procesos de fermentación con los dos medios de 

cultivo alternativos. 
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6.- Capítulo II 

Enterococcus faecium 

6.1.- Introducción 
Enterococcus es el tercer género de bacterias ácido lácticas (BAL) más grande, que ha tenido 

un crecimiento en los últimos años, de 26 especies determinadas en 2003 a 62 especies 

descritas con publicaciones validadas (de acuerdo con la información recopilada de la lista 

de nombres procariontes con posición a la nomenclatura 

[http://www.bacterio.net/enterococcus.html#r]) consultada en noviembre del 2023 (Meier‐

Kolthoff et al., 2021) donde están incluidas las especies Enterococcus faecium y 

Enterococcus faecalis que se consideran los miembros más importantes de este género. 

Donde se reconoce en este género la agrupación como cocos individuales, en pares o cadenas 

cortas y Gram positivos (Dinçer & Kıvanç, 2021; Hajikhani et al., 2021). 

Enterococcus son BAL de importancia en microbiología médica, microbiología industrial y 

de salud pública. Además, se encuentran en muchos productos alimenticios, incluidos 

productos lácteos, productos cárnicos (crudos o procesados), verduras, aceitunas y mariscos, 

adicional de que son habitantes naturales del tracto gastrointestinal de humanos y animales. 

También se localizan en el suelo, el agua, las plantas y como probióticos. Desempeñan una 

función útil, dado que son uno de los grupos de microorganismos importantes en la industria 

alimentaria porque contribuyen al desarrollo de sabor y aroma, mejorando la calidad del 

alimento a través de la proteólisis, lipólisis y glucólisis. Enterococcus tienen implicaciones 

importantes en la industria láctea, dado que se encuentran como BAL no iniciadoras en una 

variedad de quesos, especialmente quesos tradicionales, y en cultivos iniciadores de leche 

natural o suero (Dinçer & Kıvanç, 2021; Hajikhani et al., 2021; Jahansepas et al., 2019; 

Strateva et al., 2015). 

Pese a la actual controversia que se ha generado alrededor del género Enterococcus, se ha 

confirmado que muchas cepas que pertenecen a este género no son patógenas, especialmente 

aquellas especies pertenecientes a E. faecium, que han sido utilizadas en el sector alimentario 

como cultivos iniciadores, adjuntos o protectores. Siendo que hay cepas para Enterococcus 

que son recomendadas por la Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA) como 

aditivos y complementos alimentarios. Además también han sido utilizadas como probióticos 

(Dinçer & Kıvanç, 2021). La relevancia que toman este grupo de microorganismos está 

ligada a que son capaces de producir bacteriocinas conocidas específicamente como 

enterocinas que actúan como bioconservadores dado que inhiben el crecimiento de una 

variedad microorganismos responsables y causantes del deterioro de los alimentos y 

enfermedades transmitidas por estos. La importancia de las enterocinas se debe a su 

diversidad y su distribución, siendo que pueden ser aisladas de diferentes fuentes, y son 

particularmente activas contra bacterias patógenas como Listeria monocytogenes, 

Staphylococcus aureus y Clostridium spp. Este tipo de bacteriocinas enterocócicas 
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pertenecen principalmente a las bacteriocinas de clase II, que inducen la permeabilización de 

la membrana citoplasmática que permite la fuga de componentes intracelulares en las 

bacterias diana. Ante esto, es sabido que Enterococos son productores de bacteriocinas que 

ofrecen diversos beneficios para la salud, entre las cuales se incluyen el tratamiento de la 

diarrea, la inhibición del crecimiento de bacterias patógenas y la estimulación de respuesta 

inmunitaria. Las bacteriocinas enterocócicas son potencialmente útiles para prevenir 

enfermedades bacterianas transmitidas por los alimentos (Aguilar-Galvez et al., 2011; Dinçer 

& Kıvanç, 2021; Lee, Park, Lee et al., 2021). 

6.2.- Materiales y métodos 

6.2.1.- Microorganismos 

• Enterococcus faecium (E. faecium), aislado del queso Cotija y conservado por el 

Cuerpo Académico de Biotecnología Agroalimentaria (CABA) (Trejo-González, 

2021). E. faecium fue conservado en viales de 1.5 mL (20% v/v glicerol, 80% v/v 

caldo MRS) a -72 °C (Ultracongelador REVCO). Para su activación, se descongeló 

un vial y en 5 mL de caldo de Man-Rogosa-Sharpe (MRS) estéril se inocularon (1% 

v/v) con la cepa, dándole un periodo de incubación de 24 h a 37°C.  

• Listeria monocytogenes (L. monocytogenes), proporcionada por el Laboratorio estatal 

de salud pública del estado de Hidalgo y Staphylococcus aureus (S. aureus) ATCC-

25923, ambas conservadas a -72 °C (Ultracongelador REVCO) cada una en viales de 

1.5 mL (20% v/v glicerol, 80% v/v caldo BHI). Para su activación, se descongeló un 

vial y 5 mL de caldo BHI estéril se inocularon (1% v/v), dando un periodo de 

incubación de 24 h a 35°C. 

6.2.2.- Medios de cultivo 

Para la preparación de viales de conservación y activación de microorganismos se usó caldo 

de Man-Rogosa-Sharpe para la BAL y caldo Infusión Cerebro Corazón (BHI) para Listeria 

monocytogenes y Staphylococcus aureus ATCC-25923. 

Para las fermentaciones se usaron los siguientes medios de cultivo:  

1) Caldo de Man-Rogosa-Sharpe (MRS) (BDTM DIFCO, Francia). 

2) Medio 1 (M1):  Caldo soya tripticaseína (BD Bioxon® México) 5 g/L, extracto de 

carne (BD Bioxon® México)10 g/L, extracto de levadura (BD Bioxon® México) 5 

g/L, melaza (Ingenio azucarero: San José de Abajo, Veracruz, México. Zafra 2021-

2022) 5 g/L, Pharmamedia (Traders Protein, USA.) 1g/L, Proflo (Traders Protein, 

USA.) 1g/L, suero de leche en polvo (Food Technologies Trading S.A. de C.V, 

México) 15 g/L y Tween 80 (Hycel, México) 1g/L. 
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3) Medio 2 (M2):  Caldo soya tripticaseína (BD Bioxon® México) 5 g/L, extracto de 

carne (BD Bioxon® México)10 g/L, extracto de levadura (BD Bioxon® México) 5 

g/L, jarabe de maguey (Botánica tradicional, México) 5 g/L, Pharmamedia (Traders 

Protein, USA.) 1g/L, Proflo (Traders Protein, USA.) 1g/L, suero de leche en polvo 

(Food Technologies Trading S.A. de C.V, México) 15 g/L y Tween 80 (Hycel, 

México) 1g/L. 

6.2.3.- Reactivos químicos 

Hidróxido de sodio (NaOH) (Química Meyer, México), fenol, ácido sulfúrico concentrado 

(H2SO4) (J.T. Baker®, México), Cloruro de sodio (NaCl) (J.T.Baker®, México), Nisaplin® 

(Nis) (DANISCO, Reino Unido). 

6.2.4.- Metodología para la producción de Enterococcus faecium 

Se prepararon 500 mL de caldo MRS según indicaciones del fabricante, M1 y M2 se 

prepararon 500 mL de cada uno y se ajustó el pH (Microprocesador Hanna pH 211) a uno 

cercano a 7 con NaOH 5 M. 

Posteriormente se inocularon el caldo MRS, M1 y M2 con la cepa de E. faecium (1% v/v) 

con 24 h de activación (Figura 1). Una vez inoculado el medio de cultivo a utilizar, se 

homogenizó y distribuyó en tubos de centrífuga de 50 mL (Corning®) estériles hasta los 40 

mL de capacidad, mismo que fue incubado (Sheldon, GI6) a 37°C, sin agitación durante 24 

h. Los experimentos fueron hechos por duplicado. 

Durante la cinética de fermentación, se tomaron 2 tubos de centrífuga, considerando los 

tiempos para muestrear y procesar cada par de tubos desde el tiempo de 0 h, continuando con 

los tiempos 3, 6, 9, 12 h y concluyendo con el tiempo 24 h. A dicho par de tubos se le realizó 

durante el procesamiento de muestras en la cinética la medición de pH, densidad óptica, 

concentración de biomasa y a los sobrenadantes libres de células (SLC) obtenidos la actividad 

antimicrobiana y la determinación de azúcares totales por el método de fenol-sulfúrico 

(Dubois et al., 1956). 
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Figura 1 Matraz inoculado con Enterococcus faecium. 

6.2.5- Concentración de biomasa 

Las muestras de 40 mL de cada tiempo evaluado fueron inicialmente sometidas a un 

tratamiento térmico (1024 Shaking Water Bath Foss Tecator) a 80°C por 10 min y 

posteriormente centrifugadas a 6000 rpm, 4°C durante 20 min (Centrifuga refrigerada 

Hermle Z323K), al pellet de biomasa obtenido se le realizaron dos lavados con una solución 

de NaCl (0.9% p/v) y se centrifugaron a 6000 rpm, 4°C durante 15 min. Posteriormente el 

pellet obtenido se llevó a peso seco (100°C, 24 h) en un horno de convención (Drying Oven 

DHG-9075A). 

La concentración de biomasa se calculó usando la siguiente ecuación: 

                                                              𝒙 = ((𝑃𝑡 + 𝑥) − 𝑃𝑡)/𝑉𝑚                   (1)                      

Donde x es la concentración de biomasa (g/L). Pt es el peso del tubo (g), Pt+x es el peso 

del tubo más biomasa (g) y Vm el volumen de la muestra (L). Esos datos se graficaron en 

función del tiempo. El sobrenadante libre de células (SLC) se conservó para ensayos de 

actividad antimicrobiana (AaM) y el contenido de azúcares totales (Sánchez-Reyes, 2014). 

Es importante mencionar que a uno de los SLC de cada tiempo evaluado le fue ajustado el 

pH entre 6.5 a 7 con NaOH 5 M y el otro se dejó con el pH indicado en la medición según el 

tiempo de muestreo que corresponde (Figura 2). 
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Figura 2  Separación de biomasa y neutralización de sobrenadante libre de células  

6.2.6.- Determinación de azúcares totales (Dubois et al., 1956).  

Para la cuantificación del consumo de azúcares totales durante la fermentación por 

Enterococcus faecium  en los medios de cultivo MRS, M1 y M2 se utilizó el método fenol-

sulfúrico (Dubois et al., 1956; Escalante, 2023), para ello se utilizó un espectrofotómetro 

Génesis 10 UV-VIS®, para las lecturas de absorbancia correspondientes. La concentración 

de azúcares totales fue determinada utilizando curvas de calibración de glucosa con ecuación 

𝑦 = 8.98𝑥 − 0.0005  (R2=0.9997), y 𝑦 = 7.2371𝑥 − 0.0155 (R2=0.9974) (Ver “Anexo 

III”). Todos los ensayos y medidas se realizaron por cuatriplicado (Figura 3). 

 

Figura 3 Determinación del consumo de azúcares por método fenol-sulfúrico a 
sobrenadantes libres de células de cada tiempo muestreado en la cinética. 
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6.2.7.- Cálculo de parámetros cinéticos de crecimiento 

Las fases de crecimiento microbiológico con mayor interés corresponden a las tres primeras 

que son: adaptación, exponencial y estacionaria, dado que en ellas ocurren los principales 

procesos metabólicos de interés microbiano como la producción de ciertos metabolitos, 

cambios en las características de los alimentos, producción de toxinas, etc. Considerando 

estas fases de la curva, el crecimiento mostrado presenta una forma sigmoidal, de allí que los 

modelos desarrollados y aplicados sean para ajustarse a dicha forma (Castro et al., 2008). 

6.2.7.1- Determinación de velocidad máxima de crecimiento (μmáx h-1) 

El modelo de Gompertz fue el primer modelo en ciencia actuarial utilizado para ajustar a un 

modelo a los datos de mortalidad humana y esta ecuación básica se 

considera la ecuación más utilizada para describir el crecimiento microbiano 

en los alimentos en condiciones ambientales controladas y definidas. Esta función se basa 

en la relación exponencial entre una tasa de crecimiento determinada y la densidad de 

población. Se pueden crear modelos secundarios a partir de éste (Arzola-Sotelo, 2013; Castro 

et al., 2008).  

                              𝒚(𝒕) = 𝐴 + 𝐶 exp [− exp (
−(t−M)

B
)]                 (2)                  

Donde: y cuenta microbiana al tiempo t. A, C, M, B son los parámetros de ajuste del 

modelo. A inóculo inicial, C diferencia entre la población inicial y final, B velocidad de 

crecimiento relativa, M tiempo al cual se da B en horas (Ramírez-Barrera, 2011). 

En este trabajo para determinar la tasa de crecimiento máxima se estimó mediante regresión 

no lineal de los datos de biomasa (x) ajustados al modelo de Gompertz de 4 parámetros, 

utilizando el software SigmaPlot 14: 

            𝒚(𝒕) = 𝑦0 + 𝑎 ∗ 𝑒𝑥𝑝[− exp (
−(t−x0)

b
)]               (3) 

 Donde: y(t) cuenta microbiana al tiempo t (h); x0, y0, a, b son los parámetros de ajuste del 

modelo generados en el software mediante regresión no lineal. 

El valor de µmáx (h
-1) se estimó de acuerdo con la siguiente ecuación: 

                                      ((
𝑑

𝑑𝑡
𝑥 (𝑡)) •

1

𝑥(𝑡)
)                                                  (4) 

6.2.7.2.- Determinación de la velocidad de consumo de sustrato (azúcares totales) 

La ecuación que describe el consumo de sustrato (azúcares totales) durante la cinética es 

sigmoidal de 4 parámetros, utilizando el software SigmaPlot 14 y es la siguiente: 
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                                    𝒚(𝒕) = 𝑦0 +
𝑎

1+exp(−
𝑡−𝑐0

𝑏
)
                                     (5) 

Donde a, b, c0 son los parámetros de ajuste del modelo mediante regresión no lineal de los 

datos de azúcares totales (c); y0 contenido inicial de azúcares totales; t es el tiempo (Orozco-

Álvarez et al., 2019).  

El valor de qs (h -1g-1x) se estimó de acuerdo con la siguiente ecuación: 

                                      ((
𝑑

𝑑𝑡
𝑐 (𝑡)) •

1

𝑥(𝑡)
)                                                    (6) 

6.2.7.3.- Rendimiento 

El rendimiento biológico (gbiomasa/gazúcares totales), se determinó utilizando la siguiente ecuación. 

                                                    𝒀𝒙𝒔 =
𝑋𝑚á𝑥−𝑋𝑜

(𝑆𝑜−𝑆𝑓)
                                (7) 

 

Donde Xmáx es la máxima biomasa obtenida experimentalmente; Xo es la concentración 

inicial de biomasa; So la concentración inicial de azúcares totales, y Sf la concentración 

final de azúcares totales (Orozco-Álvarez et al., 2019). 

6.2.8.- Determinación de proteína soluble en NanoDrop-ND1000 

Los SLC obtenidos en las cinéticas de fermentación de los tiempos 0, 3, 6, 9, 12 y 24 h, así 

como los medios de cultivo MRS, M1 y M2 sin inocular y estériles, les fue realizada la 

determinación de proteína soluble en NanoDrop-ND1000, para lo cual primeramente fueron 

concentrados en SpeedVac (Savant SPD2010) en una relación de 5 mL de muestra de SLC 

reducidos a 1 mL. Posteriormente, dichos concentrados fueron diluidos en una relación de 

1:4 con agua destilada estéril, para proceder a tomar lecturas según indicaciones de operación 

del equipo NanoDrop-ND1000 (Figura 4). Obtenidas las lecturas (a 280 nm), se hizo la 

corrección con el factor de dilución.  
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Figura 4 Determinación de proteínas solubles en SLC concentrados en NanoDrop 

6.2.9.- Concentración mínima inhibitoria (CMI) contra Listeria monocytogenes y 

Staphylococcus aureus 

La determinación CMI se hizo en microplacas (Corning® Costar®), acorde a la metodología 

de Wiegand et al. (2008) (Figura 5). 

 

Figura 5 Determinación de CMI en microplaca. 

En lo que corresponde al microorganismo indicador, fue tratado de la siguiente manera: 
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L. monocytogenes y S. aureus fue inoculado (1% v/v) en 5 mL de medio BHI estéril y 

colocado a incubar (Sheldon GI6) a 35 °C durante 24 h, pasado este tiempo, se realizó una 

resiembra nuevamente con 50 μL de suspensión bacteriana ya activa en 5 mL de caldo BHI 

estéril, de nuevo, se incubó a 35 °C durante 6 h, dependiendo el microorganismo indicador 

patógeno, se obtienen diferentes concentraciones al finalizar las 6 h, mostradas en la Tabla 

1. 

Transcurridas las 6 h, todos los microorganismos se diluyeron hasta concentraciones del 

orden 105 UFC/mL, mediante diluciones base 10, utilizando solución salina (0.9% p/v NaCl) 

como diluyente (Pérez-Arauz et al., 2020). 

La concentración de biomasa microbiana inicial (X0) fue de 5 log CFU/mL, los medios de 

cultivo fueron BHI para L. monocytogenes y S. aureus. El volumen de líquido por pocillo en 

placa fue de 220 µL. Las placas fueron incubadas a 35°C, 120 rpm durante 24 h en una 

incubadora con agitación orbital (Barnstead Lab-Line MAX Q 5000, Thermo Scientific) con 

lecturas de absorbancia (545 a 630 nm) a las 0, 18 y 24 h con un Stat Fax 2100 (Awareness 

Technology Inc., FL, EE. UU.). Se incluyeron dos tipos de controles: control biótico (medios 

de cultivo inoculados con el microorganismo, pero sin los SLC de las fermentaciones o Nis); 

control abiótico (medio de cultivo estéril, pero sin microorganismo) (Tabla 2) (“Ver anexo 

VII”) (Trejo-González, 2021).  

 Los experimentos fueron realizados por triplicado.  

Tabla 1  Concentraciones alcanzadas a las 6 h de incubación para los 2 microorganismos 
indicadores usados (Trejo-González, 2021). 

 

 

 

 

 

Microorganismo Indicador UFC/mL 

L. monocytogenes 8.3108 

S. aureus ATCC-25923 5.6  108 
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Tabla 2 Concentración de proteína de sobrenadantes libres de células (SLC) y controles, 
empleados para la determinación de la concentración mínima inhibitoria (CMI) de 
Enterococcus faecium. 

Microorganismo 

Indicador 
Listeria monocytogenes Staphylococcus aureus 

Controles / SLC Concentraciones empleadas (mg/mL) 

Nisina 5, 10, 15, 20, 40, 160 20, 40, 80, 100, 120, 160 

MRS 20, 35 35 

M1 
40 15, 20, 35, 40 

M2 

SLC T0 

5, 10, 15, 20, 35, 40 20, 24, 33, 40 

SLC T3 

SLC T6 

SLC T9 

SLC T12 

SLC T24 
 MRS De Man Rogosa-Sharpe, M1 Medio de cultivo alternativo No.1, M2 Medio de cultivo alternativo No.2 

 
 

     

 6.2.10.- Análisis estadístico de las CMI 

El análisis estadístico de los datos se realizó mediante el análisis de varianza en SPSS v.25.00 

(Chicago, Illinois, EE. UU.). Las medias con una diferencia significativa se compararon 

mediante pruebas de comparación de medios mediante HSD Tukey. Los valores p >0.05 se 

consideraron estadísticamente significativos.  
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6.3.- Resultados y discusiones 
Durante la cinética de crecimiento, un parámetro monitoreado fue el pH, que tiene un efecto 

directo sobre la actividad enzimática de los microorganismos y, por ende, sobre el 

crecimiento celular y la producción de varios metabolitos, como las bacteriocinas, ya que los 

mecanismos que regulan su  producción y actividad es dependiente del pH (Sidooski et al, 

2018). La figura 6, muestra el comportamiento de acidificación del medio de cultivo que se 

produce en los 3 medios de cultivo utilizados: MRS, M1 y M2. Inicialmente, los medios de 

cultivo tuvieron un pH inicial neutro lo más cercano al intermedio de 6.5 a 7. 

