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1. RESUMEN 

 

La capacidad de las bacterias ácido lácticas (BAL) para producir sustancias 

antimicrobianas ha sido utilizada históricamente para conservar los alimentos, y 

debido a varias de sus propiedades metabólicas, han despertado gran atención al 

ser empleadas en la industria farmacéutica y alimentaria, especialmente para la 

obtención de ácido láctico y bacteriocinas. Actualmente, las bacteriocinas son 

utilizadas en una amplia categoría de alimentos, incluyendo cárnicos, lácteos, 

productos enlatados, vegetales y bebidas como cerveza y vino. Sus características 

de compatibilidad en dichos productos, así como su modo de acción, hacen atractivo 

su uso en los alimentos. 

En este proyecto se han aislado un número de presuntas bacterias lácticas 

presentes en diferentes muestras de hierbas aromáticas y posteriormente, se ha 

ensayado la producción de sustancias antimicrobianas por dichas cepas, para 

comprobar si esas sustancias son o no de tipo bacteriocina. 

 

Abstract 

 

The ability of lactic acid bacteria (LAB) to produce antimicrobial substances has 

historically long been used to preserve foods, and due to several of its metabolic 

properties, they have aroused great attention to be employed in the pharmaceutical 

and food industries, especially for getting of lactic acid and bacteriocins. At present, 

bacteriocins are used in different foods, including meat, dairy products, canned 

foods, vegetables and beverages such as beer and wine. Their characteristics of 

compatibility in these products and their mode of action make them attractive to be 

used in foods. 

In this project, a number of presumed lactic bacteria have been isolated in different 

samples of aromatic herbs, and subsequently, the antimicrobial substances 

production by these strains has been tested, to confirm if these substances are 

bacteriocin-type or not. 
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2. INTRODUCCIÓN 

 

2.1. Hierbas aromáticas 

 

Las plantas han sido utilizadas durante miles de años en muchas partes del mundo 

por sus propiedades nutritivas y medicinales (Simental y Avila, 1999). Existe 

información sobre las propiedades funcionales, medicinales y/o toxicológicas de las 

plantas, pues en los últimos años se ha estudiado el efecto en la salud de los 

posibles compuestos bioactivos presentes en ellas (Shahidi et al. 1992). La 

velocidad de deterioro microbiano en alimentos no solo depende de los 

microorganismos presentes, sino también de la composición química del producto y 

de la carga microbiana inicial. Los antimicrobianos son compuestos químicos 

añadidos o presentes en los alimentos que retardan el crecimiento microbiano o 

inactivan a los microorganismos y por lo tanto detienen el deterioro de la calidad y 

mantienen la seguridad del alimento (Baltazar, 2003). Generalmente los aceites 

esenciales poseen notables propiedades antimicrobianas. En la actualidad, la 

mayoría de los estudios realizados sobre las propiedades antimicrobianas de los 

aceites esenciales se ha centrado en microorganismos patógenos para el hombre, 

así como en aquellos presentes en los alimentos, ya sea por su implicancia en 

toxiinfecciones alimenticias o por su capacidad para alterar las propiedades 

organolépticas y de conservación de los alimentos. 

 

2.1.1. Tipos de hierbas aromáticas 

 

En este trabajo se han empleado un total de 8 tipos de hierbas aromáticas, las 

cuales  poseen unas características especiales gracias a los aceites esenciales que 

contienen como antimicrobianos naturales.  

 

2.1.1.1. Tomillo 

 

El tomillo (Thymus vulgaris) es una especie aromática perteneciente a la familia 

Lamiaceae y conocido desde hace siglos por su excelente aroma, convirtiéndose en 

uno de las principales especies aromáticas naturales de la cocina mediterránea. El 

aceite esencial de tomillo está compuesto por carvacrol y timol, además posee p–
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cimeno, p–terpineno, linalol, borneol, geraniol y cariofileno (Baranauskiene et 

al., 2003; Naghdi et al., 2004), que le confieren olores, sabores y propiedades 

químicas que sitúan al tomillo como una planta muy cotizada en la industria 

alimenticia, farmacéutica, perfumería y cosmética (Muñoz, 2000). El tomillo además 

destaca por su acción antiespasmódica, antimicrobiana, antifúngica y propiedades 

antioxidantes (Van Den Broucke y Lemli, 1981; Paster et al., 1995; Hammer et 

al., 1999) gracias a su aceite esencial. Numerosos estudios demostraron que el 

aceite esencial de tomillo es uno de los aceites esenciales más potente en relación 

con propiedades antimicrobianas (Manou et al., 1998). El timol y el carvacrol fueron 

algunos de los componentes más activos contra múltiples patógenos transmitidos 

por los alimentos. Lambert et al., (2001), observaron que el carvacrol y el timol 

actuaban de forma diferente frente a microorganismos Gram positivos y negativos. 