En la figura 6 se observa una clara acidificación durante el crecimiento de la BAL en cada 

uno de los medios de cultivo. Los medios M1 y M2 alcanzaron un pH promedio de 5.07 ± 

0.098 y 4.795 ± 0.261, respectivamente. Sin embargo, las formulaciones M1 y M2 no 

acidifican al medio respecto a lo obtenido en el medio control MRS (4.575 ± 0.049 pH). Lo 

anterior, puede deberse a que los medios alternativos M1 y M2 contienen en sus 

formulaciones suero de leche, donde la proteína del mismo se considera que posee una alta 

capacidad amortiguadora (Moreira et al., 2015). Los pH alcanzados en los medios de cultivo 

utilizados coinciden con valores reportados en la literatura para la misma especie, para una 

cepa  aislada de un queso panela y cultivada a condiciones de agitación (no indicadas) a 30°C 

y en medio MRS,  reporta un pH inicial de 6.4 donde al termino 19 h alcanzó un valor de pH 

de 4.6 (Alvarado et al., 2005). Por otro lado, cepas aisladas de pasta de soja fermentada, 

cultivadas a 37°C, sin agitación y en medio MRS reportan valores al final de la cinética de 

24 h de  4.3, 4.5 y 4.7 (Fugaban et al., 2021). 
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Figura 6 Evolución del pH durante la cinética de crecimiento de Enterococcus faecium en 
MRS (medio estándar comercial), y medios alternativos como M1 (suero de leche y melaza 
de caña de azúcar) y M2 (suero de leche y jarabe de maguey) en condiciones de reposo a 
37°C. 

La Figura 7 indica el comportamiento de crecimiento de Enterococcus faecium en los 3 

medios de cultivo empleados con diferentes fuentes de carbono, considerando la 

concentración de biomasa. En la figura se puede notar como las formulaciones de medios de 

cultivo sugeridas en este proyecto tienen mejores rendimientos de biomasa comparadas con 

un medio de cultivo estándar comercial (MRS). Ahora bien, las concentraciones máximas de 

biomasa obtenidas en el medio MRS fueron 0.835 g/L ± 0.161, en el medio M1 1.389 g/L ± 

0.244 y en M2 1.501 g/L ± 0.411, posicionando con mejores rendimientos de biomasa 

generadas a estos dos últimos. A este análisis, las muestras obtenidas fueron “corregidas” 

con un tubo procesado como lo indica la metodología, con medio de cultivo alternativo sin 

inocular, precisamente para descartar partículas que pudieron quedar suspendidas en la 

solución, debido al origen de los ingredientes alternativos que conforman a los mismos. El 

resultado que arroja la determinación de la concentración de biomasa, primeramente, es el 

comportamiento de crecimiento de la BAL, sin embargo, también permite visualizar la 
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capacidad que tuvo la bacteria para desarrollarse en el medio propuesto, lo cual se puede 

apreciar por las curvas obtenidas con las distintas fases de crecimiento de una BAL como E. 

faecium. Por ello, aunque el medio MRS es un medio estándar de uso en laboratorios para su 

crecimiento, los medios sugeridos en este proyecto tuvieron resultados bastante interesantes, 

por el hecho de contener en su formulación productos y subproductos de la agroindustria en 

México como la melaza de caña de azúcar, el suero de leche y el jarabe de maguey.  El hecho, 

de que la cepa de Enterococcus faecium haya tenido un buen desarrollo en estos medios 

alternativos puede atribuirse principalmente a que dado el origen de la cepa utilizada es de 

una fuente láctea como lo es el queso Cotija, albergue genes específicos que se relacionen 

con la ruta del metabolismo de la lactosa, facilitando el transporte intracelular y la utilización 

de la lactosa extracelular (Sosa et al., 2021). 

En un trabajo previo utilizando Enterococcus faecium  pero a condiciones distintas (30°C, 

estático y 5% de inóculo v/v) y solo en el medio MRS utilizando el método de superficie 

respuesta (RSM), se obtuvieron resultados de 0.16 ± 0.01 g/L en peso seco y 2.25 ± 0.11 g/L 

para el medio MRS optimizado (Qiao et al., 2019). Aún con las diferencias en cuanto a 

medios optimizados o alternativos, podemos sugerir que Enterococcus faecium es una cepa 

que mejora su capacidad de producción de biomasa si se le mejoran condiciones del medio 

de cultivo donde se desarrolle.  
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Figura 7 Perfil de fermentación de crecimiento de Enterococcus faecium (g/L) durante 24 h 
en condiciones de reposo a 37°C en medio MRS (medio estándar comercial), y medios 
alternativos como M1 (suero de leche y melaza de caña de azúcar) y M2 (suero de leche y 
jarabe de maguey). 

La naturaleza de los ingredientes en los medios formulados es distinta (Figura 8), por ello se 

determinó el comportamiento que tuvo la BAL para el consumo de azúcares totales 

disponibles.  
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Figura 8  Principales fuentes de carbono en los medios de crecimiento utilizados para 
Enterococcus faecium: a) glucosa (NEUROtiker, s/f-a),  b) lactosa (Yikrazuul, s/f) , c) sacarosa 
(NEUROtiker, s/f-b) e d) inulina (Timin, s/f). 

 

 

 

                                               

 

                    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                                                         

En la Figura 9 se presentan las cinéticas de consumo de la fuente de C, determinadas mediante 

la prueba de azúcares totales, con ello, se denota que, en los 3 medios de cultivo empleados, 

no hubo un consumo total de azúcares menos del 50%.  Enterococcus faecium tuvo un 

consumo de azúcares totales iniciales de 22.813 g/L ± 2.77 a 11.952 g/L ± 3.92 finales, que 

es un aproximado del 47.6% consumido en el medio de cultivo MRS, para el M1 los azúcares 

totales iniciales fueron de 17.496 g/L ± 1.78 hasta 9.337 g/L ± 2.26 al final de la cinética, 

dando un consumo aproximado del 46.6%. Por último, en lo que refiere al M2, los azúcares 

a) b) 

c) 
d) 
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iniciales del medio fueron 18.874 g/L ± 1.76 finalizando en 12.012 g/L ± 3.04 dando un 

consumo aproximado del 36.3%. De acuerdo con reportes para la BAL Lactobacillus 

acidophilus AA11 por (Abo-Amer, 2010) en prueba de diez fuentes de carbono: sacarosa, 

glucosa y lactosa fueron fuentes de carbono ideales para el crecimiento bacteriano. En este 

sentido, el medio MRS tiene en su composición la glucosa como principal fuente de C, el M1 

tiene una combinación de lactosa y sacarosa, al tener como fuentes de C el suero de leche y 

la melaza de caña de azúcar, principalmente (Bali et al., 2014; Parascanu et al., 2021). El M2 

tiene en lugar de melaza de caña de azúcar, la combinación de suero de leche con jarabe de 

maguey, donde las principales fuentes de C serían la lactosa y los fructooligosacáridos 

(Alcocer et al., 2014; Bali et al., 2014). Considerando que la BAL de este proyecto es de 

origen lácteo y que no tendría “problema” en metabolizar la lactosa (Sosa et al., 2021), los 

azúcares como la glucosa, sacarosa y fructooligosacáridos, podrían tener incidencia en el 

consumo de los azúcares disponibles en el medio de cultivo. La figura 9, muestra claramente 

como la BAL en el medio MRS tiene un mejor aprovechamiento del consumo de azúcares, 

atribuido principalmente a la consideración que hay sobre la glucosa como la principal fuente 

de carbono por todos los microorganismos, dado a su tamaño, rápida absorción, utilización 

y conversión de energía celular (Choi et al., 2011). Sin embargo, las BAL han demostrado 

tener capacidad para metabolizar diferentes fuentes de carbono basándose en la actividad de 

enzimas especificas en la degradación de diferentes fuentes de carbono. Implicando 

principalmente tres clases de enzimas en la formación e escisión de enlaces glucósidos, como 

las enzimas catabólicas, las sacarosa hidrolasas y fosforilasas y las glicosiltransferasas 

biosintéticas de glicosil nucleótidos, responsables de la síntesis de carbohidratos  (Choi et al., 

2011; Jawan et al., 2020). En este sentido, el medio M1 cuenta con sacarosa compuesta por 

glucosa unida a fructosa mediante un enlace glicosídico y el M2 posee fructooligosacáridos, 

que al ser jarabe de maguey posiblemente sean en mayor parte inulina, entonces estas 

moléculas de carbohidratos estarían compuestas por monómeros de fructosa con muy pocos 

residuos de glucosa que casi siempre están al final de la cadena; también se les conoce como 

fructanos. Se hace mención de que sean en su mayoría inulina, dado a que en este tipo de 

fructosas se presenta una unión predominante o exclusiva a través del enlace β-(2-1)-

fructosil-fructosa y una glucosa terminal con enlace α-(1-2)-(D-glucopiranosil) recibiendo el 

nombre genérico de inulina. Donde las unidades pueden variar entre pocas o hasta 70 

unidades (Alcocer et al., 2014; Choi et al., 2011). Además, dicha información arrojada en 

este análisis proporciona herramientas para realizar el cálculo del rendimiento y velocidad 

de consumo de sustrato (azúcares totales). En un trabajo donde se midió el consumo de la 

fuente de C pero con los azúcares reductores para la cepa Leuconostoc mesenteroides en el 

medio de cultivo empleado MRS y un medio de cultivo alternativo a base de polvo de harina 

de pescado, solo se muestrearon los caldos estériles y el sobrenadante libre de células del 

último tiempo de la cinética , donde en el primero se consumió apenas más de un tercio y en 
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el segundo más de la mitad de la fuente disponible de carbono (Sosa et al., 2021). Este tipo 

de análisis proximales que permiten identificar el comportamiento del consumo de la fuente 

de C (azúcares totales) (Dubois et al., 1956), la cual es de importancia para el crecimiento de 

cepas productoras de bacteriocinas, ya que es un factor que influye en el precio comercial de 

las mismas aunado a los métodos de purificación que sean requeridos. Es por ello que las 

investigaciones sobre el uso de fuentes de carbono baratas, generadas a partir de residuos 

agroindustriales o agrícolas como la melaza de caña de azúcar (Garmasheva & Oleschenko, 

2023) y  suero de leche (Schirru et al., 2013), podrían proporcionar una manera de reducir 

los costes de producción de las bacteriocinas, a la par de una reducción de contaminantes al 

medio ambiente (Garsa et al., 2014; Schirru et al., 2013). 

 

 
Figura 9 Perfil del consumo de azúcares totales durante la cinética de crecimiento de 
Enterococcus faecium en condiciones de reposo a 37°C en medio de cultivo MRS (medio 
estándar comercial) y medios alternativos como M1 (suero de leche y melaza de caña de 
azúcar) y M2 (suero de leche y jarabe de maguey). 
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6.3.1.- Rendimiento, velocidad de crecimiento máxima y velocidad de consumo de sustrato 

(azúcares totales) 

En la Tabla 3 se hace una síntesis de los resultados con base en los estudios anteriormente 

desarrollados de manera experimental. Para los datos de concentración de biomasa y del 

consumo de sustrato (azúcares totales) fueron ajustados al modelo Sigmoidal de Gompertz 

de 4 parámetros  y Sigmoidal de 4 parámetros, respectivamente para cada caso, mediante el 

programa SigmaPlot v.14, obteniéndose coeficientes de acuerdo al medio de cultivo 

empleado, para la concentración de biomasa en MRS la  R2=0.9911, M1 la R2=0.9975, M2 

la R2=0.9972 y para el consumo de azúcares totales en  MRS la R2=0.9994, M1 la R2=0.9969, 

M2 la R2=0.9977 (“Ver anexo V”). Posteriormente, los coeficientes obtenidos fueron 

asociados con la Ec. (4) y Ec. (6) para concentración de biomasa y consumo de sustrato 

(azúcares totales), respectivamente, mediante el programa MathCAD Prime 7.0.0.0, para 

determinar las evoluciones de la velocidad específica de crecimiento (µ=
𝑑𝑋

𝑑𝑡
•

1

𝑋
 ; h¯¹) y de 

velocidad específica de consumo de azúcares totales (qs=−(
𝑑

𝑑𝑡
𝑐(𝑡) •

1

𝑥(𝑡)
); 

𝑔 𝑎𝑧ú𝑐𝑎𝑟 𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙

𝑔 𝑏𝑖𝑜𝑚𝑎𝑠𝑎
• h-

1). Para el rendimiento final se empleó la Ec. (7).    

Tabla 3 Parámetros obtenidos en cinéticas de fermentación de Enterococcus faecium con 
los distintos medios de cultivo evaluados: MRS como medio control y medios alternativos 
como M1 (suero de leche y melaza de caña de azúcar) y M2 (suero de leche y jarabe de 
maguey). 

BAL 
Medio de  

cultivo 

Velocidad específica de: Rendimiento 
final 

 

Crecimiento 
máximo  

(µmáx)  

Consumo máximo 
 de azúcares totales  

(qs) 

h¯¹ 

 

   

Enterococcus  
faecium 

MRS 0.45  4.73 0.07 

M1 1.12  7.08 0.16 

M2 1.25  2.06 0.21 

 

 

 

 

 

𝑔 𝑎𝑧ú𝑐𝑎𝑟 𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙

𝑔 𝑏𝑖𝑜𝑚𝑎𝑠𝑎
•h¯¹ 

𝑔 𝑏𝑖𝑜𝑚𝑎𝑠𝑎

𝑔 𝑎𝑧ú𝑐𝑎𝑟 𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙
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Como ya se presentó anteriormente, las fermentaciones exhibieron cinéticas de crecimiento 

bacteriano y consumo de azúcares con diferencias interesantes respecto al medio control 

MRS (Figura 10 y 11). Enterococcus faecium presentó en medio de cultivo MRS una µmáx 

de 0.45 h-1, qs de 4.73  
𝑔 𝑎𝑧ú𝑐𝑎𝑟 𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙

𝑔 𝑏𝑖𝑜𝑚𝑎𝑠𝑎
• h-1 y un rendimiento final de 0.07  

𝑔 𝑎𝑧ú𝑐𝑎𝑟 𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙

𝑔 𝑏𝑖𝑜𝑚𝑎𝑠𝑎
 . De 

primera instancia, podemos apreciar una diferencia notoria del MRS con los medios 

sugeridos en este proyecto, sin embargo, se encuentran resultados similares entre los mismos. 

Para el medio de cultivo M1 se obtuvo una µmáx de 1.12 h-1 y un rendimiento final de 0.16   
𝑔 𝑎𝑧ú𝑐𝑎𝑟 𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙

𝑔 𝑏𝑖𝑜𝑚𝑎𝑠𝑎
 , mientras que para el M2 los resultados son una µmáx de 1.25 h-1 y un 

rendimiento final de 0.21  
𝑔 𝑎𝑧ú𝑐𝑎𝑟 𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙

𝑔 𝑏𝑖𝑜𝑚𝑎𝑠𝑎
. La diferencia encontrada mayor fue entre los medios 

alternativos fue en el qs donde para M1 fue de 7.08  
𝑔 𝑎𝑧ú𝑐𝑎𝑟 𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙

𝑔 𝑏𝑖𝑜𝑚𝑎𝑠𝑎
•  h¯¹  y para el M2 fue 2.06 

𝑔 𝑎𝑧ú𝑐𝑎𝑟 𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙

𝑔 𝑏𝑖𝑜𝑚𝑎𝑠𝑎
• h-1 (“Ver anexo VII”). Estos resultados nos indican que la BAL tiene una mejor 

tasa máxima de crecimiento especifica en los medios alternativos M1 y M2, al igual que un 

rendimiento final similar, que nos sugiere una conversión eficiente de la energía en biomasa 

, pero a pesar de la eficiencia obtenida hay un valor bajo en qs , pudiéndose explicar en que 

la BAL presenta mayor dificultad para hidrolizar los azúcares contenidos en el M2, 

principalmente los atribuidos al jarabe de maguey (fructooligosacáridos del jarabe de 

maguey), comparados con el M1 a base de suero de leche y melaza de caña de azúcar (lactosa 

y sacarosa) (Díaz-Ruiz et al., 2003). Otros trabajos han reportado valores para rendimiento 

en la especie Enterococcus más específicamente E. faecalis SLT13 a condiciones de 30°C, 

100 rpm y biorreactor, con medios de cultivo de M17 que contenía glucosa como principal 

fuente de C o en suero de queso hidrolizado de papaína (lactosa). En un volumen de trabajo 

de 2 L con M17 el valor fue de 0.142 h-1, en el medio de suero de queso para un volumen de 

trabajo de 2 L se obtuvo 0.069 h-1 y para 20 L de volumen de trabajo 0.074 h-1, en este trabajo 

los autores sugieren que la relación de carbono/nitrógeno de este último medio de cultivo 

favoreció más la producción de ácido láctico (dado que hicieron la determinación y los 

valores fueron mayores al M17) que para el crecimiento de biomasa (Ziadi et al., 2020). 
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Figura 10 Tasa de crecimiento máxima específica (µmáx) de Enterococcus faecium en los medios 
evaluados MRS, M1 y M2 de acuerdo con la Ec. (4) 

Figura 11 Consumo de azúcares totales (qs) de Enterococcus faecium en los medios evaluados 
MRS, M1 y M2 de acuerdo con la Ec. (6) 
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6.3.4.- Determinación de proteína soluble en NanoDrop 

Las fuentes de nitrógeno son necesarias para todos los procesos de crecimiento biológico, 

especialmente en la síntesis de proteínas celulares y la producción de ácidos nucleicos, al 

igual que para el metabolismo bacteriano. En este sentido, tienen un gran impacto sobre la 

producción de bacteriocinas (Jawan et al., 2020; Sidooski et al., 2018). La determinación de 

proteínas en los SLC nos permite conocer de alguna manera la cantidad de proteína que 

podría relacionarse con una producción de bacteriocinas durante la cinética, dada la 

naturaleza proteica de estas (Sidooski et al., 2018; Sosa et al., 2021). La Figura 12 muestra 

las concentraciones encontradas en el SLC en cada momento del muestreo durante la cinética 

de Enterococcus faecium, para MRS se encontraron las mayores concentraciones de proteína 

tanto para el valor mayor como para el valor mínimo en comparación a los demás medios de 

cultivo empleados, con 25.58 mg/mL ± 3.79 (T0) y 20.49 mg/mL ± 8.26 (T12), 

respectivamente, no encontrándose diferencias significativas entre los tiempos muestreados 

(letra a). En el M1, el valor mayor obtenido es 20.56 mg/mL ± 1.76 (T3) y el valor mínimo 

es de 15.35 mg/mL ± 3.62 (T24), donde se obtuvieron diferencias significativas, siendo el 

T24 (letra a) donde se encuentra la menor concentración de proteínas en SLC; los T0 y T3 

presentan la mayor concentración de proteína (letra b) entre los tiempos muestreados. Para 

el M2 el valor máximo de proteína obtenido es 19.84 mg/mL ± 1.97 (T0) y el valor mínimo 

es de 13.39 mg/mL ± 1.53 (T24), donde se obtuvo diferencia significativa al resultar T24 el 

SLC con menor concentración de proteína (letra a); T0 y T3 con la mayor cantidad de 

proteína en el SLC (letra c). El que no sea apreciable un descenso drástico en la concentración 

de proteína pese a las diferencias significativas encontradas entre los tiempos evaluados en 

los distintos medios de cultivo MRS, M1 y M2, posiblemente se deba a la cantidad de 

aminoácidos y péptidos encontrados en estos medios de cultivo, necesarios para el 

crecimiento celular que es relacionado con la producción de bacteriocinas (Sidooski et al., 

2018).  
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a,b,c Letras minúsculas diferentes indican diferencia estadística significativa p<0.05, por efecto del 

tiempo de fermentación transcurrido en cada muestra sobre la concentración de proteína soluble 

(mg/mL). 

 

Figura 12 Proteína soluble obtenida en lecturas a 280 nm en NanoDrop en los 
sobrenadantes libres de células concentrados en SpeedVac de los tiempos 0, 3, 6, 9, 12 y 24 
h de la cinética con Enterococcus faecium.  
 

6.3.5.- Concentración mínima inhibitoria (CMI) 

En la Tabla 4 se muestran los resultados para la CMI de la BLIS para Listeria monocytogenes 

y Staphylococcus aureus. Donde los resultados son expresados de manera cuantitativa, así 

podremos notar que donde se obtuvo la CMI, tanto en controles utilizados y SLC, además de 

la diferencia significativa encontrada al someter los resultados obtenidos en la CMI al 

programa SPSS.v.25.00, donde se realizó la prueba HSD Tukey tanto los controles con SLC, 

así como las concentraciones utilizadas en las CMI (Ver “Anexo 5”).  
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Tabla 4 Concentración mínima inhibitoria encontrada en los controles utilizados y en los 
sobrenadantes libres de células de Enterococcus faecium obtenidos durante la 
fermentación los medios MRS, M1 y M2 para los microorganismos patógenos Listeria 
monocytogenes y Staphylococcus aureus. 