El carvacrol y el timol aumentan la permeabilidad de la membrana celular 

desintegrando la membrana externa de las bacterias Gram negativas, liberando 

lipolisacáridos (LPS) y aumentando la permeabilidad de la membrana citoplasmática 

a ATP. 

 

2.1.1.2. Romero 

 

El romero (Rosmarinus officinalis) perteneciente a la familia Lamiaceae, ha sido 

utilizado desde la antigüedad como planta medicinal y para la obtención de aceites 

esenciales (Albandar y Rams, 2000). El aceite esencial de romero es el componente 

más estudiado y en cuya composición química se ha identificado la presencia de α-

pineno, β-pineno, canfeno, ésteres terpénicos como el linalol, carnosol, rosmanol; los 

ácidos vanílico, caféico, clorogénico, rosmarínico, carnósico, oleanólico, butilínico, 

entre otros (Ruiz 2000, Almela 2006, Montes de Oca 2010, Tschinggeri y Bucar 

2010). El aceite esencial del romero presentó actividad en bacterias de la cavidad 

oral (Takarada et al., 2004) y en bacterias del tracto gastrointestinal (Volcão et al., 

2011). El extracto de hoja de R. officinalis afecta a la membrana celular de las 

bacterias Gram positivas y Gram negativas. Escherichia coli, Listeria 

monocytogenes, Salmonella spp y S. aureus (Miresmailli 2006) destacan por ser 

susceptibles a los componentes del extracto de romero, en cuyo extracto prevalecen 

el ácido caféico, ácido rosmarínico, carnosol, ácido carnosólico y flavonoides 

(Centeno y Calva 2010). Rozman y Jersek (2009) estudiaron la actividad 
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antimicrobiana del extracto del romero con una concentración variable de ácido 

carnósico en diferentes cepas de L. monocytogenes, dicho experimento demostró la 

eficacia del extracto de romero al inhibir el crecimiento de L. monocytogenes. 

 

2.1.1.3. Hierbabuena 

 

La hierbabuena (Mentha spicata L.) es una hierba aromática muy empleada en 

gastronomía y perfume por su aroma intenso y fresco. Su aceite esencial contiene 

mentol (50-86 %), mentona, felandreno y limoneno, y es un principio activo 

fundamental de la planta. Así, la hierbabuena posee propiedades antiespasmódicas 

y carminativas sobre el sistema digestivo, antiséptico y antiinflamatorio sobre el 

sistema respiratorio, y antisépticas sobre la piel y mucosas. Otras propiedades que 

se le atribuyen son: estimulante, cardiovascular, antidismenorreica y 

antihipocondríaca. 

 

2.1.1.4. Hinojo 

 

El hinojo (Foeniculum vulgare) es una planta aromática perteneciente a la familia de 

las Apiáceas; es usado para aromatizar salsas, ensaladas, pescados y carnes, 

además de en cosméticos. También posee propiedades para la salud, como 

antiespasmódicas, emenagogas y antisépticas del aparato génitourinario (Fitomed, 

1991). Las semillas contienen un 8% de aceite volátil (anetol y fenchona), 

flavonoides, cumarinas y esteroles. Entre los flavonoides presentes en el hinojo, los 

más representados son la queratina 3-glucurónido, la isoquercitrina, el kempferol 3-

glucurónido y la isoramnetina glucósido (Kunzemann y Herrmann, 1977). El aceite 

de hinojo inhibe el crecimiento de microorganismos como Escherichia coli, 

Staphylococcus aureus, Salmonella typhimurium y Candida albicans (Hammer et al., 

1999). 

 

2.1.1.5. Cardillo 

 

El cardillo (Scolymus hispanicus) es una planta herbácea anual de la familia de las 

Asteraceae, de hojas comestibles, que crece en estado silvestre. Gracias al uso de 

las plantas silvestres comestibles, muchos habitantes no pasaron hambre durante 
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los largos períodos de sequía de alimentos (Grivetti, 2006) o periodos de hambruna. 

El uso de plantas silvestres tiene una influencia positiva para la salud, tanto por las 

propiedades medicinales como por sus cualidades nutritivas. 