Patógeno 
Medio de 

cultivo 

Concentración 
mínima 

inhibitoria 
(CMI) 

(mg/mL) 

Control 

Concentración 
mínima 

inhibitoria 
(CMI) 

(mg/mL) 

Sobrenadantes libres de 
células (SLC) 

Listeria 
monocytogenes 

MRS 

20 

Nisinaa 20 T9a, T12a, T24a 

M1 Nisinaa 40 T24ab 

M2 Nisinaa 5 T9a, T12a 

Staphylococcus 
 aureus 

MRS 80 Nisinaa 20  T12b 

M1 20 M1a 40 T0b, T9b, T24b 

M2 40 M2ab 40  T0c 
 a,b,c Letras minúsculas diferentes en la misma fila indican diferencia estadística significativa p<0.05, por efecto 

de la CMI en el/los controles/SLC evaluados del medio de cultivo y microorganismo patógeno. 
 

En este sentido, para L. monocytogenes en el medio MRS su CMI se encontró para el control 

en nisina a 20 mg/mL y en los SLC en los T9, T12, T24 también a 20 mg/mL, donde al 

someter a la prueba HSD Tukey se indica que no hay diferencia significativa al utilizar la 

nisina o los sobrenadantes de los tiempos antes descritos a razón de 20 mg/mL Para el M1 su 

CMI se encontró que la nisina a 20 mg/mL no tiene diferencia significativa respecto al control 

negativo, sin embargo para los SLC se obtiene que al T24 no se obtiene una diferencia 

significativa a 40 mg/mL respecto al control negativo o al empleo de la nisina a 20 mg/mL. 

Lo que respecta al M2, es que la CMI se encuentra en control a 20 mg/mL, pero en SLC en 

los tiempos T9 y T12 a 5 mg/mL sin tener una diferencia significativa mostrada en letra, 

respecto al control utilizado que mostró la CMI. Con base en esta información, podemos 

apreciar como la CMI menor se encuentra con el M2 y en el SLC T9 y T12. Esto, nos indica 

en primera instancia que existe una producción de una BLIS como las bacteriocinas, 

concordante con lo reportado en investigaciones que reconocen que la producción de 

bacteriocinas anti-listeria es una característica común que comparte este grupo de BAL, lo 

cual puede atribuirse y acentuarse a la estrecha relación filogenética de Enterococcus. Los 

péptidos antimicrobianos que estos producen se conocen como enterocinas (Gupta et al., 

2010).  

De igual manera, es importante mencionar que se tuvieron resultados como el MRS donde el 

uso de nisina, con los SLC obtenidos de la fermentación no tuvo diferencias significativas. 

En el M1, en cambio se tiene que la nisina a 20 mg/mL y el SLC T24 con 40 mg/mL se 

encuentran catalogados en el mismo subconjunto (ab), no teniendo diferencia significativa 
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relevante respecto al control negativo (a). Recordemos que la nisina es una bacteriocina 

obtenida de las BAL (Rathod et al., 2022).  

Para el caso de Staphylococcus aureus, el panorama es un tanto distinto, en el medio MRS 

su CMI es de 80 mg/mL con nisina en controles (letra a) y aunque con diferencia significativa 

(letra b), se encuentra el SLC T12 con la CMI a 20 mg/mL En el M1 en los controles el M1 

a 20 mg/mL tiene la CMI (letra a), con diferencia significativa respecto a los SLC de los T0, 

T9 y T24 (letra b) a 40 mg/mL. Y para el M2 se obtuvo para los controles la CMI en el M2 

a 40 mg/mL (letra ab) sin diferencia significativa respecto al control negativo, pero en el caso 

de los SLC la CMI se posiciona como “el mejor “el T0 (letra c) a 40 mg/mL. Los casos donde 

el M1 y M2, tienen la “mejor” CMI puede deberse a que los SLC y controles de los medios 

de cultivo empleados fueron concentrados a una relación 5:1, con ellos el M1 y M2 tienen 

una saturación de azúcares, por lo cual no hubo crecimiento del indicador patógeno, 

derivando en que la concentración excesiva del sustrato natural conduce a altas 

concentraciones de carbohidratos, lo que aumentará la presión osmótica que cambia o 

destruye las capacidades de las cepas para transportar y metabolizar cada componente (Wang 

et al., 2021). Además, lo que respecta a Staphylococcus aureus, se podría deducir por lo 

obtenido que esta cepa, es una cepa resistente al empleo de nisina y SLC probados, dado que 

no lograron inhibir su crecimiento. Cabe destacar, que el hecho de que en el análisis de la 

CMI no se hayan encontrado diferencias significativas con respecto a la nisina es valioso, 

dado que la nisina se utilizó como un control por ser un péptido originado principalmente por 

la BAL Lactococcus lactis subsp. lactis producido en la actualidad a escala industrial, que 

tiene aplicaciones en el ámbito alimenticio, sin embargo, como se ha mencionado 

anteriormente, los diferentes factores que afectan la producción y purificación de péptidos 

antimicrobianos son elevados respecto a los costos (Khelissa et al.,2020).  

En la mayor parte de los trabajos reportados, se utiliza como prueba antimicrobiana el método 

de dilución crítica (Alvarado et al., 2005) donde se visualizan zonas de inhibición en una caja 

Petri, en su mayoría expresadas en UA/mL, que no es más que expresar el recíproco de la 

dilución más alta que produce una zona de inhibición definida en una placa de agar inoculada 

con un microorganismo indicador (Cardoso, 2012). En este proyecto se empleó como prueba 

antimicrobiana la concentración mínima inhibitoria (CMI), donde el principal objetivo es la 

determinación de la concentración más baja del agente antimicrobiano analizado  (Wiegand 

et al., 2008). En este sentido, el punto de comparación y referencia sería el tiempo donde se 

ha reportado actividad antimicrobiana, en las investigaciones donde no se haya aplicado la 

misma metodología desarrollada en este proyecto. Ahora bien, para cepas de Enterococcus 

faecium, aisladas de algún producto lácteo se han reportado tiempos de producción de 

bacteriocina de 18 h en medio MRS, a 30°C sin agitación y con actividad vs L. 

monocytogenes (Elotmani et al., 2002). Otro estudio reporta para MRS, a 30 °C y con 

agitación (300 rpm)  la producción de BLIS desde las 4 h permaneciendo hasta las 19 h, 

donde dichos SLC tienen actividad vs L. monocytogenes (Alvarado et al., 2005).Un estudio 
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con medios alternativos a base de melaza de caña de azúcar como ingrediente en su 

formulación reporta cepas de Enterococcus faecium con actividad contra Listeria 

monocytogenes y Staphylococcus aureus (Garmasheva & Oleschenko, 2023). Otros trabajos, 

reportan a la lactosa como fuente de carbono más adecuada para la producción de la BLIS , 

producida su mayor actividad después de las 9 h con una menor capacidad de inhibición 

después de 14 h y con actividad contra L. monocytogenes (Aguilar-Galvez et al., 2011). Cabe 

mencionar que existen reportes publicados que señalan que no hay actividad antimicrobiana 

de SLC de  Enterococcus faecium para Listeria  monocytogenes  y Staphylococcus aureus 

(Sosa et al., 2021) en medios como MRS y alternativos con suero de leche y un residuo de la 

industria cervecera llamado trub caliente, pese a existir un buen desarrollo de crecimiento de 

la BAL. Lo cual puede justificarse con que la tasa de crecimiento no se correlaciona con la 

síntesis de bacteriocinas de igual manera en todas las cepas productoras (Garmasheva & 

Oleschenko, 2023).  

Por otra parte, en cuanto a la CMI hay reportes de E. faecium para Listeria  monocytogenes 

de 10 mg/mL y Staphylococcus aureus de 25 mg/mL en medio comercial MRS (Ankaiah et 

al., 2017). En este proyecto, se obtuvo para Listeria monocytogenes una CMI de 5 mg/mL, 

menor a la que reporta dicha investigación, pero lo más interesante es que fue obtenida en un 

medio alternativo M2 con base de suero de leche y jarabe de maguey en su formulación. Lo 

que respecta al MRS, nosotros obtuvimos una CMI 20 mg/mL, el doble a la que ellos 

reportan. Sin embargo, para el caso de Staphylococcus aureus, la CMI obtenida en este 

proyecto de 80 mg/mL es mayor a la reportada en su trabajo de investigación, utilizando el 

mismo medio de cultivo MRS para el desarrollo de la BAL. Cabe mencionar, hay escasas  

publicaciones que relacionen para el género de Enterococcus  en medios formulados que 

contengan aguamiel, miel o jarabe de maguey y/o agave con propósito de producción de 

bacteriocinas, entre lo reportado se encuentra el uso de fructooligosacáridos (comerciales) 

con cepas como Enterococcus durans l28-1 y Enterococcus faecium MR006, entre otras BAL 

para analizar los efectos de estos oligosacáridos y otros tipos de carbohidratos en el 

crecimiento y la producción de bacteriocinas, donde se obtuvo que para las cepas Lac. 

animalis C060203, E. durans L28-1 y E. faecium MR006 se obtuvo un mayor número de 

células con dextrosa, aunque una mayor producción de bacteriocinas con los 

fructooligosacáridos, aunque esta producción fue menor en comparación con otras cepas 

empleadas en dicho experimento como L. lactis ssp., Lactis C101910 y lactococcus sp. 

GM005, aunque no mencionan contra que microorganismos patógenos realizaron su prueba 

antimicrobiana (Chen et al., 2007). Sin embargo, entre lo poco reportado, la mayoría es sobre  

la inulina de fuentes como agave y  achicoria, principalmente,  para efectos de capacidad 

probiótica de esta cepa y otras como Lactobacillus salivarius (Ayala-Monter et al., 2018), 

con bacterias ácido lácticas como P. pentosaceous y A. viridans  como fuentes de C para la 

producción de ácidos grasos de cadena corta (Díaz-Vela et al., 2012) o de aislamiento de 

cepas de aguamiel de Agave salmiana para estudiar su capacidad probiótica (Castro-

Rodríguez, 2013).  
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6.4.- Conclusiones 
Con relación a desarrollo, consumo de azúcares totales y actividad antimicrobiana de la 

bacteria ácido-láctica, Enterococcus faecium, aislada de queso Cotija, un queso de origen 

mexicano, en el progreso de esta investigación se concluye lo siguiente: 

• En fermentaciones realizadas a nivel laboratorio en condiciones de reposo a 37 °C, 

se demostró que los medios alternativos propuestos en esta investigación  a base de 

suero de leche con melaza y/o suero de leche con jarabe de maguey, permitieron el 

crecimiento de la BAL Enterococcus faecium con la producción de sustancias con 

actividad antimicrobiana BLIS, principalmente con actividad anti-listerial, lo que 

conlleva a que estos medios de cultivo sean una posibilidad de sustitución de medios 

de cultivo estándar como el caldo MRS, que tienen costos elevados que inciden en 

incrementos en los procesos de  producción de péptidos antimicrobianos. 

• El consumo de carbohidratos fue muy parecido entre los tres medios utilizados. 

• Tanto el medio M1 y M2 producen BLIS, la cual tiene diferente CMI contra las 

bacterias indicadoras. 
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7.-Capítulo III 

Streptococcus infantarius 

7.1.- Introducción 
El género Streptococcus incluye varias especies, notablemente diferentes en su 

comportamiento, aplicaciones, virulencia y seguridad. Taxonómicamente Streptococcus 

infantarius subsp. infantarius perteneciente al grupo Streptococcus bovis, que incluye varias 

especies de patógenos, sin embargo, se ha encontrado como especie predominante en algunos 

productos lácteos africanos que son ampliamente consumidos y considerados seguros. 

Sreptococcus infantarius subsp. infantarius es una BAL reportada por primera vez en la 

literatura científica por Bouvet et al. (1997). Se caracteriza por ser un coco Gram positivo, 

que se presenta en pares o en cadenas cortas; las células son inmóviles, facultativamente 

anaerobios, no esporulados y catalasa negativa. Cuando se cultivan en agar sangre, las 

colonias son circulares, de 1 mm de diámetro y con actividad α-hemolítica. El crecimiento 

mejora en una atmósfera de 5% de CO2. S. infantarius y S. gallolyticus son especies 

dominantes a nivel mundial en el microbiota de los productos alimentarios que han sido 

fermentados, especialmente en aquellos que se fermentan de manera espontánea. Pero, 

aunque la mayoría de Streptococcus spp. se identifican como bacterias patógenas, especies 

como S. thermophilus son consideradas una bacteria “generalmente reconocida como segura” 

(GRAS) por la FDA (Food and Drug Administration) y usada para la producción de 

alimentos a nivel industrial (Dos Santos et al., 2020; García-Curiel, López-Cuellar et al., 

2021; Özkan et al., 2021). 

Las bacteriocinas producidas por Streptococcus pueden tener aplicaciones atractivas debido 

a su potencial espectro antimicrobiano, posiblemente en ramas como la biomedicina. Las 

mutacinas que son péptidos antimicrobianos de clase I (residuos de lantionina) y clase 

II (aminoácido no modificado) producidos por la bacteria Streptococcus mutans y que 

representa casi el 40 % de las bacteriocinas que se han purificado y caracterizado a partir 

de especies de Streptococcus. Estos péptidos tienen un amplio 

espectro antibacteriano y tienen aplicaciones farmacológicas potenciales (García-Curiel et 

al., 2021). 

7.2.- Materiales y métodos 

7.2.1.- Microorganismos 

• Streptococcus  infantarius (S. infantarius), aislada del Pozol y proporcionada por las 

Dras. Carmen Wacher Rodarte y Gloria Díaz Ruiz de la Facultad de Química de la 

UNAM (Mendoza-Mendoza, 2012). S. infantarius fue conservada en viales de 1.5 

mL (20% v/v glicerol, 80% v/v caldo MRS) a -72 °C (Ultracongelador REVCO). Para 

su activación, se descongeló un vial con el cual se inocularon 5 mL de caldo de Man-
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Rogosa-Sharpe (MRS) estéril (1% v/v), dándole un periodo de incubación de 24 h a 

37°C. 

• Listeria monocytogenes (L. monocytogenes), proporcionada por el Laboratorio estatal 

de salud pública del estado de Hidalgo y Staphylococcus aureus (S. aureus) ATCC-

25923, ambas conservadas a -72 °C (Ultracongelador REVCO) cada una en viales de 

1.5 mL (20% v/v glicerol, 80% v/v caldo BHI). Para su activación, se descongeló un 

vial y en 5 mL de caldo BHI estéril se inoculó (1% v/v), dando un periodo de 

incubación de 24 h a 35°C. 

7.2.2.- Medios de cultivo 

Para la preparación de viales de conservación y activación de microorganismos se usó caldo 

de Man-Rogosa-Sharpe para la BAL y caldo Infusión Cerebro Corazón (BHI) para Listeria 

monocytogenes y Staphylococcus aureus ATCC-25923. 

Para las fermentaciones se usaron los siguientes medios de cultivo:  

1) Caldo de Man-Rogosa-Sharpe (MRS) (BDTM DIFCO, Francia). 

2) Medio 1 (M1):  Caldo soya tripticaseína (BD Bioxon® México) 5 g/L, extracto de 

carne (BD Bioxon® México)10 g/L, extracto de levadura (BD Bioxon® México) 5 

g/L, melaza (Ingenio azucarero: San José de Abajo, Veracruz, México. Zafra 2021-

2022) 5 g/L, pharmamedia (Traders Protein, USA.) 1g/L, proflo (Traders Protein, 

USA.) 1g/L, suero de leche en polvo (Food Technologies Trading S.A. de C.V, 

México) 15 g/L y Tween 80 (Hycel, México) 1g/L. 

1) Medio 2 (M2):  Caldo soya tripticaseína (BD Bioxon® México) 5 g/L, extracto de 

carne (BD Bioxon® México)10 g/L, extracto de levadura (BD Bioxon® México) 5 

g/L, jarabe de maguey (Botánica tradicional, México) 5 g/L, Pharmamedia (Traders 

Protein, USA.) 1g/L, Proflo (Traders Protein, USA.) 1g/L, suero de leche en polvo 

(Food Technologies Trading S.A. de C.V, México) 15 g/L y Tween 80 (Hycel, 

México) 1g/L. 

7.2.3.- Reactivos químicos: 

Hidróxido de sodio (NaOH) (Química Meyer, México), fenol, ácido sulfúrico concentrado 

(H2SO4) (J.T. Baker®, México), Cloruro de sodio (NaCl) (J.T. Baker®,México), Nisaplin® 

(N) (DANISCO, Reino Unido). 

7.2.4.- Metodología para la producción de Streptococcus infantarius 

Se prepararon 500 mL de caldo MRS según indicaciones del fabricante, M1 y M2 se y se 

ajustó el pH (Microprocesador Hanna pH 211) a uno cercano a 7 con NaOH 5 M. 

Posteriormente se inocularon con la cepa de S. infantarius (1% v/v) con 24 h de activación 

(Figura 14). Una vez inoculado el medio de cultivo a utilizar, se homogenizó y distribuyó en 
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tubos de centrífuga de 50 mL (Corning®) estériles hasta los 40 mL de capacidad, mismo que 

fue incubado (Sheldon, GI6) a 37°C, sin agitación durante 24 h. Los experimentos fueron 

hechos por duplicado. 

Durante la cinética de fermentación, se tomaron 2 tubos de centrífuga, considerando los 

tiempos para muestrear y procesar cada par de tubos desde el tiempo de 0 h, continuando con 

los tiempos 3, 6, 9, 12 h y concluyendo con el tiempo 24 h. A dicho par de tubos se le realizó 

durante el procesamiento de muestras en la cinética la medición de pH, densidad óptica, 

concentración de biomasa y a los sobrenadantes libres de células (SLC) obtenidos la actividad 

antimicrobiana y la determinación de azúcares totales por el método de fenol-sulfúrico 

(Dubois et al., 1956). 

 
Figura 13 Matraz inoculado con Streptococcus infantarius. 

 

7.2.5.- Concentración de biomasa 

Muestras de 40 mL de cada tiempo evaluado fueron inicialmente cometidas a un tratamiento 

térmico (1024 Shaking Water Bath Foss Tecator) a 80°C por 10 min y posteriormente 

centrifugadas a 6000 rpm, 4°C durante 20 min (Centrifuga refrigerada Hermle Z323K), al 

pellet de biomasa obtenido se le realizaron dos lavados con solución NaCl (0.9 % p/v) y se 

centrifugaron a 6000 rpm, 4°C durante 15 min. Posteriormente el pellet obtenido se llevó a 

peso seco (100 °C, 24 h) en un horno de convención (Drying Oven DHG-9075A). 

La concentración de biomasa se calculó usando la siguiente ecuación: 

                                                             𝑥 = ((𝑃𝑡 + 𝑥) − 𝑃𝑡)/𝑉𝑚                          (1)                

Donde x es la concentración de biomasa (g/L). Pt es el peso del tubo (g), Pt+x es el peso 

del tubo más biomasa (g) y Vm el volumen de la muestra (L). Esos datos se graficaron en 
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función del tiempo. El sobrenadante libre de células (SLC) se conservó para ensayos de la 

actividad antimicrobiana (AaM) y el contenido de azúcares totales. 

Es importante mencionar que uno SLC de cada tiempo evaluado le fue ajustado el pH entre 

6.5 a 7 con NaOH 5 M y el otro se dejó con el pH indicado en la medición según el tiempo 

que corresponde (Sánchez-Reyes, 2014) 

7.2.6.- Determinación de azúcares totales (Dubois et al., 1956) 

Para la cuantificación del consumo de azúcares totales durante la fermentación por 

Streptococcus infantarius en los medios de cultivo MRS, M1 y M2 se utilizó el método fenol-

sulfúrico (Dubois et al., 1956; Escalante, 2023), para ello se utilizó un espectrofotómetro 

Génesis 10 UV-VIS®, para las lecturas de absorbancia correspondientes. La concentración 

de azúcares totales fue determinada utilizando curvas de calibración de glucosa con ecuación 

𝑦 = 8.98𝑥 − 0.0005  (R2=0.9996), y 𝑦 = 7.2371𝑥 − 0.0155 (R2=0.9974) (Ver “Anexo 

III”). Todos los ensayos y medidas se realizaron por cuatriplicado. 

7.2.7.- Cálculo de parámetros cinéticos de crecimiento 

Las fases de crecimiento microbiológico con mayor interés corresponden a las tres primeras 

que son: adaptación, exponencial y estacionaria, dado que en ellas ocurren los mayores 

problemas de interés microbiano como la producción de ciertos metabolitos, cambios en las 

características de los alimentos, producción de toxinas, etc. Considerando estas fases de la 

curva, el crecimiento mostrado presenta una forma sigmoidal, de allí que los modelos 

desarrollados y aplicados sean para ajustarse a dicha forma (Castro et al., 2008). 

7.2.7.1.- Determinación de velocidad máxima de crecimiento (µmáx h-1) 

El modelo de Gompertz fue el primer modelo en ciencia actuarial utilizado para ajustar un 

modelo a los datos de mortalidad humana, y esta ecuación básica se 

considera la ecuación más utilizada para describir el crecimiento microbiano 

en los alimentos en condiciones ambientales controladas y definidas. Esta función se basa 

en la relación exponencial entre una tasa de crecimiento determinada y la densidad de 

población. Se pueden crear modelos secundarios a partir de este modelo (Arzola-Sotelo, 

2013; Castro et al., 2008).  

                                     𝒚(𝒕) = 𝐴 + 𝐶𝑒𝑥𝑝[− exp (
−(t−M)

B
)]                    (2) 

 

Donde: y cuenta microbiana al tiempo t. A, C, M, B son los parámetros de ajuste del 

modelo. A inóculo inicial, C diferencia entre la población inicial y final, B velocidad de 

crecimiento relativa, M tiempo al cual se da B en horas (Ramírez-Barrera, 2011). 
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En este trabajo para determinar la tasa de crecimiento máxima se estimó mediante regresión 

no lineal de los datos de biomasa (x) ajustados al modelo de Gompertz de 4 parámetros, 

utilizando el software SigmaPlot 14: 

            𝒚(𝒕) = 𝑦0 + 𝑎 ∗ 𝑒𝑥𝑝[− exp (
−(t−x0)

b
)]             (3) 

 Donde: y(t) cuenta microbiana al tiempo t (h); x0, y0, a, b son los parámetros de ajuste del 

modelo generados en el software mediante regresión no lineal. 

El valor de µmáx (h-1) se estimó de acuerdo con la siguiente ecuación: 

                                      ((
𝑑

𝑑𝑡
𝑥 (𝑡)) •

1

𝑥(𝑡)
)                                                  (4) 

7.2.7.2.- Determinación de la velocidad de consumo de sustrato (azúcares totales). 

La ecuación que describe el consumo de azúcares totales durante la cinética es sigmoidal de 

4 parámetros, utilizando el software SigmaPlot 14 y es la siguiente: 

                                    𝒚(𝒕) = 𝑦0 +
𝑎

1+exp(−
𝑡−𝑐0

𝑏
)
                                     (5) 

Donde a, b, c0 son los parámetros de ajuste del modelo mediante regresión no lineal de los 

datos de azúcares totales (c); y0 contenido de inicial de azúcares totales; t es el tiempo 

(Orozco-Álvarez et al., 2019).  

El valor de qs (h -1g-1x) se estimó de acuerdo con la siguiente ecuación: 

                                      ((
𝑑

𝑑𝑡
𝑐 (𝑡)) •

1

𝑥(𝑡)
)                                                    (6) 

7.2.7.3.- Rendimiento 

El rendimiento biológico (g biomasa/g azúcares totales), se determinó utilizando la siguiente 

ecuación. 

                                                    𝒀𝒙𝒔 =
𝑋𝑚á𝑥−𝑋𝑜

(𝑆𝑜−𝑆𝑓)
                                (7) 

Donde Xmáx es la máxima biomasa obtenida experimentalmente; Xo es la concentración 

inicial de biomasa; So la concentración inicial de azúcares totales, y Sf la concentración 

final de azúcares totales (Orozco-Álvarez et al., 2019). 
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7.2.8.- Determinación de proteína soluble en NanoDrop-ND1000 

Para la detección de proteínas solubles en el NanoDrop-ND1000, se utilizaron el SLC 

obtenido de los tiempos 0, 3, 6, 9, 12 y 24 de la cinética de fermentación y los medios MRS, 

M1 y M2 estériles y no inoculados. Estos fueron concentrados primero en un SpeedVac 

Savant SPD2010 en una relación de 5 mL de muestra a 1 mL (Figura 15). Después de una 

dilución 1:4 con agua destilada estéril, estos concentrados se procesaron de acuerdo con las 

instrucciones de uso del dispositivo NanoDrop-ND1000. Luego de obtener la lectura (280 

nm), se utiliza el factor de dilución para corregirla. 

 
Figura 14 Concentrados en SpeedVac de SLC para posterior determinación de proteína en 
NanoDrop. 

7.2.9.- Concentración mínima inhibitoria (CMI) contra Listeria monocytogenes y 

Staphylococcus aureus: 

La determinación MIC se hizo en microplacas (Corning® Costar®), acorde a la metodología 

de Wiegand et al. (2008). 

En lo que corresponde al microorganismo indicador, fue tratado de la siguiente manera: 

L. monocytogenes y S. aureus fue inoculado (1% v/v) en 5 mL de medio BHI estéril y 

colocado a incubar (Sheldon GI6) a 35°C durante 24 h, pasado este tiempo, se realizó una 

resiembra nuevamente con 50 μL de suspensión bacteriana ya activa en 5 mL de caldo BHI 

estéril, nuevamente, se incubó a 35°C durante 6 h, dependiendo el microorganismo indicador 

patógeno, se obtienen diferentes concentraciones al finalizar las 6 h, mostradas en la Tabla 

5. 

Transcurridas las 6 h, todos los microorganismos se diluyeron hasta concentraciones del 

orden 105 UFC/mL, mediante diluciones base 10, utilizando solución isotónica (0.9 % p/v 

NaCl) como diluyente (Pérez-Arauz et al., 2021). 
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La concentración de biomasa microbiana inicial (X0) fue de 5 log CFU/mL, los medios de 

cultivo fueron BHI para L. monocytogenes y S. aureus. El volumen de líquido por pocillo en 

placa fue de 220 µL. Las placas fueron incubadas a 35°C, 120 rpm durante 24 h en una 

incubadora con agitación orbital (Barnstead Lab-Line MAX Q 5000, Thermo Scientific) con 

lecturas de absorbancia (545 a 630 nm) a las 0,18 y 24 h con un Stat Fax 2100 (Awareness 

Technology Inc., FL, EE.UU.). Se incluyeron dos tipos de controles: control biótico (medios 

de cultivo inoculados con el microorganismo, pero sin los CFS de las fermentaciones o N); 

control abiótico (medio de cultivo estéril, pero sin microorganismo). Los experimentos 

fueron realizados por triplicado (Tabla 6) (Trejo-González, 2021). 

 

Tabla 5 Concentraciones alcanzadas a las 6 h de incubación para los 2 microorganismos 
indicadores usados (Trejo-González, 2021). 

 

Tabla 6  Concentración de proteína de sobrenadantes libres de células (SLC) y controles, 
empleados para la determinación de la concentración mínima inhibitoria (CMI) de 
Streptococcus infantarius. 

Microorganismo 

indicador 
Listeria monocytogenes Staphylococcus aureus 

Control/ 

SLC 

 

Concentraciones empleadas (mg/mL)  

Nisina 5,10,15,20,40,160 20,40,80,100,120,160 

MRS 20,35 35 

M1 
40 15,20,35,40 

M2 

SLC T0 

5,10,15,20,35,40 20, 24, 33, 40 

SLC T3 

SLC T6 

SLC T9 

SLC T12 

SLC T24 
MRS De Man Rogosa-Sharpe, M1 Medio de cultivo alternativo No.1, M2 Medio de cultivo alternativo No.2 

Microorganismo Indicador UFC/mL 

L. monocytogenes  8.3 x 108 

S. aureus ATCC-25923                            5.6 x 108 
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 7.10.- Análisis estadístico de las CMI 

El análisis estadístico de los datos se realizó mediante el análisis de varianza en SPSS v.25.00 

(Chicago, Illinois, EE. UU.). Las medias con una diferencia significativa se compararon 

mediante pruebas de comparación de medias mediante HSD Tukey. Los valores p >0.05 se 

consideraron estadísticamente significativos.  
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7.3.- Resultados y discusiones 
 

El parámetro monitoreado durante la cinética de crecimiento fue el pH. Porque se considera 

que tiene un efecto significativo en la producción de bacteriocinas, ya que afecta 

directamente la actividad enzimática de los microorganismos, por tanto, el crecimiento 

celular y la producción de diversos metabolitos, incluidas las bacteriocinas. Esto debido, a 

sus mecanismos de regulación de la producción, donde su acción depende, entre otras cosas, 

del pH (Sidooski et al., 2018). La figura 15, muestra el comportamiento de acidificación del 

medio de cultivo que se produce en los 3 medios de cultivo utilizados: MRS, M1 y M2.  

En el transcurso de la cinética se dio seguimiento al comportamiento del pH haciendo el 

registro de las lecturas. Con base a lo anterior, se puede apreciar que los registros al paso del 

tiempo muestran una clara acidificación durante el crecimiento de la BAL en cada uno de los 

medios de cultivo, sin embargo, las formulaciones de medio de cultivo sugeridas no 

acidifican a los límites alcanzados en el medio control. MRS alcanzó un pH de 4.41 ± 0.028, 

mientras que los medios M1 y M2 tienen pH promedio de 5.26 ± 0.106 y 4.80 ± 0.063, 

respectivamente. Lo anterior, puede deberse a que los medios alternativos M1 y M2 

contienen en sus formulaciones suero de leche, donde la proteína del mismo se considera que 

posee una alta capacidad amortiguadora (Moreira et al., 2015). Nuestro grupo de 

investigación ha reportado para esta cepa pH alcanzados en diferentes cinéticas con distintos 

medios de cultivo, aunque con otras condiciones, por ejemplo, en medio MRS, 30 °C a 130 

rpm se reportan a las 24 h pH cercano a 4.75 (García-Curiel, 2021). En el medio II (medio 

APT enriquecido al 1% con lactosuero en polvo) a condiciones de operación de 30°C y 150 

rpm se reporta a las 9 h de fermentación pH de 4.5 (López-Ortega, 2014). En un medio 

propuesto anteriormente (medio MMP con 4% p/v de melaza) a condiciones  de fermentación 

de 30°C a 200 rpm se reportan para las 9 h un pH de 4.1 (Sánchez-Reyes, 2014). Cabe 

mencionar que los trabajos realizados en el año 2014 fueron en biorreactor. 
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Figura 15 Evolución del pH durante la cinética de crecimiento de Streptococcus infantarius 
en MRS (medio estándar comercial) y medios alternativos M1(suero de leche y melaza de 
caña de azúcar) y M2 (suero de leche y jarabe de maguey) en condiciones de reposo a 37°C. 

7.3.2.- Concentración de biomasa 

La Figura 16 indica el comportamiento de crecimiento de Streptococcus infantarius en los 3 

medios de cultivo empleados con diferentes fuentes de carbono mediante la concentración 

de biomasa. En la figura se puede notar como las formulaciones de medios de cultivo 

sugeridas en este proyecto tienen mejores rendimientos de biomasa comparadas con un 

medio de cultivo estándar comercial (MRS). Ahora bien, las concentraciones máximas de 

biomasa obtenidas en el medio MRS fueron 1.016 g/L ± 0.041, en el medio M1 1.570 g/L ± 

0.092 y en M2 1.488 g/L ± 0.509, posicionando con mejores rendimientos de biomasa 

generadas a estos dos últimos. En este análisis, las muestras obtenidas fueron “corregidas” 

con un tubo procesado como lo indica la metodología, con medio de cultivo alternativo sin 

inocular. El resultado que arroja la determinación de la concentración de biomasa, 

primeramente, es el comportamiento de crecimiento de la BAL, sin embargo, también 

permite visualizar la capacidad que tuvo la bacteria para desarrollarse en el medio en 

cuestión. Por ello, aunque el medio MRS es un medio estándar de uso en laboratorios para 

Streptococcus infantarius
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su crecimiento, los medios sugeridos en este proyecto tuvieron resultados bastante 

interesantes, por el hecho de contener en su formulación productos y subproductos de la 

agroindustria en México como la melaza de caña de azúcar, el suero de leche y el jarabe de 

maguey (Ver “Materiales y Métodos”).   

De acuerdo con lo reportado en condiciones distintas de operación de 30°C,200 rpm en un 

medio propuesto anteriormente (medio MMP con 4% p/v de melaza) se alcanza una 

concentración de biomasa máxima desde las 6 h de 1.17 g/L (Sánchez-Reyes, 2014). Dado 

que la producción de bacteriocinas está asociada con el crecimiento celular  porque la 

producción ocurre durante la fase exponencial media y aumenta para alcanzar un nivel 

máximo al final de la fase exponencial o al comienzo de la fase estacionaria temprana (Abo-

Amer, 2010), es importante monitorear el crecimiento de la BAL , para notar el soporte del 

crecimiento bacteriano en los medios propuestos sin ver afectada su producción de biomasa. 

 

 

Figura 16 Perfil de fermentación de crecimiento de Streptococcus infantarius (g/L) durante 
24 h en condiciones de reposo a 37°C en medio MRS (medio estándar comercial) y medios 
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alternativos M1 (suero de leche y melaza de caña de azúcar) y M2 (suero de leche y jarabe 
de maguey). 

En la figura 17 se presentan las cinéticas de consumo de la fuente de C, determinadas 

mediante la prueba de azúcares totales, con ello, se denota que, en los 3 medios de cultivo 

empleados, solo uno tuvo un consumo total de azúcares mayor del 50% mientras que, en los 

demás medios de cultivo, este porcentaje no fue alcanzado. Streptococcus infantarius tuvo 

un consumo de azúcares totales iniciales de 20.446 g/L ± 1.515 a 6.339 g/L ± 1.782 finales, 

que es un aproximado del 68.9 % consumido en el medio de cultivo MRS, para el M1 los 

azúcares totales iniciales fueron de 17.272 g/L ± 1.370 hasta 11.503 g/L ± 3.774 al final de 

la cinética, dando un consumo aproximado del 33.4 %. Por último, en lo que refiere al M2, 

los azúcares iniciales del medio fueron 18.266 g/L ± 0.742, finalizando en 11.278 g/L ± 2.639 

dando un consumo aproximado del 38.2%. De acuerdo con reportes para la BAL 

Lactobacillus acidophilus AA11 por (Abo-Amer, 2010) en prueba de diez fuentes de 

carbono: sacarosa, glucosa y lactosa fueron fuentes de carbono ideales para el crecimiento 

bacteriano. En este sentido, el medio MRS tiene en su composición la glucosa como principal 

fuente de C, el M1 tiene una combinación de lactosa y sacarosa, al tener como fuentes de C 

el suero de leche y la melaza de caña de azúcar, principalmente (Bali et al., 2016; Parascanu 

et al., 2021). El M2 tiene en lugar de melaza de caña de azúcar, la combinación de suero de 

leche con jarabe de maguey, donde las principales fuentes de C serían la lactosa y los 

fructooligosacáridos (Alcocer et al., 2014; Bali et al., 2014). El origen de la cepa es 

sumamente importante y valioso, dado que Streptococcus infantarius es aislada del Pozol. 

La cual es una bebida consumida en el sureste de México, obtenida de la fermentación no 

alcohólica del maíz nixtamalizado (cocido con cal), de gran importancia nutricional, cultural 

y económica. Pero en cuanto a lo que refiere a la fuente de carbono sustancial, el almidón es 

el principal carbohidrato disponible en el maíz nixtamalizado. Ahora bien, Streptococcus 

infantarius se han identificado como una bacteria amilolítica del ácido láctico, además de 

otros géneros como Enterococcus, Lactococcus, donde S. infantarius tiene la mayor tasa de 

crecimiento específico sobre almidón, pero con baja actividad de amilasa en relación con 

otras especies que comparte esta categorización (Bolaños-Núñez et al., 2021). La figura 19, 

muestra claramente como el medio MRS tiene un mejor aprovechamiento del consumo de 

azúcares, atribuido principalmente a la consideración que hay sobre la glucosa como la 

principal fuente de carbono por todos los microorganismos dado a su tamaño, rápida 

absorción, utilización y conversión de energía celular (Choi et al., 2011). Sin embargo, las 

BAL han demostrado tener capacidad para metabolizar diferentes fuentes de carbono 

basándose en la actividad de enzimas especificas en la degradación de diferentes fuentes de 

carbono (Choi et al., 2011; Jawan et al., 2020). Además, se ha reportado que la cepa de 

Streptococcus infantarius cuentan con el gen necesario para metabolizar otros carbohidratos 

que sean distintos al almidón, como por ejemplo la sacarosa, hemicelulosa, celulosa y 

residuos de almidón (Bolaños-Núñez et al., 2021). 
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Figura 17 Perfil del consumo de azúcares totales durante la cinética de crecimiento de 
Streptococcus infantarius en condiciones de reposo a 37°C en medio de cultivo MRS (medio 
estándar comercial) y medios alternativos como M1 (suero de leche y melaza de caña de 
azúcar) y M2 (suero de leche y jarabe de maguey). 

En este sentido, el medio M1 cuenta con lactosa que es un disacárido [β-d-galactopiranosil-

(1→4)-d-glucosa] que por hidrólisis produce d-glucosa y d-monómeros de galactosa (Rocha 

& Guerra, 2020) y sacarosa compuesta por glucosa unida a fructosa mediante un enlace 

glicosídico y el M2 que contiene además de lactosa, los fructooligosacáridos, que al ser de 

origen de jarabe de maguey posiblemente sean en mayor parte inulina, entonces estas 

moléculas de carbohidratos estarían compuestas por monómeros de fructosa con muy pocos 

residuos de glucosa que casi siempre están al final de la cadena; también se les conoce como 

fructanos. Se hace mención de que sean en su mayoría inulina, dado a que en este tipo de 

fructosas se presenta una unión predominante o exclusiva a través del enlace β-(2-1)-

fructosil-fructosa y una glucosa terminal con enlace α-(1-2)-(D-glucopiranosil) recibiendo el 

nombre genérico de inulina. Donde las unidades pueden variar entre pocas o hasta 70 

unidades (Alcocer et al., 2014; Choi et al., 2011). Además, dicha información arrojada en 
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este análisis proporciona herramientas para realizar el cálculo del rendimiento y velocidad 

de consumo de sustrato (azúcares totales), para visualizar con mayor exactitud la incidencia 

de estos azúcares con Streptococcus infantarius. En un trabajo reportado con S. bovis 25124 

informan sobre el consumo de esta cepa en un medio de MRS-almidón a 30°C, a las 10.5 h 

de fermentación había un consumo de 26.6% de los azúcares totales, valores que se 

mantuvieron constantes a las 26 h de fermentación  (Díaz-Ruiz et al., 2003). Con lo anterior, 

podemos apreciar que la cepa trabajada en este proyecto con los medios alternativos 

propuestos, tuvieron un mejor aprovechamiento de carbohidratos presentes, respecto a lo 

reportado para S. bovis 25124, 33.4 y 38.2 % para medio M1 y M2, respectivamente. 

7.3.3.- Rendimiento, velocidad de crecimiento máxima y velocidad de consumo de sustrato 

(azúcares totales) 

En la Tabla 7 se hace una síntesis de los resultados con base en los estudios anteriormente 

desarrollados de manera experimental. Para los datos de concentración de biomasa y del 

consumo de azúcares totales fueron ajustados a modelos a convenir según reportes 

encontrados en la literatura quedando el modelo Sigmoidal de Gompertz de 4 parámetros (3) 

y Sigmoidal de 4 parámetros (5), respectivamente para cada caso, mediante el programa 

SigmaPlot v.14, obteniéndose coeficientes de acuerdo al medio de cultivo empleado , para la 

concentración de biomasa en MRS la  R2=0.9998 , M1 la R2=0.9998, M2 la R2=0.9996 y 

para el consumo de azúcares totales en MRS la R2=0.9948 , M1 la R2=0.9984, M2 la 

R2=0.9967. Posteriormente, dichos coeficientes fueron asociados con la Ec. (4) y E. (6) para 

concentración de biomasa y consumo de azúcares totales, respectivamente, mediante el 

programa MathCAD Prime 7.0.0.0, se determinaron las evoluciones de la velocidad 

específica de crecimiento (µ=
𝑑𝑋

𝑑𝑡
•

1

𝑋
 ; h-1) y de la velocidad específica de consumo de azúcares 

totales (qs=−(
𝑑

𝑑𝑡
𝑐(𝑡) •

1

𝑥
(𝑡)); 

𝑔 𝑎𝑧ú𝑐𝑎𝑟 𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙

𝑔 𝑏𝑖𝑜𝑚𝑎𝑠𝑎
• h-1). Para el rendimiento final se empleó la Ec. 