 

2.1.1.6. Laurel 

 

El laurel (Laurus nobilis) es un árbol de hoja perenne perteneciente a la familia de 

las lauráceas. Ejerce acción bacteriostática y regeneradora de la piel (Plantas 

medicinales, 2010). Además es usado como estimulante del aparato digestivo, 

expectorante bronquial, antirreumático y diurético, y su uso externo se emplea en 

afecciones de la piel causadas por hongos. Las hojas secas y su aceite esencial son 

usados extensivamente en la alimentación como conservante debido a sus 

propiedades antimicrobianas e insecticidas (Hammer et al., 1999 y Saim  y Meloan, 

1986). El aceite del laurel tiene un amplio espectro antimicrobiano y es útil en la 

industria cosmética. El compuesto más abundante en el laurel es cineol, también 

llamado eucaliptol. Las hojas contienen alrededor de 1,3% de aceites esenciales que 

consiste en 45% de eucaliptol, 12% de otros terpenos, sesquiterpenos 3-4%, 3% 

metileugenol y otros α-y β-pinenos, felandreno, linalol, geraniol y terpineol. El cineol 

se conoce por su efecto frente a una gran variedad de microorganismos y hongos 

(Olivera et al., 2007). 

 

2.1.1.7. Perejil 

 

El perejil (Petroselinum crispum) es una hierba aromática perteneciente a la familia 

Apiaceae. Las hierbas aromáticas, entre ellas el perejil, tienen gran cantidad de 

compuestos fitoquímicos que impiden que las células sanas se vuelvan cancerosas 

(Muñiz et al., 2010). Se usa con fines terapéuticos y además por su contenido de 

aceite esencial, el cual le da un aroma característico. Los componentes 

característicos del perejil son flavonoides (apíina, luteolina, apigenina y algunos 

glucósidos), aceite esencial (apiol y miristicina), cumarinas (bergapteno, 

imperatorina, xantotoxina, trioxaleno y angelicina), así como vitaminas A, C y E, 

(Moazedi et al, 2007 y Fonnegra y Jiménez, 2007). Actualmente es utilizado como 

condimento en diversos tipos de alimentos y como ingrediente activo en 

farmacología (Grüner et al., 2008). 



9 

 

2.1.1.8. Lavanda 

 

La lavanda, perteneciente a la familia Lamiaceae, es una planta aromática que se 

cultiva principalmente por su aceite esencial, el cual es demandado en mayor 

medida por la industria del perfume y cosmética, y en menor por la alimenticia, 

farmacéutica y aromaterapia (Kubota et al., 2010). El aceite esencial de lavanda es 

uno de los más recomendados para tratar un amplio número de dolencias, 

incluyendo estrés, ansiedad, depresión fatiga e hipertensión (Curtis, 2006).  Se ha 

demostrado la actividad biológica de lavanda frente a Esclerichia coli, Salmonella, 

Estafilococos, Shigella y Giardas (Hüsnü y Buchbauer, 2009). 

 

2.2. Bacterias lácticas 

 

2.2.1. Características generales 

 

El término bacterias lácticas engloba a un grupo heterogéneo de microorganismos 

procariotas cuya característica definitoria es la producción de ácido láctico a partir de 

la fermentación de azúcares. Probablemente este grupo de bacterias sea el más 

abundante y más difundido en la naturaleza, pues se han identificado en diversas 

fuentes, tales como la leche y productos lácteos, carne, vegetales, tracto 

gastrointestinal y urinario de mamíferos. Por tanto, las bacterias lácticas tienen 

diversas aplicaciones, pues participan en la fermentación de alimentos como la 

leche, carne y vegetales para obtener productos como quesos, yogurt, embutidos, 

ensilados, encurtidos, etc. Y además son de gran  utilidad en la producción de vinos 

y cerveza. También se encuentran en ambientes de elevadas temperaturas, de altas 

concentraciones de cloruro sódico, en sustratos de origen animal de un pH neutro, 

así como en elevada acidez en sustratos de origen vegetal (Carr, 1973). 

Estos microorganismos requieren para su multiplicación de azúcares como glucosa y 

lactosa, aminoácidos, vitaminas y otros factores de crecimiento. Se sabe que la 

leche es el medio típico para la proliferación de las BAL, pero también hay otros 

alimentos que pueden ser excelentes medios de crecimiento y producción de 

metabolitos de bacterias lácticas, como pueden ser las masas de cereales, los 

vegetales y la carne (Vázquez et al., 2009). Además de los requerimientos 
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nutricionales, la temperatura es uno de los factores más importantes que influyen en 

el crecimiento de las BAL (Guerra et al., 2001). 