(7).  
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Tabla 7 Parámetros obtenidos en cinéticas de fermentación de Streptococcus infantarius 
con los distintos medios de cultivo evaluados: MRS como medio control y medios 
alternativos como M1 (suero de leche y melaza de caña de azúcar) y M2 (suero de leche y 
jarabe de maguey) 

BAL 
MEDIO DE 
CULTIVO 

Velocidad específica de: 

Rendimiento 
final 

 

Crecimiento 
máximo  

(µmáx)  

Consumo máximo 
 de azúcares totales  

(qs) 

h¯¹ 

  

Streptococcus 
Infantarius 

MRS 
1.04 

 
2.85 

0
0.06 

M1 
0.64 

 
0.67 

0
0.21 

M2 
1.29 

 
2.45 

0
0.20 

Como ya se presentó anteriormente, las fermentaciones exhibieron cinéticas de crecimiento 

bacteriano y consumo de azúcares con diferencias interesantes respecto al medio control 

MRS. Streptococcus infantarius presentó en medio de cultivo MRS una µmáx de 1.04h-1, qs 

de 2.85  
𝑔 𝑎𝑧ú𝑐𝑎𝑟 𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙

𝑔 𝑏𝑖𝑜𝑚𝑎𝑠𝑎
• h-1 y un rendimiento final de 0.06  

𝑔 𝑎𝑧ú𝑐𝑎𝑟 𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙

𝑔 𝑏𝑖𝑜𝑚𝑎𝑠𝑎
 . De primera instancia, 

podemos apreciar una diferencia notoria del MRS con respecto al medio M1, sin embargo, 

tiene resultados similares con respecto al M2. Para el medio de cultivo M1 se obtuvo una 

µmáx de 0.64 h-1 y un rendimiento final de 0.21   
𝑔 𝑎𝑧ú𝑐𝑎𝑟 𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙

𝑔 𝑏𝑖𝑜𝑚𝑎𝑠𝑎
 , mientras que para el M2 los 

resultados son una µmáx de 1.29 h-1 y un rendimiento final de 0.20  
𝑔 𝑎𝑧ú𝑐𝑎𝑟 𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙

𝑔 𝑏𝑖𝑜𝑚𝑎𝑠𝑎
. La 

diferencia mayor encontrada entre los medios alternativos fue en el qs donde para M1 fue de 

0.67  
𝑔 𝑎𝑧ú𝑐𝑎𝑟 𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙

𝑔 𝑏𝑖𝑜𝑚𝑎𝑠𝑎
• h-1 y para el M2 2.45  

𝑔 𝑎𝑧ú𝑐𝑎𝑟 𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙

𝑔 𝑏𝑖𝑜𝑚𝑎𝑠𝑎
• h-1. Estos resultados nos indican que 

la BAL tiene una mejor tasa máxima de crecimiento especifica en el medio M2, el MRS tiene 

un mejor consumo de azúcares totales, pero en los dos medios de cultivo alternativos se 

obtuvo un rendimiento final similar. Lo anterior sugiere que la BAL presenta mayor 

dificultad para hidrolizar los azúcares contenidos en el M1 (lactosa del suero de leche y 

sacarosa de la melaza de caña de azúcar), comparados con el M2 a base de suero de leche y 

jarabe de maguey (lactosa y fructooligosacáridos), además de la glucosa que puede hallarse 

en el medio MRS, debido a sus resultados similares en el medio M2, la BAL tiene un mejor 

aprovechamiento de fuentes de carbono de los medios MRS y M2 (Díaz-Ruiz et al., 2003). 

Pero, además, se considera que el medio M2 tiene una conversión eficiente de la energía en 

biomasa, dado su rendimiento. En investigaciones previas a este trabajo y utilizando la misma 

𝑔 𝑎𝑧ú𝑐𝑎𝑟 𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙

𝑔 𝑏𝑖𝑜𝑚𝑎𝑠𝑎
 •h¯¹ 𝑔 𝑏𝑖𝑜𝑚𝑎𝑠𝑎

𝑔 𝑎𝑧ú𝑐𝑎𝑟 𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙
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cepa, se obtuvieron para medios de cultivo con base de lactosuero reportes de 0.56 h-1 (López-

Ortega, 2014) y medio de cultivo con base de melaza de 0.28 h-1 (Sánchez-Reyes, 2014). 

Cabe mencionar que estos trabajos previos fueron en otras condiciones operación y con uso 

de biorreactor. Se destaca que el uso de los medios de cultivo propuestos ha mejorado el 

crecimiento máximo de biomasa en contraste a lo reportado en 2014. Otros autores, han 

reportado para S. bovis 25124 µmáx de 0.94 h-1, un qs de 3 
𝑔 𝑠𝑢𝑠𝑡𝑟𝑎𝑡𝑜

𝑔 𝑏𝑖𝑜𝑚𝑎𝑠𝑎
• h-1 y un rendimiento de 

0.31 
𝑔 𝑠𝑢𝑠𝑡𝑟𝑎𝑡𝑜

𝑔 𝑏𝑖𝑜𝑚𝑎𝑠𝑎
 , pero en un medio a base de MRS-almidón a 30°C, después de 24 h de 

fermentación.  Dichos resultados, coincide con lo que se reporta para  BAL y su  capacidad 

para metabolizar diferentes fuentes de carbono que se basan  en la actividad de enzimas 

especificas en la degradación de diferentes fuentes de carbono (Choi et al., 2011; Jawan et 

al., 2020). 

 

 

Figura 18 Tasa de crecimiento máxima especifica (µmáx) de Streptococcus infantarius en 
los medios evaluados MRS, M1 y M2 de acuerdo con la Ec. (4) 
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Figura 19 Consumo de azúcar total (qs) de Streptococcus infantarius en los medios 
evaluados MRS, M1 y M2 de acuerdo con la Ec. (6) 

 

7.3.4.- Determinación de proteína soluble en NanoDrop 

Las fuentes de nitrógeno son necesarias para todos los procesos de crecimiento biológico, 

especialmente en la síntesis de proteínas celulares y la producción de ácidos nucleicos, al 

igual que para el metabolismo bacteriano. En este sentido, tienen un gran impacto sobre la 

producción de bacteriocinas (Jawan et al., 2020; Sidooski et al., 2018). La determinación de 

proteínas en los SLC nos permite conocer de alguna manera la cantidad de proteína que 

podría relacionarse con una producción de bacteriocinas durante la cinética, dada la 

naturaleza proteica de estas (Sidooski et al., 2018; Sosa et al., 2021). La Figura 21 muestra 

las concentraciones encontradas en el SLC en cada momento del muestreo durante la cinética 

de Streptococcus infantarius, para MRS se encontraron las mayores concentraciones de 

proteína tanto para el valor mayor como para el valor mínimo en comparación a los demás 

medios de cultivo empleados, con 26.16 mg/mL ± 2.13 (T9) y 23.21 mg/mL ± 1.72 (T12), 

respectivamente, encontrándose diferencia significativa (letra b) en el T9 con mayor 

concentración de proteína, en comparación con los demás  tiempos muestreados. En el M1, 

el valor mayor obtenido es 20.35 mg/mL ± 0.13 (T0) y el valor mínimo es de 15.38 mg/mL 

± 1.11 (T24), donde se aprecian diferencia significativa entre los tiempos evaluados, 

encontrándose que el T9, T12 y T24 no son diferentes entre sí (letra a) y tienen los valores 

menores de concentración de proteínas en los SLC; sin embargo, el T3 muestra diferencia 

significativa (letra c) con la mayor cantidad de proteína encontrada en los SLC para el medio 

M1. Para el M2 el valor máximo de proteína obtenido es 21.03 mg/mL ± 0.40 (T3) y el valor 

mínimo es de 17.33 mg/mL ± 0.69 (T9), donde no se encontraron diferencias significativas 

(letra a) entre los tiempos evaluados. Cabe señalar que pese a encontrarse diferencias 
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significativas en los resultados, el que no se presenten descensos drásticos respecto a la 

concentración de proteína en los SLC para los distintos medios evaluados MRS, M1 y M2, 

posiblemente se deba  a la cantidad de aminoácidos y péptidos encontrados en estos medios 

de cultivo, necesarios para el crecimiento celular que es relacionado con la producción de 

bacteriocinas (Sidooski et al., 2018). Es importante mencionar, que este análisis es utilizado 

principalmente como un análisis previo para conocer la concentración y pureza de 

ARN/ADN (Ahmed et al., 2021; Grande Burgos et al., 2009), sin embargo, para este proyecto 

nos permitió determinar el contenido de proteínas totales en los SLC a una longitud de onda 

de 280 nm, tal como algunos otros trabajos han reportado su utilización, aunque en otro tipo 

de muestras como extractos de Aloe vera (Cabello-Ruiz, 2016). 

 

 
a,b,c Letras minúsculas diferentes indican diferencia estadística significativa p<0.05, por efecto del 

tiempo de fermentación transcurrido en cada muestra sobre la concentración de proteína (mg/mL). 

 

Figura 20 Proteína obtenida en lecturas a 280 nm en NanoDrop en los sobrenadantes libres 

de células concentrados en SpeedVac de los tiempos 0, 3, 6, 9, 12 y 24 h de la cinética con 

Streptococcus infantarius. 
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7.3.5.- Concentración mínima inhibitoria (CMI) 

En la Tabla 8 se muestran los resultados para la CMI de la BLIS para Listeria monocytogenes 

y Staphylococcus aureus. Donde los resultados son expresados de manera cuantitativa, así 

podremos notar que se obtuvo la CMI, tanto en controles utilizados y SLC, además de la 

diferencia significativa encontrada al someter los resultados obtenidos en la CMI al programa 

SPSS.v.25.00, donde se sometieron a la prueba HSD Tukey tanto los controles con SLC, así 

como las concentraciones utilizadas en las CMI (Ver “Anexo 5”). En este sentido, para L. 

monocytogenes en el medio MRS su CMI se encontró para el control en nisina a 20 mg/mL 

y en los SLC en los T3, T6, T9, T12 y T24 a los 5 mg/mL, no habiendo diferencia 

significativa entre controles y SLC. Para M1 su CMI se encontró en nisina a 20 mg/mL (ab), 

destacándose que, aunque no hay diferencia significativa, respecto a los SLC, en este se 

encuentra su CMI a los tiempos T3, T6, T9, T12 y T24 a 5 mg/mL (letra a), estos últimos sin 

diferencia significativa respecto al control negativo. Ahora bien, para el M2 se obtuvo la CMI 

en los controles con nisina a 20 mg/mL, no teniendo diferencia significativa (letra a), respecto 

a todos los tiempos evaluados en la CMI a una concentración de 5 mg/mL Para el caso de 

Staphylococcus aureus en el medio MRS su CMI es de 80 mg/mL con nisina en los controles, 

teniendo diferencia significativa con el mejor tiempo evaluado de los SLC T0 a 20 mg/mL 

(letra b). En el M1 en los controles el M1 a 20 mg/mL tiene la CMI (letra a), con diferencia 

significativa respecto a los SLC de los T6 (letra c) a 40 mg/mL. Y para el M2 se obtuvo para 

los controles la CMI en el M2 a 40 mg/mL (letra ab) sin diferencia significativa respecto al 

control negativo, pero en el caso de los SLC la CMI se posiciona en los T12 y T24 (letra b) 

a 40 mg/mL. Los casos donde el M1 y M2, tienen la “mejor” CMI puede deberse a que los 

SLC y controles de los medios de cultivo empleados fueron concentrados a una relación 5:1, 

con ellos el M1 y M2 tienen una saturación de azúcares, por lo cual no hubo crecimiento del 

indicador patógeno, derivando en que la concentración excesiva del sustrato natural conduce 

a altas concentraciones de carbohidratos, lo que aumentará la presión osmótica que cambia 

o destruye las capacidades de las cepas para transportar y metabolizar cada componente 

(Wang et al., 2021). Cabe destacar, que el hecho de que en el análisis de la CMI no se hayan 

encontrado diferencias significativas con respecto a la nisina es valioso, dado que la nisina 

se utilizó como un control por ser un péptido originado principalmente por la BAL 

Lactococcus lactis subsp .lactis producido en la actualidad a escala industrial, que tiene 

aplicaciones en el ámbito alimenticio, sin embargo, como se ha mencionado anteriormente, 

los diferentes factores que afectan la producción y purificación de péptidos antimicrobianos 

es elevada respecto a los costos (Khelissa et al.,2020). En la mayor parte de los trabajos 

reportados, se utiliza como prueba antimicrobiana el método de dilución crítica (López-

Ortega, 2014) donde se visualizan zonas de inhibición en una caja Petri, en su mayoría 

expresadas en UA/mL, que no es más que expresar el recíproco de la dilución más alta que 

produce una zona de inhibición definida en una placa de agar inoculada con un 

microorganismo indicador (Cardoso, 2012). En este proyecto se empleó como prueba 

antimicrobiana la concentración mínima inhibitoria (CMI), donde el principal objetivo es la 
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determinación de la concentración más baja del agente antimicrobiano analizado  (Wiegand 

et al., 2008). En este sentido, el punto de comparación y referencia sería el tiempo donde se 

ha reportado actividad antimicrobiana, en las investigaciones donde no se haya aplicado la 

misma metodología desarrollada en este proyecto. Para la Listeria monocytogenes existe para 

esta especie pocos reportes pero en el grupo de trabajo se destacan investigaciones previas al 

respecto (López-Ortega, 2014), al igual que aplicaciones en la adición a  formulación de 

películas (Jiménez-Villeda et al., 2019), en esta última también hubo efectividad contra 

Staphylococcus aureus. A mencionar esta última, hay otro reporte que engloba a S. 

infantarius, S. gallotycus y S. lutetiensis con actividad contra S. aureus. Un trabajo de 

investigación reporta actividad contra cepas de S. pneumoniae  cultivada en medio MRS, a 

30 °C por 16 h , donde su actividad antimicrobiana más fuerte se mostró a las 12 h 

(Campanero et al., 2020). 

Tabla 8 Concentración mínima inhibitoria encontrada en los controles utilizados y en los 
sobrenandantes libres de células de Streptococcus infantarius en los medios MRS, M1 y M2 
para los microorganismos patógenos Listeria monocytogenes y Staphylococcus aureus. 

Patógeno 
Medio de 

cultivo 

Concentración 
mínima 

inhibitoria 
(CMI) 

(mg/mL) 

Control 

Concentración 
mínima 

inhibitoria 
(CMI) 

(mg/mL) 

Sobrenadantes libres de 
células (SLC) 

Listeria 
monocytogenes 

MRS 

20 

Nisinaa 5 T3a, T6a, T9a, T12a, T24a 

M1 Nisinaab 5 T3a, T6a, T9a, T12a, T24a 

M2 Nisinaa 5 
T0a, T3a, T6a, T9a, T12a, 

T24a 

Staphylococcus 
 aureus 

MRS 80 Nisinaa 20  T0b 

M1 20 M1a 40 T6c 

M2 40 M2a 40 T12b, T24b 
 a,b,c Letras minúsculas diferentes en la misma fila indican diferencia estadística significativa p<0.05, por efecto 

de la CMI en el/los controles/SLC evaluados del medio de cultivo y microorganismo patógeno. 
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7.4.- Conclusiones 
Con relación al desarrollo, consumo de azúcares totales y actividad antimicrobiana de la 

bacteria ácido-láctica, Streptococcus infantarius aislada de Pozol, una bebida tradicional del 

Sureste mexicano, en el progreso de esta investigación se concluye lo siguiente: 

• Las fermentaciones a nivel laboratorio realizadas en condiciones de reposo a 37 °C, 

indican que el medio alternativo propuesto en este estudio a base de suero de leche 

con melaza y/o jarabe de maguey ha permitido el crecimiento de la BAL 

Streptococcus infantarius con las producción de sustancias antimicrobianas, 

principalmente con actividad anti-listerial, lo que significa que estos cultivos pueden 

ser una posibilidad de sustitución de medios de cultivo estándar como el caldo MRS, 

que tienen costos elevados que inciden en incrementos en los procesos de producción 

de péptidos antimicrobianos. 

• El consumo de carbohidratos fue muy parecido entre los tres medios utilizados. 

• Tanto el medio M1 y M2 producen BLIS, la cual tiene diferente CMI contra las 

bacterias indicadoras. 
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8.- Recomendaciones para futuras investigaciones 
 

• Explorar más condiciones de fermentación para las BAL Enterococcus faecium y 

Streptococcus infantarius, como, por ejemplo, condiciones de agitación, distinto % 

de inoculo y relación C/N en los medios de cultivo alternativo como se describe en la 

literatura citada en este documento. 

 

• Purificar los sobrenadantes libres de células obtenidos en las condiciones ya 

exploradas, con métodos como adsorción/desorción, con el propósito de evaluar más 

a detalle la actividad antimicrobiana producida en un mayor número de cepas 

patógenas de interés alimentario, asimismo de interés de salud pública. 

 

• Caracterizar los efectos de la temperatura, pH, enzimas y tiempo de almacenamiento 

sobre la actividad antimicrobiana producida de los sobrenadantes libres de células. 

 

• Evaluar la capacidad probiótica de las cepas E.faecium y S.infantarius.
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9.- Anexos 

Anexo I:  Medios de cultivo alternativos 
 

a. Reactivos químicos 

Los químicos usados fueron:  

Reactivo DNS: Hidróxido de sodio (NaOH) (Química Meyer, México) 10 g/L, tartrato de 

sodio y potasio (Química Meyer, México) 20 g/L, metabisulfito de sodio (Química Meyer, 

México) 0.5 g/L, fenol 2 g/L y ácido 3,5-dinitrosalicílico (DNS) (Sigma-Aldrich®, India) 10 

g/L.  

Mezcla digestora: 

Ácido bórico (H3BO3) (Merck, Alemania), ácido clorhídrico (HCl)(J.T.Baker®,México), 

ácido sulfúrico concentrado(H2SO4)(J.T.Baker®,México), lactosa (Fluka ™,México) , 

glucosa (Técnica Química, México) , reactivo Bradford(Quick Start™ Bradford, EE.UU.), 

proteína de Sero-albúmina bovina (SAB) (MP™, EE.UU.)   

b. Ingredientes para formular medios de cultivo 

Caldo soya tripticaseína (BD Bioxon® México), extracto de carne (BD Bioxon® México), 

extracto de levadura (BD Bioxon® México), melaza (Ingenio azucarero: San José de Abajo, 

Veracruz, México. Zafra 2021-2022), jarabe de maguey (Botánica tradicional, México), 

pharmamedia (Traders Protein, EE.UU.) 1g/L, proflo (Traders Protein, EE.UU.), suero de 

leche (Food Technologies Trading S.A. de C.V,México). 
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Anexo II: Determinaciones analíticas de materias primas para fermentación 

• A II.1.- Determinación de azúcares reductores (Miller, 1959) 

La concentración de azúcares reductores en  las materias primas que componen el medio de 

cultivo para la fermentación de las BAL y la producción de  bacteriocinas, se determinó por 

un  método colorimétrico DNS ( Figura A1), que permite conocer la concentración de 

monosacáridos reductores libres (Miller, 1959).  

Sensibilidad: 1 g/L de azúcar reductor. 

Se generaron dos curvas de calibración, una con solución madre de lactosa (SML) y una de 

glucosa (SMG) a concentración cada una de 1 mg/mL. Las concentraciones tratadas en ambas 

curvas fueron desde 0.1 mg/mL a 1.0 mg/mL. 

Se colocaron 100 𝜇L de muestra en tubo Eppendorf y se agregaron 100 𝜇L de reactivo DNS. 

La mezcla se agitó en vórtex y los tubos correctamente sellados se colocaron en baño en 

ebullición durante 10 min. A continuación, se enfriaron los tubos en hielo. Se agregaron 800 

𝜇L de agua destilada a cada tubo y agitó en vórtex. Se vació 700 𝜇L a celdas de vidrio.  

Finalmente se midió la absorbancia a 545 nm en un espectrofotómetro Génesis 10 UV-VIS®. 

 

Figura A1 Determinación de azúcares reductores en ingredientes para formular medios de 
cultivo. 

• A II.2.- Determinación de azúcares totales  (Dubois et al., 1956) 

Este método fue desarrollado por Dubois et al. (1956). La propuesta se basó en el hecho que 

los carbohidratos son particularmente sensibles a ácidos fuertes y a las altas temperaturas. En 

estas condiciones, tiene lugar una serie compleja de reacciones que comienzan con una 

deshidratación simple, calentamiento continuo y catálisis ácida para producir varios 

derivados de furano, que se condensan consigo mismos y con otros subproductos. La 

condensación más común ocurre con los fenoles. Teniendo en cuenta que todos los azúcares 

se pueden identificar como oligosacáridos y polisacáridos, pero estos producen 
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monosacáridos tras la hidrólisis ácida. La forma en que procede la reacción no es 

estequiométrica y depende de la estructura del azúcar.  

Este método es visiblemente cualitativo, ya que la cantidad de muestra reacciona primero 

con fenol y posteriormente con ácido sulfúrico presentando un cambio drástico de color, 

donde la intensidad del color naranja de este es proporcional a la cantidad total de 

carbohidratos presentes (Dubois et al., 1956). 

Sensibilidad hasta 0.1 g/L de azúcar total. 