En general, las BAL son cocos o bacilos Gram-positivos, no esporulados, 

anaeróbicos, inmóviles, microaerofílicos o aerotolerantes; oxidasa, catalasa y 

bencidina negativas, carecen de porfirinas y citocromos, no reductores de los 

nitratos y producen ácido láctico como el único o principal producto de la 

fermentación de carbohidratos (Carr et al., 2002; Vázquez et al., 2009). Son de 

longitud variable y de un grosor de 0.5-0.8 µm. Además, las BAL son ácido 

tolerantes, pudiendo crecer algunas a valores de pH tan bajos como 3.2 y otras a 

valores tan altos como 9.6 (la mayoría crecen a pH entre 4 y 4.5) (Carr et al., 2002). 

El ácido láctico producido como por las BAL como producto final de su metabolismo, 

además de no ser tóxico para el hombre y de poseer sabor agradable, influye en el 

pH del medio, reduciéndolo e impidiendo el desarrollo de microorganismos 

perjudiciales (Carr, 1973).  Además de esto, las BAL mejoran las características 

sensoriales de los alimentos, como su sabor, olor, textura y aumentan su calidad 

nutritiva. 

 

2.2.2. Clasificación 

 

La clasificación de las BAL es basada en principio en la morfología, modo de 

fermentación de la glucosa y el crecimiento a diferentes temperaturas (Axelsson, 

1998; Carr et al., 2002). El grupo de bacterias lácticas está formado por bacterias 

con morfología muy diversa, entre las que se incluyen aquellas con forma de coco, 

como las especies pertenecientes a los géneros Streptococcus, Lactococcus, 

Vagococcus, Enterococcus, Pediococcus, Aerococcus, Tetragenococcus, 

Leuconostoc, Oenococcus y Atopobium, y aquellas con forma bacilar de los géneros 

Lactobacillus y Carnobacterium (Stiles y Holzapfel, 1997). 

 

De acuerdo con los productos finales de la fermentación de la glucosa, las BAL se 

han dividido en dos grandes grupos: 

 

- El homofermentativo, que produce ácido láctico como único producto de 

fermentación (Michael et al., 2009). El grupo homofermentativo está compuesto 
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de Lactococcus, Pediococcus, Enterococcus y Streptococcus (Almanza et al., 

1991).  

- El heterofermentativo, genera otros productos además del lactato, 

principalmente etanol y CO2. Este grupo está compuesto de los géneros 

Lactococcus, Lactobacillos, Enterococcus, Streptococcus, Leuconostoc y 

Pediococcus (Almanza et al., 1991).  

 

Las BAL también se clasifican según la temperatura ideal de crecimiento en: 

 

- Mesófilas: temperatura ideal de incubación: 20-25 ºC, tiempo de incubación: 18-

20 horas, acidez final 0.8% de ácido láctico. Utilización: kumis, quesos semi-

madurados (Blanco et al., 2006). 

- Termófilas: temperatura ideal de incubación: 40-45 ºC, tiempo de incubación: 2-4 

horas, acidez final 0.9% de ácido láctico. Utilizaciones: yogurt y quesos 

madurados (Blanco et al., 2006). 

 

2.3. Sustancias antimicrobianas producidas por las BAL. 

 

Las BAL son capaces de liberar al medio diversos tipos de sustancias inhibidoras del 

crecimiento microbiano. Esto incluye muchos ácidos orgánicos tales como el láctico, 

el acético y el propiónico, que provocan un ambiente desfavorable para el 

crecimiento de muchos microorganismos patógenos o implicados en la putrefacción 

de los alimentos. Los ácidos tienen un modo de acción muy variado, inhiben tanto a 

bacterias Gram-positivas como a Gram-negativas, así como a levaduras y mohos. 

Además de los ácidos, se pueden producir otros metabolitos antimicrobianos tales 

como etanol, de la ruta heterofermentativa, H2O2 producida durante el crecimiento 

aerobio y diacetilo que es generado a partir del exceso del piruvato (Ray y Daeschel, 

1992). La acumulación de H2O2 en los medios de cultivo se debe a que las BAL no 

poseen catalasa (Kandler y Weiss, 1986) y puede reaccionar con otros componentes 

para formar sustancias inhibidoras. El diacetilo es bacteriostático frente a las 

bacterias Gram-positivas y bactericida frente a las Gram-negativas, sin embargo la 

pequeña cantidad de este compuesto producido por las BAL, y su potencial 

mutagénico, dificultan su utilización en la industria alimentaria (Jay, 1982; Piard y 

Desmazeaud, 1991). Además de lo mencionado, existen otros agentes inespecíficos 
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como el amoniaco, resultantes también del metabolismo microbiano, y aquellos otros 

más específicos como toxinas, enzimas líticas, bacteriófagos, antibióticos y 

bacteriocinas. El estudio de estas últimas ha despertado gran interés en la 

comunidad científica en los últimos años debido a su amplia distribución entre las 

bacterias, a su diversidad y a  su empleo como conservantes en la industria de 

alimentos (Delves-Broughton, 1990).   