Soluciones: 

a) Solución madre de glucosa 0.1 g/L (p/v) 

b) Solución de fenol al 5% (p/v)  

 

Metodología: 

Cada tubo de vidrio se rotuló y etiqueto de acuerdo con la muestra (Figura A2). Las muestras 

fueron diluidas de acuerdo con la sensibilidad del método. Se inició agregando a cada tubo 

0.250 mL de muestra. (Nota: Se usaron para el blanco 0.250 mL de agua en lugar de 

muestra.). La solución de fenol se adicionó a cada tubo en 0.250 mL El ácido sulfúrico 

concentrado lentamente se agregó a cada tubo en 1.250 mL Se taparon los tubos y cada uno 

se cubrió en la tapa con Parafilm. Se homogenizó con vórtex 15 s. En agua a 100°C durante 

15 min fueron colocados. Posteriormente los tubos del baño de agua a 100°C fueron enfriados 

en un baño de agua fría. Se leyó la absorbancia exactamente 5 min después de enfriar (490 

nm) en un espectrofotómetro Génesis 10 UV-VIS®. 

 

Figura A2 Determinación de azúcares totales en ingredientes para formulación de medios 
de cultivo 
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• A II.3.- Determinación de proteínas soluble (Bradford, 1976) 

La cuantificación de proteínas por el método de Bradford consiste en la medición de la unión 

del colorante, Coomassie Blue G-250, a las proteínas por comparación con la unión de 

cantidades variables de una proteína estándar (albúmina de suero bovino). 

Metodología: 

Se preparó una curva estándar de proteína de Sero-albúmina bovina SAB hasta 1 mg/mL. 

 En un tubo cónico de 15 mL se agregó 20 µL de muestra proteica, donde después se agregó 

1 mL de reactivo de Bradford y se dejó reposar 2-5 min, terminado este tiempo se mezcló en 

vórtex (Figura A3). Posterior a ello, 700 µL de mezcla de reacción se midieron con 

micropipeta y se adicionaron a una celda de vidrio. La absorbancia se leyó a 595 nm en un 

espectrofotómetro Génesis 10 UV-VIS®. El tubo de control negativo (con agua destilada en 

lugar de muestra proteica) fue colocado primero, dado que se leyó de menor concentración a 

mayor concentración. 

NOTA: el reactivo de Bradford es de color morado-marrón y cuando la concentración de 

proteína incrementa vira hacia azul. 

       

Figura A3 Determinación de proteína soluble en ingredientes para formulación de medios 
de cultivo. 

• A II.4.- Determinación de proteínas. Método Kjeldahl 

El método Kjeldahl mide el contenido de nitrógeno de una muestra. Luego, el contenido de 

proteína se puede calcular dada la proporción de proteína a nitrógeno del alimento en 

particular que se está probando. El método Kjeldahl se puede dividir básicamente en tres 

partes: (1) digestión, (2) destilación y (3) titulación. En el paso de digestión, el nitrógeno 

orgánico se convierte en amonio a aproximadamente 370 °C en presencia de un catalizador. 

En el paso de destilación, la muestra digerida se alcaliniza con NaOH y el nitrógeno se destila 

como NH3. Este NH3 queda "atrapado" en la solución de ácido bórico. La cantidad de 

nitrógeno amoniacal en esta solución se cuantifica por titulación con soluciones estándar de 
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HCl. Se pasa un blanco de reactivo por el análisis y se resta la cantidad de titulante de HCl 

requerida para ese blanco de cada mediciones (Nielsen, 2017). 

Metodología: 

En un tubo de digestión Kjeldahl se agregaron 0.07 g de muestra, 1 g de mezcla digestora 

(CuSO4 y K2SO4) y 10 mL de H2SO4 concentrado. 

El tubo se colocó en un digestor (BUCH K-425/K/436) y se digirió la muestra durante 6 h 

aproximadamente. Una vez que las muestras se enfriaron a temperatura ambiente, se 

agregaron 10 mL de agua destilada, NaOH al 40% (p/p) en exceso y se destilaron durante 5 

min (Figura A4). 

El destilado fue recuperado en 30 mL de H3BO3 al 4% p/p, el cual se valoró con HCl 0.1 N, 

usando rojo de metilo como indicador. El porcentaje total de nitrógeno se calculó empleando 

la Ecuación A.1 y un factor para convertir nitrógeno total a contenido de proteína. Las 

determinaciones se realizaron por triplicado. 

Para conocer el vapor de proteína cruda a partir del contenido de nitrógeno se utiliza un 

factor, que varía según el origen de la proteína, por ejemplo: 

f= 6.25 (proteína animal) 

f= 6.38 (proteína de leche o derivados) 

f= 5.7 (algunos vegetales) 

 

                                       %𝑁 = (
(𝑉−𝑉𝑜)(𝑁𝐻𝐶𝑙)(𝑚𝑒𝑞)

𝑀𝑚
) 100                                 Ecuación A.1 

Donde: 

N: nitrógeno total (g nitrógeno/ g muestra) 

V: volumen de HCl gastado en la titulación de la muestra (mL) 

Vo: Volumen de HCl gastado en la titulación del blanco (mL) 

N HCl: normalidad de HCl (miliequivalentes /mL)  

Meq: peso equivalente del nitrógeno (g/ miliequivalente) 

Mm: masa de la muestra (g) 

 



 

 

 
82 

 

 

Figura A4 Determinación de N en ingredientes para formulación de medios 

A II.5.- Determinación de cenizas 

Cenizas se refiere al residuo inorgánico que queda después de ignición u oxidación completa 

de la materia orgánica en un alimento (Figura A5). El contenido de cenizas representa el 

contenido mineral total en alimentos. La determinación del contenido de cenizas es 

importante por varias razones. Es una parte del análisis próximo para la evaluación 

nutricional (Ismail, 2017). 

Metodología (Horwitz Willian & Latimer, 2012): 

Los crisoles se pusieron a peso constante en el horno a 100°C por dos días. Al terminar el 

tiempo indicado se colocaron en el desecador para que se enfríen y se pesan. Se pesaron 0.5 

g de muestra en el crisol a peso constante, se pre-calcinó a fuego directo. Fue ingresado cada 

crisol en la mufla y se programó a 550°C para que por espacio de 4 horas se calcinaron, al 

final se dejó que bajara la temperatura a 100°C. Se transfirió cada crisol a un desecador y 

esperó que se enfríe completamente para pesar. 
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Cálculo: 

                                                            %𝑪 =
𝐵−𝐴

𝑀
 100                                       Ecuación A.2 

Donde:  

% C: Porcentaje de cenizas 

A:  Peso del crisol vacío (g) 

B:  Peso del crisol con cenizas (g) 

M: Peso de la muestra (g) 

 

 

Figura A5 Determinación de cenizas en ingredientes para formulación de medios. 
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Anexo III: Curvas de calibración para determinaciones analíticas de materias primas 

y para fermentación 

• A III.1.- DNS: azúcares reductores 
Glucosa: 

 

Figura A6 Curva de calibración para la determinación de azúcares reductores (glucosa). 

Lactosa: 

 

Figura A7 Curva de calibración para la determinación de azúcares reductores (lactosa). 

Curva DNS glucosa

Concentración (mg/mL)

0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0

A
b

s
o

rb
a

n
c

ia
 (

5
4

5
 n

m
)

0.0

0.2

0.4

0.6

0.8

1.0

Plot 1 
Plot 1 Regr

y = 0.9199x - 0.0444
R² = 0.9942

Curva DNS Lactosa

Concentración de lactosa (mg/mL)

0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0

A
b

s
o

rb
a

n
c

ia
 (

5
4

5
 n

m
)

0.0

0.2

0.4

0.6

0.8

1.0

Plot 1 
Plot 1 Regr

y = 0.8562x - 0.0433
R² = 0.9949



 

 

 
85 

 

• A III.2.- Fenol Sulfúrico: azúcares totales 

 

Figura A8 Curva de calibración No. 1 de glucosa para la determinación de azúcares totales. 

 

Figura A9 Curva de calibración No. 2 de glucosa para la determinación de azúcares totales. 
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• A III.3.- Bradford: proteína soluble. 

 

Figura A10 Curva de calibración de SAB para la determinación de proteína soluble. 
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Anexo IV: Resultados de las determinaciones analíticas de materias primas y para 

fermentación 
Tabla A1 Resultados de las determinaciones analíticas de ingredientes para la formulación 
de medio de cultivo. 

No. De ingrediente Muestra 

%  

Azúcares 

reductores1  

%  

Azúcares 

totales2   

% 

Proteína 

Soluble3  

1 Caldo de soya tripticaseína 0.67 ± 0.01 12.43 ± 0.42 *BLD 

2 Extracto de carne 0.07 ± 0.00 6.03 ± 0.04 0.00 ±0.00 

3 Extracto de levadura 4.83 ± 0.28 12.32 ± 0.36 0.07 ± 0.04 

4 Jarabe de maguey 0.96 ± 0.21 70.80 ± 7.65 *BLD 

5 Melaza 2.32 ± 0.03 32.13 ± 5.13 0.03 ± 0.01 

6 MRS 38.42 ± 1.08 41.15 ± 4.44 0.09 ± 0.10 

7 Pharmamedia 0.24 ± 0.02 1.68 ± 0.01 0.60 ± 0.03 

8 Proflo 0.22 ± 0.01 12.82 ± 1.70 0.60 ± 0.01 

9 Suero de leche 84.36 ± 0.23 86.30 ± 1.18 0.56 ± 0.03 

  *BLD=Bajo el límite de detección. 
1 (Miller, 1959) 2(Dubois et al., 1956)3(Bradford, 1976) 

Los resultados son el promedio de cuatro determinaciones ± desviación estándar. 

 

De acuerdo con la Tabla A1, los resultados obtenidos nos dan una idea del contenido de 

azúcares reductores, totales y proteína soluble de los 8 ingredientes que se consideran para 

la formulación de un medio de cultivo, esto tomando como referencia el medio de cultivo 

MRS, el cual sirve como un control en el análisis experimental. Por tanto, dichos resultados 

nos sirven como punto de partida para “idear” un medio de cultivo “alternativo” y a menor 

costo.  
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Tabla A2 Resultados de contenido de proteína (% p/p) en ingredientes para formulación 
de medios. 

1 Método Kjendahl  (Nielsen, 2017). 

Los resultados son el promedio de tres determinaciones ± desviación estándar. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Ingrediente 
%  

Proteína1 

Desviación 

estándar 

Coeficiente de 

variación (%) 

Caldo de soya 

tripticaseína 
40.38 0.38 1 

Extracto de carne 59.88 0.50 1 

Extracto de levadura 54.97 1.01 2 

Jarabe de maguey 0 0 0 

Melaza 3.28 0.18 5 

Caldo MRS 27.25 1.85 7 

Pharmamedia 43.88 0.38 1  

Proflo 45.27 0.91 2  

Suero de leche 8.17 0.16 2  
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Tabla A3 Resultados de contenido de ceniza (% p/p) en ingredientes para formulación de 
medios. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

       

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Ingrediente 

 

Ceniza (%) 

 

Caldo de soya tripticaseína 30.79 ± 0.37 

Extracto de carne 9.70 ± 0.33 

Extracto de levadura 11.54 ± 1.49 

Jarabe de maguey 0.02 ± 0.04 

Melaza 9.30 ± 0.12 

Caldo MRS 13.20 ± 0.51 

Pharmamedia 6.04 ± 0.05 

Proflo 6.02 ± 0.28 

Suero de leche 5.93 ± 0.39 

Los resultados son el promedio de dos determinaciones ± desviación 

estándar. 

 



 

 

 
90 

 

Anexo V: Cálculos de las concentraciones empleadas en la CMI contra Listeria 

monocytogenes y Staphylococcus aureus. 
 

Para las concentraciones en los controles y SLC utilizados para la CMI contra L. 

monocytogenes y S. aureus se ocuparon los siguientes materiales: 

• Agua destilada estéril. 

• Medio de cultivo BHI estéril. 

• Solución de nisina a las siguientes concentraciones (0.2 %) 80 mg/mL, (0.4%) 160 

mg/mL y (1.6 %) 640 mg/mL. 

o Para la preparación de las soluciones de nisina se consideró lo 

siguiente: la nisina utilizada Nisaplin ® (DANISCO, Reino Unido) 

tiene una pureza del 2.5%. 

• Suspensión bacteriana de L. monocytogenes o Staphylococcus aureus a una 

concentración de 106 UFC/mL 

• Medio de cultivo MRS, M1 y M2 estériles y sin inocular, concentrados en SpeedVac 

a razón de 4:1, los concentrados obtenidos tuvieron 149.55, 92.22 y 85.19 mg/mL de 

proteína respectivamente, de acuerdo con lecturas en NanoDrop a 280 nm. 

 

Se realizó un ajuste de la suspensión bacteriana, considerando que los pozos tendrán 

como volumen final 220 µL y la concentración de los microorganismos indicadores 

debe quedar en el orden de 105 UFC/mL (Tabla A4). 

Tabla A4 Ajustes de la suspensión bacteriana para alcanzar una concentración final en el 
pozo de 105 UFC/mL. 

Microorganismo 

indicador 

Volumen de la 

dilución 106 

(UFC/mL) 

Volumen de caldo 

BHI, agua o 

SLC/control estéril 

total 

Volumen final con 

una concentración 

de 105 UFC/mL 

por pozo 

L. monocytogenes 22 µL 198 µL 220 µL 

S. aureus ATCC-

25923 
22 µL 198 µL 220 µL 
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Posteriormente, se fijó la cantidad de caldo BHI estéril en 50 µL, donde los datos de agua 

destilada estéril y sustancia antimicrobiana (Control o BLIS) fueron adicionados de acuerdo 

con cálculos que consideraban la cantidad de proteína requerida en el pozo a un volumen de 

220 µL totales (Tabla A5). 

Por ejemplo: 

Nisina a 20 mg/mL. 

Si la nisina tiene una pureza del 2.5%, se estima que hay 2 g en 1 L de solución de nisina. 

2 mg → 1000 µL en pozos 

0.05 mg → 25 µL solución de nisina de concentración 80 mg/mL  

0.05 mg de nisina se aforarán a 0.22 mL (220 µL) en pozo. 

0.05 𝑚𝑔

0.22 𝑚𝐿
= 0.227 

 𝑚𝑔 𝑛𝑖𝑠𝑖𝑛𝑎

𝑚𝐿 𝑝𝑜𝑧𝑜
 

 

Para la estimación de 20 mg/mL de proteína en pozo se considera lo siguiente: 

20 mg proteína → 1000 µL 

X mg proteína → 220 µL (volumen final em pozo) 

X = 4.4 mg proteína  

 

Control MRS a 20 mg/mL. 

149.55 mg proteína (MRS) → 1000 µL 

4.4 mg proteína  →  X µL 

 

X= 29.42 µL redondeados a 30 µL  

(30 µL •149.55 mg proteína MRS) / 1000 µL= 4.4865 

4.437 mg/ 0.220 mL vol. pozo= 20.17 mg/mL 
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Control M1 a 20 mg/mL. 

92.22 mg proteína (M1) → 1000 µL 

4.4 mg proteína  →  X µL 

 

X= 47.71 µL redondeados a 48 µL  

(48 µL •92.22 mg proteína M1) / 1000 µL= 4.4266 

4.4266 mg/ 0.220 mL vol. pozo= 20.12 mg/mL 

 

Control M2 a 20 mg/mL. 

85.19 mg proteína (M2) → 1000 µL 

4.4 mg proteína  →  X µL 

 

X= 51.65 µL redondeados a 52 µL  

(52 µL •85.19 mg proteína M2) / 1000 µL= 4.4299 

4.4299 mg/ 0.220 mL vol. pozo= 20.14 mg/mL 

 

La tabla A5 indica el contenido en los pozos aforados a 220 µL de algunas concentraciones 

empleadas para llevar a cabo la CMI de E faecium y S.infantarius contra L. monocytogenes 

y S. aureus. 
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Tabla A5 Contenido en los pozos aforados a 220 µL en placa ELISA (Corning® Costar® ) 
según el tratamiento analizado. 

Tratamientos 

Caldo 

BHI 

estéril 

(µL) 

Agua 

destilada 

estéril (µL) 

Suspensión 

bacteriana 

ajustada 

(µL) 

Sustancia 

antimicrobiana 

(BLIS, µL) 

Total 

(µL) 

Control 

Negativo 
50 170 0 0 220 

Control 

Positivo 

 

50 

 

148 22 0 220 

Control Nisina 

20 mg/mL 
50 123 22 25 220 

Control MRS 

20 mg/mL 
50 118 22 30 220 

Control M1 40 

mg/mL 
50 100 22 48 220 

Control M2 20 

mg/mL 
50 96 22 52 220 

Muestra 20 

mL/mL T0 

MRS 

E. faecium 

50 96 22 52 220 

Muestra 20 

mL/mL T0 M1 

E. faecium 

50 112 22 36 220 

Muestra 20 

mL/mL T0 M2 

E. faecium 

50 99 22 49 220 

Muestra 20 

mL/mL T0 

MRS 

S. infantarius 

50 97 22 51 220 

Muestra 20 

mL/mL T0 M1 

S. infantarius 

50 105 22 43 220 

Muestra 20 

mL/mL T0 M2 

S. infantarius 

50 106 22 42 220 
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Anexo VI: Ajustes mediante regresión no lineal para estimar tasa máxima de 

crecimiento y velocidad especifica de consumo de azúcares totales utilizando el 

software SigmaPlot 14 (Systat Software Inc., EE. UU.)  
 

Lo presentado a continuación, son los resultados arrojados por el programa SigmaPlot 14 

mediante regresión no lineal empleando la ecuación Gompertz de 4 parámetros, para el 

cálculo de la tasa máxima de crecimiento: 

𝒚(𝒕) = 𝑦0 + 𝑎 ∗ 𝑒𝑥𝑝[− exp (
−(x − x0)

b
)] 

 

BAL: Enterococcus faecium. 

 

• Medio de cultivo MRS. 

 

Figura A11 Tasa de crecimiento estimada por regresión lineal empleando la ecuación 
Gompertz de 4 parámetros en SigmaPlot 14 para Enterococcus faecium en medio de cultivo 
MRS. 
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• Medio de cultivo M1. 

 

Figura A12 Tasa de crecimiento estimada por regresión lineal empleando la ecuación 
Gompertz de 4 parámetros en SigmaPlot 14 para Enterococcus faecium en medio de cultivo 
M1. 

• Medio de cultivo M2. 

 

Figura A13 Tasa de crecimiento estimada por regresión lineal empleando la ecuación 
Gompertz de 4 parámetros en SigmaPlot 14 para Enterococcus faecium en medio de cultivo 
M2. 
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BAL: Streptococcus infantarius. 

• Medio de cultivo MRS. 

 

Figura A14 Tasa de crecimiento estimada por regresión lineal empleando la ecuación 
Gompertz de 4 parámetros en SigmaPlot 14 para Streptococcus infantarius en medio de 
cultivo MRS. 

• Medio de cultivo M1. 

 

Figura A15 Tasa de crecimiento estimada por regresión lineal empleando la ecuación 
Gompertz de 4 parámetros en SigmaPlot 14 para Streptococcus infantarius en medio de 
cultivo M1. 
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• Medio de cultivo M2. 

 

Figura A16 Tasa de crecimiento estimada por regresión lineal empleando la ecuación 
Gompertz de 4 parámetros en SigmaPlot 14 para Streptococcus infantarius en medio de 
cultivo M2. 

Lo presentado a continuación, son los resultados arrojados por el programa SigmaPlot 14 

mediante regresión no lineal empleando la ecuación Sigmoidal de 4 parámetros, para el 

cálculo de la velocidad específica de consumo de azúcares totales: 

𝒚(𝒕) = 𝑦0 +
𝑎

(1 + exp (
−(x − x0)

b
) 

 

BAL: Enterococcus faecium. 

• Medio de cultivo MRS. 

 

Figura A17 Consumo de azúcares totales estimado por regresión lineal empleando la 
ecuación Sigmoidal de 4 parámetros en SigmaPlot 14 para Enterococcus faecium en medio 
de cultivo MRS. 
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• Medio de cultivo M1. 

 

Figura A18 Consumo de azúcares totales estimado por regresión lineal empleando la 
ecuación Sigmoidal de 4 parámetros en SigmaPlot 14 para Enterococcus faecium en medio 
de cultivo M1. 

• Medio de cultivo M2. 

 

Figura A19 Consumo de azúcares totales estimado por regresión lineal empleando la 
ecuación Sigmoidal de 4 parámetros en SigmaPlot 14 para Enterococcus faecium en medio 
de cultivo M2. 
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BAL: Streptococcus infantarius. 

• Medio de cultivo MRS. 

 

Figura A20 Consumo de azúcares totales estimado por regresión lineal empleando la 
ecuación Sigmoidal de 4 parámetros en SigmaPlot 14 para Streptococcus infantarius en 
medio de cultivo MRS. 

• Medio de cultivo M1. 

 

Figura A21 Consumo de azúcares totales estimado por regresión lineal empleando la 
ecuación Sigmoidal de 4 parámetros en SigmaPlot 14 para Streptococcus infantarius en 
medio de cultivo M1. 
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• Medio de cultivo M2. 

 

Figura A22 Consumo de azúcares totales estimado por regresión lineal empleando la 
ecuación Sigmoidal de 4 parámetros en SigmaPlot 14 para Streptococcus infantarius en 
medio de cultivo M2. 
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Anexo VII: Estimación de la µmáx y qs utilizando el software PTC Mathcad® Prime 

7.0.0.0 (EE. UU.) 
 

Lo presentado a continuación, son los resultados arrojados desde el tiempo 0 h (inicio de la 

columna) al tiempo 24 h (final de la columna) en intervalos de 1 h, por el programa PTC 

Mathcad® Prime 7.0.0.0 mediante la siguiente ecuación para el cálculo de la µmáx: 

((
𝑑

𝑑𝑡
𝑥 (𝑡)) •

1

𝑥(𝑡)
) 

BAL: Enterococcus faecium. 

• Medio de cultivo MRS. 

 

Figura A23 Tasa de crecimiento máxima (µmáx, h-1) estimada por PTC Mathcad® Prime 
7.0.0.0 empleando la ecuación ((𝑑/𝑑𝑡 𝑥 (𝑡)) • 1/𝑥(𝑡) )  para Enterococcus faecium en medio de 
cultivo MRS. 
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• Medio de cultivo M1. 

 

 

Figura A24 Tasa de crecimiento máxima (µmáx, h-1) estimada por PTC Mathcad® Prime 
7.0.0.0 empleando la ecuación ((𝑑/𝑑𝑡 𝑥 (𝑡)) • 1/𝑥(𝑡) )  para Enterococcus faecium en medio de 
cultivo M1. 
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• Medio de cultivo M2. 
 

 

 

Figura A25 Tasa de crecimiento máxima (µmáx, h-1) estimada por PTC Mathcad® Prime 
7.0.0.0 empleando la ecuación ((𝑑/𝑑𝑡 𝑥 (𝑡)) • 1/𝑥(𝑡) )  para Enterococcus faecium en medio de 
cultivo M2. 
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BAL: Streptococcus infantarius. 

• Medio de cultivo MRS. 

 

Figura A26 Tasa de crecimiento máxima (µmáx, h-1) estimada por PTC Mathcad® Prime 
7.0.0.0 empleando la ecuación ((𝑑/𝑑𝑡 𝑥 (𝑡)) • 1/𝑥(𝑡) )  para Streptococcus infantarius en medio 
de cultivo MRS. 
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• Medio de cultivo M1. 

 

Figura A27 Tasa de crecimiento máxima (µmáx, h-1) estimada por PTC Mathcad® Prime 
7.0.0.0 empleando la ecuación ((𝑑/𝑑𝑡 𝑥 (𝑡)) • 1/𝑥(𝑡) )  para Streptococcus infantarius en medio 
de cultivo M1. 
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• Medio de cultivo M2. 

 

Figura A28 Tasa de crecimiento máxima (µmáx, h-1) estimada por PTC Mathcad® Prime 
7.0.0.0 empleando la ecuación ((𝑑/𝑑𝑡 𝑥 (𝑡)) • 1/𝑥(𝑡) )  para Streptococcus infantarius en medio 
de cultivo M2. 
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Lo presentado a continuación, son los resultados arrojados desde el tiempo 0 h (inicio de la 

columna) al tiempo 24 h (final de la columna) en intervalos de 1 h, por el programa PTC 

Mathcad® Prime 7.0.0.0 mediante la siguiente ecuación para el cálculo del qs: 

(− (
𝑑

𝑑𝑡
𝑐 (𝑡)) •

1

𝑥(𝑡)
) 

BAL: Enterococcus faecium. 

• Medio de cultivo MRS. 
 

 

Figura A29 Velocidad de consumo máxima ( (𝑔 𝑎𝑧ú𝑐𝑎𝑟 𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙)/(𝑔 𝑏𝑖𝑜𝑚𝑎𝑠𝑎) • ℎ¯¹ ) 
estimada por PTC Mathcad® Prime 7.0.0.0 empleando la ecuación (−(𝑑/𝑑𝑡 𝑐 (𝑡)) • 1/𝑥(𝑡) )  para 
Enterococcus faecium en medio de cultivo MRS. 
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• Medio de cultivo M1. 
 

 

Figura A30 Velocidad de consumo máxima ( (𝑔 𝑎𝑧ú𝑐𝑎𝑟 𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙)/(𝑔 𝑏𝑖𝑜𝑚𝑎𝑠𝑎) • ℎ¯¹ ) 
estimada por PTC Mathcad® Prime 7.0.0.0 empleando la ecuación (−(𝑑/𝑑𝑡 𝑐 (𝑡)) • 1/𝑥(𝑡) )  para 
Enterococcus faecium en medio de cultivo M1. 
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• Medio de cultivo M2. 
 

 

 

Figura A31 Velocidad de consumo máxima ( (𝑔 𝑎𝑧ú𝑐𝑎𝑟 𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙)/(𝑔 𝑏𝑖𝑜𝑚𝑎𝑠𝑎) • ℎ¯¹ ) 
estimada por PTC Mathcad® Prime 7.0.0.0 empleando la ecuación (−(𝑑/𝑑𝑡 𝑐 (𝑡)) • 1/𝑥(𝑡) )  para 
Enterococcus faecium en medio de cultivo M2. 
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BAL: Streptococcus infantarius. 

• Medio de cultivo MRS. 

 

Figura A32 Velocidad de consumo máxima ( (𝑔 𝑎𝑧ú𝑐𝑎𝑟 𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙)/(𝑔 𝑏𝑖𝑜𝑚𝑎𝑠𝑎) • ℎ¯¹ ) 
estimada por PTC Mathcad® Prime 7.0.0.0 empleando la ecuación (−(𝑑/𝑑𝑡 𝑐 (𝑡)) • 1/𝑥(𝑡) )  para 
Streptococcus infantarius en medio de cultivo MRS. 
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• Medio de cultivo M1. 
 

 

 

Figura A33 Velocidad de consumo máxima ( (𝑔 𝑎𝑧ú𝑐𝑎𝑟 𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙)/(𝑔 𝑏𝑖𝑜𝑚𝑎𝑠𝑎) • ℎ¯¹ ) 
estimada por PTC Mathcad® Prime 7.0.0.0 empleando la ecuación (−(𝑑/𝑑𝑡 𝑐 (𝑡)) • 1/𝑥(𝑡) )  para 
Streptococcus infantarius en medio de cultivo M1. 
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• Medio de cultivo M2. 

 

 

Figura A34 Velocidad de consumo máxima ( (𝑔 𝑎𝑧ú𝑐𝑎𝑟 𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙)/(𝑔 𝑏𝑖𝑜𝑚𝑎𝑠𝑎) • ℎ¯¹ ) 
estimada por PTC Mathcad® Prime 7.0.0.0 empleando la ecuación (−(𝑑/𝑑𝑡 𝑐 (𝑡)) • 1/𝑥(𝑡) )  para 
Streptococcus infantarius en medio de cultivo M2. 
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Anexo VIII: Resultados de las concentraciones mínimas inhibitorias (CMI) mediante 

análisis estadístico en software SPSS v.25.00 
Las lecturas de absorbancia (545 a 630 nm) a las 0, 18 y 24 h con un Stat Fax 2100(Awareness 

Technology Inc., FL, EE. UU.), fueron normalizadas, para posteriormente procesar en el 

software SPSS v.25.00 mediante la prueba HSD Tukey con una p≤0.05.  

Lo presentado a continuación, son los resultados arrojados por el programa. 

Tabla A6 Resultados obtenidos de la prueba de HSD Tukey en SPSS v.25.00 en controles 
bióticos y abióticos (SLC obtenidos en cinética de fermentación de Enterococcus faecium 
con medio MRS) empleados para la determinación de la CMI VS Listeria monocytogenes. 

SLC N 

Subconjunto 

a b c d e F g h i 

Control 
negativo 

9 0.9333                 

Nisina 
160 
mg/mL 

9 0.9667                 

Nisina 
40 
mg/mL 

9 0.9989                 

Nisina 
20 
mg/mL 

9 1.0000                 

SLC T12 45 1.0493                 

SLC T24 45 1.0707                 

SLC T9 45 1.1231                 

SLC T6 45 1.1476 1.1476               

SLC T3 45   1.3984 1.3984             

MRS 35 
mg/mL 

9     1.5000             

SLC T0 45       1.7969           

MRS 20 
mg/mL 

9         2.2222         

Nisina 
15 
mg/mL 

9           4.6656       

Nisina 
10 
mg/mL 

9             5.0078     

Control 
positivo 

9               5.8089   

Nisina 5 
mg/mL 

9                 6.1578 

Sig.   0.206 0.054 0.991 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 

• Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos. 

• Cada subconjunto contiene los valores sin diferencia estadística significativa p<0.05, por efecto de la 
CMI en el/los controles/SLC evaluados del medio de cultivo y microorganismo patógeno. 
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Tabla A7 Resultados obtenidos de la prueba de HSD Tukey en SPSS v.25.00 en las 
concentraciones empleadas en controles bióticos y abióticos (SLC obtenidos en cinética de 
fermentación de Enterococcus faecium con medio MRS) en la determinación de la CMI VS 
Listeria monocytogenes. 

Concen-
tración N 

Subconjunto 

a b c d e F g h i 

Control 
Negativo 

9 0.9333                 

Nisina 
160mg/mL 

9 0.9667                 

Nisina 
40mg/mL 

9 0.9989 0.9989               

Nisina 
20mg/mL 

9 1.0000 1.0000               

35 mg/mL 54 1.0693 1.0693               

20 mg/mL 54 1.1352 1.1352 1.1352             

15 mg/mL 54   1.2524 1.2524 1.2524           

10 mg/mL 54     1.3822 1.3822           

5 mg/mL 54       1.4826           

MRS 35 
mg/mL 

9       1.5000           

MRS 20 
mg/mL 

9         2.2222         

Nisina 15 
mg/mL 

9           4.6656       

Nisina 10 
mg/mL 

9             5.0078     

Control 
Positivo 

9               5.8089   

Nisina 5 
mg/mL 

9                 6.1578 

Sig.   0.298 0.051 0.066 0.065 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 

• Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos. 

• Cada subconjunto contiene los valores sin diferencia estadística significativa p<0.05, por efecto de la 
CMI en la concentración empleada en controles/SLC evaluados del medio de cultivo y 
microorganismo patógeno. 
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Tabla A8 Resultados obtenidos de la prueba de HSD Tukey en SPSS v.25.00 en controles 
bióticos y abióticos (SLC obtenidos en cinética de fermentación de Enterococcus faecium 
con medio MRS) empleados para la determinación de la CMI VS Staphylococcus aureus. 

SLC N 

Subconjunto 

a b c D E f 

Nisina 80 
mg/mL 

9 1.0300           

Control 
negativo 

24 1.0408           

Nisina 160 
mg/mL 

21 1.0543           

Nisina 120 
mg/mL 

9 1.0700           

Nisina 100 
mg/mL 

9 1.1144           

SLC T12 69   1.3531         

SLC T0 69   1.4711 1.4711       

MRS 35 
mg/mL 

9   1.5000 1.5000       

SLC T3 69   1.5051 1.5051       

SLC T24 69   1.5145 1.5145       

SLC T6 69   1.5394 1.5394       

SLC T9 69     1.5847       

Nisina 40 
mg/mL 

21       3.8043     

Nisina 20 
mg/mL 

21         4.0457   

Control 
positivo 

24           7.0796 

Sig.   0.975 0.067 0.784 1.000 1.000 1.000 

• Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos. 

• Cada subconjunto contiene los valores sin diferencia estadística significativa p<0.05, por efecto de la 
CMI en el/los controles/SLC evaluados del medio de cultivo y microorganismo patógeno. 
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Tabla A9 Resultados obtenidos de la prueba de HSD Tukey en SPSS v.25.00 en las 
concentraciones empleadas en controles bióticos y abióticos (SLC obtenidos en cinética de 
fermentación de Enterococcus faecium con medio MRS) en la determinación de la CMI VS 
Staphylococcus aureus. 

Concentración N 

Subconjunto 

a b c d E f g h 

20 mg/mL 126 0.9886               

35 mg/mL 126 0.9896               

Nisina 80 
mg/mL 

9 1.0300               

Control 
Negativo 

24 1.0408               

Nisina 160 
mg/mL 

21 1.0543               

Nisina 120 
mg/mL 

9 1.0700               

Nisina 100 
mg/mL 

9 1.1144               

MRS 35 
mg/mL 

9   1.5000             

15 mg/mL 54     1.8811           

10 mg/mL 54       2.1789         

5 mg/mL 54         2.7831       

Nisina 40 
mg/mL 

21           3.8043     

Nisina 20 
mg/mL 

21             4.0457   

Control 
Positivo 

24               7.0796 

Sig.   0.638 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 

• Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos. 

• Cada subconjunto contiene los valores sin diferencia estadística significativa p<0.05, por efecto de la 
CMI en la concentración empleada en controles/SLC evaluados del medio de cultivo y 
microorganismo patógeno. 
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Tabla A10 Resultados obtenidos de la prueba de HSD Tukey en SPSS v.25.00 en controles 
bióticos y abióticos (SLC obtenidos en cinética de fermentación de Streptococcus infantarius 
con medio MRS) empleados para la determinación de la CMI VS Listeria monocytogenes. 

SLC N 

Subconjunto 

a b c d e F g 

Control 
negativo 

9 0.9333             

Nisina 
160 

mg/mL 

9 0.9667             

Nisina 40 
mg/mL 

9 0.9989             

Nisina 20 
mg/mL 

9 1.0000             

SLC T9 45 1.0011             

SLC T12 45 1.0104             

SLC T6 45 1.0200             

SLC T24 45 1.0240             

SLC T3 45 1.1096             

SLC T0 45   1.3918           

MRS 35 
mg/mL 

9   1.5000           

MRS 20 
mg/mL 

9     2.2222         

Nisina 15 
mg/mL 

9       4.6656       

Nisina 10 
mg/mL 

9         5.0078     

Control 
positivo 

9           5.8089   

Nisina 5 
mg/mL 

9             6.1578 

Sig.   0.316 0.951 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 

• Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos. 

• Cada subconjunto contiene los valores sin diferencia estadística significativa p<0.05, por efecto de la 
CMI en el/los controles/SLC evaluados del medio de cultivo y microorganismo patógeno. 
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Tabla A11 Resultados obtenidos de la prueba de HSD Tukey en SPSS v.25.00 en las 
concentraciones empleadas en controles bióticos y abióticos (SLC obtenidos en cinética de 
fermentación de Streptococcus infantarius con medio MRS) en la determinación de la CMI 
VS Listeria monocytogenes. 

Concentración N 

Subconjunto 

a b c d e F 7 

Control 
Negativo 

9 0.9333             

Nisina 160 
mg/mL 

9 0.9667             

Nisina 40 
mg/mL 

9 0.9989             

Nisina 20 
mg/mL 

9 1.0000             

15 mg/mL 54 1.0339             

10 mg/mL 54 1.0694             

35 mg/mL 54 1.0759             

20 mg/mL 54 1.1294             

5 mg/mL 54 1.1554             

MRS 35 
mg/mL 

9   1.5000           

MRS 20 
mg/mL 

9     2.2222         

Nisina 15 
mg/mL 

9       4.6656       

Nisina 10 
mg/mL 

9         5.0078     

Control 
Positivo 

9           5.8089   

Nisina 5 
mg/mL 

9             6.1578 

Sig.   0.056 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 

• Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos. 

• Cada subconjunto contiene los valores sin diferencia estadística significativa p<0.05, por efecto de la 
CMI en la concentración empleada en controles/SLC evaluados del medio de cultivo y microorganismo 
patógeno. 
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Tabla A12 Resultados obtenidos de la prueba de HSD Tukey en SPSS v.25.00 en las 
concentraciones empleadas en controles bióticos y abióticos (SLC obtenidos en cinética de 
fermentación de Streptococcus infantarius con medio MRS) en la determinación de la CMI 
VS Staphylococcus aureus. 

SLC N 

Subconjunto 

a b c d e F g 

Nisina 80 
mg/mL 

9 1.0300             

Control 
negativo 

24 1.0408             

Nisina 
160 

mg/mL 

21 1.0543             

Nisina 
120 

mg/mL 

9 1.0700             

Nisina 
100 

mg/mL 

9 1.1144             

SLC T0 69   1.4873           

MRS 
35mg/mL 

9   1.5000           

SLC T24 69   1.5557 1.5557         

SLC T3 69   1.5723 1.5723 1.5723       

SLC T9 69   1.5909 1.5909 1.5909       

SLC T6 69     1.7160 1.7160       

SLC T12 69       1.7651       

Nisina 40 
mg/mL 

21         3.8043     

Nisina 20 
mg/mL 

21           4.0457   

Control 
positivo 

24             7.0796 

Sig.   0.981 0.902 0.270 0.065 1.000 1.000 1.000 

•  Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos. 

• Cada subconjunto contiene los valores sin diferencia estadística significativa p<0.05, por efecto de la 
CMI en el/los controles/SLC evaluados del medio de cultivo y microorganismo patógeno. 
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Tabla A13 Resultados obtenidos de la prueba de HSD Tukey en SPSS v.25.00 en las 
concentraciones empleadas en controles bióticos y abióticos (SLC obtenidos en cinética de 
fermentación de Streptococcus infantarius con medio MRS) en la determinación de la CMI 
VS Staphylococcus aureus. 

Concentración N 
Subconjunto 

a b c d E f g h 

Nisina 80 
mg/mL 

9 1.0300        

Control 
Negativo 

24 1.0408        

Nisina 160 
mg/mL 

21 1.0543        

35 mg/mL 126 1.0695        

Nisina 120 
mg/mL 

9 1.0700        

Nisina 100 
mg/mL 

9 1.1144        

20 mg/mL 126 1.1788        

MRS 35 
mg/mL 

9  1.5000       

15 mg/mL 54   1.9533      

10 mg/mL 54    2.3361     

5 mg/mL 54     2.8428    

Nisina 40 
mg/mL 

21      3.8043   

Nisina 20 
mg/mL 

21       4.0457  

Control 
Positivo 

24        7.0796 

Sig.  0.406 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 

•  Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos. 

• Cada subconjunto contiene los valores sin diferencia estadística significativa p<0.05, por efecto de la 
CMI en la concentración empleada en controles/SLC evaluados del medio de cultivo y microorganismo 
patógeno. 

 

 

 

 

 



 

 

 
121 

 

Tabla A14 Resultados obtenidos de la prueba de HSD Tukey en SPSS v.25.00 en controles 
bióticos y abióticos (SLC obtenidos en cinética de fermentación de Enterococcus faecium 
con medio M1) empleados para la determinación de la CMI VS Listeria monocytogenes 

SLC N 

Subconjunto 

a b c d e f G h 

Control 
negativo 

9 0.9333               

Nisina 
160 

mg/mL 

9 0.9667               

Nisina 
40 

mg/mL 

9 0.9989 0.9989             

Nisina 
20 

mg/mL 

9 1.0000 1.0000             

M1 40 
mg/mL 

9 1.0933 1.0933             

SLC T24 45 1.1533 1.1533             

SLC T9 45 1.1671 1.1671 1.1671           

SLC T6 45   1.2602 1.2602           

SLC T12 45   1.2720 1.2720           

SLC T3 45     1.4413 1.4413         

SLC T0 45       1.6773         

Nisina 
15 

mg/mL 

9         4.6656       

Nisina 
10 

mg/mL 

9           5.0078     

Control 
positivo 

9             5.8089   

Nisina 5 
mg/mL 

9               6.1578 

Sig.   0.195 0.052 0.050 0.183 1.000 1.000 1.000 1.000 

•  Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos. 

• Cada subconjunto contiene los valores sin diferencia estadística significativa p<0.05, por efecto de la 
CMI en el/los controles/SLC evaluados del medio de cultivo y microorganismo patógeno. 
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Tabla A15 Resultados obtenidos de la prueba de HSD Tukey en SPSS v.25.00 en las 
concentraciones empleadas en controles bióticos y abióticos (SLC obtenidos en cinética de 
fermentación de Enterococcus faecium con medio M1) en la determinación de la CMI VS 
Listeria monocytogenes. 

Concentración N 

Subconjunto 

a b c d E f g h 

Control 
Negativo 

9 0.9333               

Nisina 160 
mg/mL 

9 0.9667 0.9667             

Nisina 40 
mg/mL 

9 0.9989 0.9989             

Nisina 20 
mg/mL 

9 1.0000 1.0000             

40 mg/mL 54 1.0435 1.0435             

M1 40 mg/mL 9 1.0933 1.0933             

20 mg/mL 54 1.1835 1.1835 1.1835           

15 mg/mL 54   1.2298 1.2298           

10 mg/mL 54     1.4194           

5 mg/mL 54       1.7665         

Nisina 15 
mg/mL 

9         4.6656       

Nisina 10 
mg/mL 

9           5.0078     

Control 
Positivo 

9             5.8089   

Nisina 5 
mg/mL 

9               6.1578 

Sig.   0.120 0.078 0.185 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 

•  Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos. 

•  Cada subconjunto contiene los valores sin diferencia estadística significativa p<0.05, por efecto de la 
CMI en la concentración empleada en controles/SLC evaluados del medio de cultivo y microorganismo 
patógeno. 
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Tabla A16  Resultados obtenidos de la prueba de HSD Tukey en SPSS v.25.00 en controles 
bióticos y abióticos (SLC obtenidos en cinética de fermentación de Enterococcus faecium 
con medio M1) empleados para la determinación de la CMI VS Staphylococcus aureus. 

SLC N 

Subconjunto 

a b c D E f 

Control 
negativo 

9 0.9433           

Nisina 160 
mg/mL 

9 0.9956           

Nisina 80 
mg/mL 

9 1.0300           

Nisina 120 
mg/mL 

9 1.0700           

M1 40 
mg/mL 

9 1.0933           

M1 35 
mg/mL 

9 1.0933           

M1 20 
mg/mL 

9 1.1122           

Nisina 100 
mg/mL 

9 1.1144           

M1 15 
mg/mL 

9   1.3844         

SLC T0 36   1.4111         

SLC T24 36   1.4222         

SLC T9 36   1.4336         

SLC T12 36   1.4797 1.4797       

SLC T6 36   1.4806 1.4806       

SLC T3 36     1.6303       

Nisina 40 
mg/mL 

9       5.2233     

Nisina 20 
mg/mL 

9         6.0656   

Control 
positivo 

9           8.1800 

Sig.   0.073 0.904 0.212 1.000 1.000 1.000 

• Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos. 

• Cada subconjunto contiene los valores sin diferencia estadística significativa p<0.05, por efecto de la 
CMI en el/los controles/SLC evaluados del medio de cultivo y microorganismo patógeno. 
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Tabla A17 Resultados obtenidos de la prueba de HSD Tukey en SPSS v.25.00 en las 
concentraciones empleadas en controles bióticos y abióticos (SLC obtenidos en cinética de 
fermentación de Enterococcus faecium con medio M1) en la determinación de la CMI VS 
Staphylococcus aureus. 

Concentración N 

Subconjunto 

a b c d E f g h 

Control 
Negativo 

9 0.9433               

Nisina 160 
mg/mL 

9 0.9956               

Nisina 80 
mg/mL 

9 1.0300 1.0300             

Nisina 120 
mg/mL 

9 1.0700 1.0700             

M1 40 mg/mL 9 1.0933 1.0933             

M1 35 mg/mL 9 1.0933 1.0933             

M1 20 mg/mL 9 1.1122 1.1122             

Nisina 100 
mg/mL 

9 1.1144 1.1144             

40 mg/mL 54   1.1959             

M1 15 mg/mL 9     1.3844           

33 mg/mL 54     1.4670 1.4670         

20 mg/mL 54       1.5861 1.5861       

24 mg/mL 54         1.6559       

Nisina 40 
mg/mL 

9           5.2233     

Nisina 20 
mg/mL 

9             6.0656   

Control 
Positivo 

9               8.1800 

Sig.   0.079 0.104 0.967 0.620 0.993 1.000 1.000 1.000 

•  Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos. 

•  Cada subconjunto contiene los valores sin diferencia estadística significativa p<0.05, por efecto de la 
CMI en la concentración empleada en controles/SLC evaluados del medio de cultivo y microorganismo 
patógeno. 
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Tabla A18 Resultados obtenidos de la prueba de HSD Tukey en SPSS v.25.00 en controles 
bióticos y abióticos (SLC obtenidos en cinética de fermentación de Streptococcus infantarius 
con medio M1) empleados para la determinación de la CMI VS Listeria monocytogenes 

SLC N 

Subconjunto 

a b c D E f 

Control 
negativo 

9 0.9333           

Nisina 160 
mg/mL 

9 0.9667           

SLC T9 45 0.9949           

Nisina 40 
mg/mL 

9 0.9989           

Nisina 20 
mg/mL 

9 1.0000           

SLC T12 45 1.0071           

SLC T6 45 1.0073           

SLC T24 45 1.0102           

SLC T3 45 1.0309           

M1 40 
mg/mL 

9 1.0933 1.0933         

SLC T0 45   1.2856         

Nisina 15 
mg/mL 

9     4.6656       

Nisina 10 
mg/mL 

9       5.0078     

Control 
positivo 

9         5.8089   

Nisina 5 
mg/mL 

9           6.1578 

Sig.   0.592 0.275 1.000 1.000 1.000 1.000 

•   Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos. 

• Cada subconjunto contiene los valores sin diferencia estadística significativa p<0.05, por efecto de la 
CMI en el/los controles/SLC evaluados del medio de cultivo y microorganismo patógeno. 
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Tabla A19 Resultados obtenidos de la prueba de HSD Tukey en SPSS v.25.00 en las 
concentraciones empleadas en controles bióticos y abióticos (SLC obtenidos en cinética de 
fermentación de Streptococcus infantarius con medio M1) en la determinación de la CMI 
VS Listeria monocytogenes. 

Concentración N 

Subconjunto 

a b C D f 

Control 
Negativo 

9 0.9333         

Nisina 160 
mg/mL 

9 0.9667         

Nisina 40 
mg/mL 

9 0.9989         

Nisina 20 
mg/mL 

9 1.0000         

40 mg/mL 54 1.0054         

15 mg/mL 54 1.0104         

20 mg/mL 54 1.0511         

10 mg/mL 54 1.0559         

M1 40 mg/mL 9 1.0933         

5 mg/mL 54 1.1572         

Nisina 15 
mg/mL 

9   4.6656       

Nisina 10 
mg/mL 

9     5.0078     

Control 
Positivo 

9       5.8089   

Nisina 5 
mg/mL 

9         6.1578 

Sig.   0.095 1.000 1.000 1.000 1.000 

•  Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos. 

•  Cada subconjunto contiene los valores sin diferencia estadística significativa p<0.05, por efecto de la 
CMI en la concentración empleada en controles/SLC evaluados del medio de cultivo y microorganismo 
patógeno. 

 

 

 

 

 



 

 

 
127 

 

Tabla A20 Resultados obtenidos de la prueba de HSD Tukey en SPSS v.25.00 en controles 
bióticos y abióticos (SLC obtenidos en cinética de fermentación de Streptococcus infantarius 
con medio M1) empleados para la determinación de la CMI VS Staphylococcus aureus. 

SLC N 

Subconjunto 

a b c d e F g 

Control 
negativo 

9 0.9433             

Nisina 
160 

mg/mL 

9 0.9956 0.9956           

Nisina 80 
mg/mL 

9 1.0300 1.0300           

Nisina 
120 

mg/mL 

9 1.0700 1.0700           

M1 40 
mg/mL 

9 1.0933 1.0933           

M1 35 
mg/mL 

9 1.0933 1.0933           

M1 20 
mg/mL 

9 1.1122 1.1122           

Nisina 
100 

mg/mL 

9   1.1144           

SLC T6 36     1.3422         

SLC T12 36     1.3497 1.3497       

SLC T9 36     1.3567 1.3567       

M1 15 
mg/mL 

9     1.3844 1.3844       

SLC T3 36     1.4500 1.4500       

SLC T0 36     1.4922 1.4922       

SLC T24 36       1.5136       

Nisina 40 
mg/mL 

9         5.2233     

Nisina 20 
mg/mL 

9           6.0656   

Control 
positivo 

9             8.1800 

Sig.   0.053 0.554 0.158 0.073 1.000 1.000 1.000 

•  Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos. 

• Cada subconjunto contiene los valores sin diferencia estadística significativa p<0.05, por efecto de la 
CMI en el/los controles/SLC evaluados del medio de cultivo y microorganismo patógeno. 
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Tabla A21 Resultados obtenidos de la prueba de HSD Tukey en SPSS v.25.00 en las 
concentraciones empleadas en controles bióticos y abióticos (SLC obtenidos en cinética de 
fermentación de Streptococcus infantarius con medio M1) en la determinación de la CMI 
VS Staphylococcus aureus. 

Concentración N 

Subconjunto 

a b c d e F g 

Control 
Negativo 

9 0.9433             

Nisina 160 
mg/mL 

9 0.9956 0.9956           

Nisina 80 
mg/mL 

9 1.0300 1.0300           

Nisina 120 
mg/mL 

9 1.0700 1.0700           

M1 40 mg/mL 9 1.0933 1.0933           

M1 35 mg/mL 9 1.0933 1.0933           

M1 20 mg/mL 9 1.1122 1.1122           

Nisina 100 
mg/mL 

9 1.1144 1.1144           

40 mg/mL 54   1.1641           

M1 15 mg/mL 9     1.3844         

33 mg/mL 54     1.4044         

20 mg/mL 54     1.4898 1.4898       

24 mg/mL 54       1.6113       

Nisina 40 
mg/mL 

9         5.2233     

Nisina 20 
mg/mL 

9           6.0656   

Control 
Positivo 

9             8.1800 

Sig.   0.051 0.059 0.742 0.506 1.000 1.000 1.000 

•  Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos. 

•  Cada subconjunto contiene los valores sin diferencia estadística significativa p<0.05, por efecto de la 
CMI en la concentración empleada en controles/SLC evaluados del medio de cultivo y microorganismo 
patógeno. 
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Tabla A22 Resultados obtenidos de la prueba de HSD Tukey en SPSS v.25.00 en controles 
bióticos y abióticos (SLC obtenidos en cinética de fermentación de Enterococcus faecium 
con medio M2) empleados para la determinación de la CMI VS Listeria monocytogenes. 

SLC N 

Subconjunto 

a b c D E f 

Control 
negativo 

9 0.9333           

Nisina 160 
mg/mL 

9 0.9667           

Nisina 40 
mg/mL 

9 0.9989           

Nisina 20 
mg/mL 

9 1.0000           

SLC T12 45 1.0167           

SLC T9 45 1.0189           

SLC T24 45 1.0278 1.0278         

SLC T6 45 1.0391 1.0391         

M2 40 
mg/mL 

9 1.0989 1.0989         

SLC T3 45 1.1373 1.1373         

SLC T0 45   1.2367         

Nisina 15 
mg/mL 

9     4.6656       

Nisina 10 
mg/mL 

9       5.0078     

Control 
positivo 

9         5.8089   

Nisina 5 
mg/mL 

9           6.1578 

Sig.   0.078 0.062 1.000 1.000 1.000 1.000 

•  Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos. 

• Cada subconjunto contiene los valores sin diferencia estadística significativa p<0.05, por efecto de la 
CMI en el/los controles/SLC evaluados del medio de cultivo y microorganismo patógeno. 
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Tabla A23 Resultados obtenidos de la prueba de HSD Tukey en SPSS v.25.00 en las 
concentraciones empleadas en controles bióticos y abióticos (SLC obtenidos en cinética de 
fermentación de Enterococcus faecium con medio M2) en la determinación de la CMI VS 
Listeria monocytogenes. 

Concentración N 

Subconjunto 

a b C D e 

Control 
Negativo 

9 0.9333         

Nisina 160 
mg/mL 

9 0.9667         

Nisina 40 
mg/mL 

9 0.9989         

Nisina 20 
mg/mL 

9 1.0000         

15 mg/mL 54 1.0431         

10 mg/mL 54 1.0700         

40 mg/mL 54 1.0702         

5 mg/mL 54 1.0893         

M2 40 mg/mL 9 1.0989         

20 mg/mL 54 1.1244         

Nisina 15 
mg/mL 

9   4.6656       

Nisina 10 
mg/mL 

9     5.0078     

Control 
Positivo 

9       5.8089   

Nisina 5 
mg/mL 

9         6.1578 

Sig.   0.139 1.000 1.000 1.000 1.000 

•  Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos. 

•  Cada subconjunto contiene los valores sin diferencia estadística significativa p<0.05, por efecto de la 
CMI en la concentración empleada en controles/SLC evaluados del medio de cultivo y microorganismo 
patógeno. 
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Tabla A24 Resultados obtenidos de la prueba de HSD Tukey en SPSS v.25.00 en controles 
bióticos y abióticos (SLC obtenidos en cinética de fermentación de Enterococcus faecium 
con medio M2) empleados para la determinación de la CMI VS Staphylococcus aureus. 

SLC N 

Subconjunto 

a b c d e f g h i j 

Control 
negativo 

9 0.9433                   

Nisina 
160 

mg/mL 

9 0.9956 0.9956                 

Nisina 
80 

mg/mL 

9 1.0300 1.0300                 

Nisina 
120 

mg/mL 

9 1.0700 1.0700                 

M2 40 
mg/mL 

9 1.0989 1.0989                 

Nisina 
100 

mg/mL 

9   1.1144                 

SLC T0 36     1.3981               

M2 35 
mg/mL 

9     1.4489 1.4489             

SLC T12 36     1.5172 1.5172 1.5172           

M2 20 
mg/mL 

9       1.6067 1.6067 1.6067         

SLC T3 36         1.6508 1.6508         

SLC T24 36           1.7175         

SLC T9 36           1.7442         

CFS T6 36           1.7456         

M2 15 
mg/mL 

9             1.9722       

Nisina 
40 

mg/mL 

9               5.2233     

Nisina 
20 

mg/mL 

9                 6.0656   

Control 
positivo 

9                   8.1800 

Sig.   0.075 0.461 0.457 0.065 0.252 0.194 1.000 1.000 1.000 1.000 

•  Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos. 

• Cada subconjunto contiene los valores sin diferencia estadística significativa p<0.05, por efecto de la 
CMI en el/los controles/SLC evaluados del medio de cultivo y microorganismo patógeno. 
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Tabla A25 Resultados obtenidos de la prueba de HSD Tukey en SPSS v.25.00 en las 
concentraciones empleadas en controles bióticos y abióticos (SLC obtenidos en cinética de 
fermentación de Enterococcus faecium con medio M2) en la determinación de la CMI VS 
Staphylococcus aureus. 

Concentración N 

Subconjunto 

a b c d e F g h i 

Control 
Negativo 

9 0.9433                 

Nisina 160 
mg/mL 

9 0.9956 0.9956               

Nisina 80 
mg/mL 

9 1.0300 1.0300               

Nisina 120 
mg/mL 

9 1.0700 1.0700               

M2 40 mg/mL 9 1.0989 1.0989               

Nisina 100 
mg/mL 

9   1.1144               

40 mg/mL 54     1.3265             

M2 35 mg/mL 9     1.4489 1.4489           

20 mg/mL 54       1.5480 1.5480         

M2 20 mg/mL 9       1.6067 1.6067         

33 mg/mL 54         1.6924         

24 mg/mL 54           1.9487       

M2 15 mg/mL 9           1.9722       

Nisina 40 
mg/mL 

9             5.2233     

Nisina 20 
mg/mL 

9               6.0656   

Control 
positivo 

9                 8.1800 

Sig.   0.080 0.456 0.403 0.070 0.150 1.000 1.000 1.000 1.000 

• Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos. 

• Cada subconjunto contiene los valores sin indican diferencia estadística significativa p<0.05, por efecto 
de la CMI en la concentración empleada en controles/SLC evaluados del medio de cultivo y 
microorganismo patógeno. 
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Tabla A26 Resultados obtenidos de la prueba de HSD Tukey en SPSS v.25.00 en controles 
bióticos y abióticos (SLC obtenidos en cinética de fermentación de Streptococcus infantarius 
con medio M2) empleados para la determinación de la CMI VS Listeria monocytogenes. 

SLC N 

Subconjunto 

a B c 

Control negativo 9 0.9333     

Nisina 160 mg/mL 9 0.9667     

Nisina 40 mg/mL 9 0.9989     

Nisina 20 mg/mL 9 1.0000     

SLC T12 45 1.0180     

SLC T0 45 1.0240     

SLC T3 45 1.0271     

SLC T24 45 1.0302     

SLC T9 45 1.0320     

M2 40 mg/mL 9 1.0989     

SLC T6 45 1.2438     

Nisina 15 mg/mL 9   4.6656   

Nisina 10 mg/mL 9   5.0078   

Control positivo 9     5.8089 

Nisina 5 mg/mL 9     6.1578 

Sig.   0.932 0.864 0.846 

•    Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos. 

•    Cada subconjunto contiene los valores sin diferencia estadística significativa p<0.05, por efecto de 
la CMI en el/los controles/SLC evaluados del medio de cultivo y microorganismo patógeno. 
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Tabla A27 Resultados obtenidos de la prueba de HSD Tukey en SPSS v.25.00 en las 
concentraciones empleadas en controles bióticos y abióticos (SLC obtenidos en cinética de 
fermentación de Streptococcus infantarius con medio M2) en la determinación de la CMI 
VS Listeria monocytogenes. 

Concentración N 

Subconjunto 

1 2 3 

Control Negativo 9 0.9333     

Nisina 160 mg/mL 9 0.9667     

Nisina 40 mg/mL 9 0.9989     

Nisina 20 mg/mL 9 1.0000     

10 mg/mL 54 1.0141     

5 mg/mL 54 1.0322     

40 mg/mL 54 1.0474     

20 mg/mL 54 1.0541     

M2 40 mg/mL 9 1.0989     

15 mg/mL 54 1.1648     

Nisina 15 mg/mL 9   4.6656   

Nisina 10 mg/mL 9   5.0078   

Control Positivo 9     5.8089 

Nisina 5 mg/mL 9     6.1578 

Sig.   0.993 0.854 0.836 

•  Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos. 

•  Cada subconjunto contiene los valores sin diferencia estadística significativa p<0.05, por efecto de la 
CMI en la concentración empleada en controles/SLC evaluados del medio de cultivo y microorganismo 
patógeno. 
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Tabla A28 Resultados obtenidos de la prueba de HSD Tukey en SPSS v.25.00 en controles 
bióticos y abióticos (SLC obtenidos en cinética de fermentación de Streptococcus infantarius 
con medio M2) empleados para la determinación de la CMI VS Staphylococcus aureus. 

SLC N 

Subconjunto 

a b c d e F g h i 

Control 
negativo 

9 0.9433                 

Nisina 
160 

mg/mL 

9 0.9956                 

Nisina 
80 

mg/mL 

9 1.0300                 

Nisina 
120 

mg/mL 

9 1.0700                 

M2 40 
mg/mL 

9 1.0933                 

Nisina 
100 

mg/mL 

9 1.1144                 

SLC T24 36   1.3586               

SLC T12 36   1.3978               

M2 35 
mg/mL 

9   1.4489 1.4489             

SLC T9 36   1.4636 1.4636             

M2 20 
mg/mL 

9     1.6067 1.6067           

SLC T6 36     1.6353 1.6353           

SLC T3 36       1.7747 1.7747         

SLC T0 36         1.8325 1.8325       

M2 15 
mg/mL 

9           1.9722       

Nisina 
40 

mg/mL 

9             5.2233     

Nisina 
20 

mg/mL 

9               6.0656   

Control 
positivo 

9                 8.1800 

Sig.   0.142 0.893 0.065 0.164 1.000 0.473 1.000 1.000 1.000 

•  Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos. 

•  Cada subconjunto contiene los valores sin diferencia estadística significativa p<0.05, por efecto de la 
CMI en el/los controles/SLC evaluados del medio de cultivo y microorganismo patógeno.
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Tabla A29 Resultados obtenidos de la prueba de HSD Tukey en SPSS v.25.00 en las 
concentraciones empleadas en controles bióticos y abióticos (SLC obtenidos en cinética de 
fermentación de Streptococcus infantarius con medio M2) en la determinación de la CMI 
VS Staphylococcus aureus. 

Concentración N 

Subconjunto 

a b c d e F g 

Control 
Negativo 

9 0.9433             

Nisina 160 
mg/mL 

9 0.9956             

Nisina 80 
mg/mL 

9 1.0300             

Nisina 120 
mg/mL 

9 1.0700 1.0700           

M2 40 mg/mL 9 1.0933 1.0933           

Nisina 100 
mg/mL 

9 1.1144 1.1144           

40 mg/mL 54   1.2435           

M2 35 mg/mL 9     1.4489         

20 mg/mL 54     1.5030         

33 mg/mL 54     1.5785         

M2 20 mg/mL 9     1.6067         

M2 15 mg/mL 9       1.9722       

24 mg/mL 54       1.9833       

Nisina 40 
mg/mL 

9         5.2233     

Nisina 20 
mg/mL 

9           6.0656   

Control 
Positivo 

9             8.1800 

Sig.   0.148 0.133 0.257 1.000 1.000 1.000 1.000 

•  Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos. 

•  Cada subconjunto contiene los valores sin diferencia estadística significativa p<0.05, por efecto de la 
CMI en la concentración empleada en controles/SLC evaluados del medio de cultivo y microorganismo 
patógeno. 
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Anexo VI: Producción científica. 
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