 

2.4. Bacteriocinas 

 

Las bacteriocinas se definen como sustancias proteicas antimicrobianas producidas 

por un gran número de especies bacterianas (Tagg et al., 1975). La capacidad para 

producir bacteriocinas está ampliamente extendida, tanto entre las bacterias Gram-

positivas como en las Gram-negativas (Gálvez et al., 1991a). En bacterias Gram-

positivas se han realizado numerosos estudios sobre este tipo de sustancias (Jack et 

al., 1995), aunque quizás las mejor conocidas sean las producidas por las BAL por su 

prometedor uso como bioconservantes de alimentos (Stiles y Hasting, 1991; Ray y 

Daeschel, 1992; Hernández et al., 1993; Jack et al., 1995; Cleveland et al., 2001). Las 

bacteriocinas, al ser producidas por microorganismos considerados beneficiosos 

para la salud, han despertado la atención como sustituto potencial de compuestos 

preservantes. Estos compuestos pueden ser utilizados como biopreservantes en 

alimentos para la reducción o eliminación de ciertos microorganismos de deterioro y 

algunos patógenos como Listeria monocytogenes (Joerger, 2003; Ogunbanwo et al, 

2003). 

Generalmente las bacteriocinas producidas por las bacterias lácticas son 

termorresistentes, lo que les permite mantener su actividad antimicrobiana a 

temperaturas similares a las de pasterización y esterilización de la leche (Piard et al., 

1992). 

 

2.4.1. Clasificación de las bacteriocinas 

 

Las bacteriocinas se clasifican en tres grupos, según sus características estructurales 

(Klaenhammer, 1993; Nes et al., 1996; Van Belkum y Stiles, 2000; Nes y Holo, 2001; 

McAuliffe et al., 2001): 
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Clase I.- Lantibióticos. Incluye moléculas de naturaleza peptídica de pequeño 

tamaño (<5 kDa), termoestables, que contienen aminoácidos modificados (Sahl et al., 

1995). La más conocida es la nisina, producida por Lactococcus lactis subsp. lactis 

(Rogers, 1928). 

Clase II.- Pequeños péptidos no-lantibióticos (<10 kDa). Termoestables. Esta clase 

de bacteriocinas ha sido encontrada tanto en bacterias Gram-positivas como en E. 

coli  (Håvarstein et al., 1994). 

Clase III.- Grandes proteínas (>30 kDa) termolábiles. Se trata de bacteriocinas 

complejas en cuanto a su actividad bactericida y/o su estructura proteica. Como 

ejemplo citaremos la helveticina J producida por una cepa de Lactobacillus 

helveticus, la enterolisina A y la bacteriocina Bc-48,  producidas ambas por cepas de 

E. faecalis. 

 

2.4.2. Modo de acción de las bacteriocinas  

 

Las bacteriocinas son moléculas cargadas positivamente, con algunas regiones 

hidrofóbicas. Para la unión inicial son importantes las interacciones electroestáticas 

con los grupos fosfato de las membranas de las células diana, que están cargados 

negativamente (Chen et al., 1997a, b). Tagg y col, (1976) señalan que la acción de 

las bacteriocinas sobre las células sensibles ocurre en dos etapas. En la primera 

fase, la bacteriocina se adsorbe en receptores específicos y no específicos de la 

célula hospedadora. En una segunda fase, ésta ya irreversible, la bacteriocina 

origina alteraciones en las células sensibles.  

En lugar de que la formación de los poros ocurra indiscriminadamente, parece ser 

que existen  moléculas receptoras que actúan como puntos de atraque, facilitando la 

concentración localizada de la bacteriocina e incrementando de esta forma la 

efectividad de la misma. Este mecanismo ha sido claramente demostrado para la 

nisina y la mersacidina, que usan ambas el lípido II, un precursor del peptidoglicano, 

como molécula de atraque (Breukin et al., 1999; Brotz et al., 1998 a, b). La 

mersacidina inhibe la sístesis del peptidoglicano, mientras que el modo de acción 

primario de la nisina es la formación de poros dando lugar a la pérdida de material 

celular.  

De las dos bacteriocinas mejor conocidas, la nisina se sabe que actúa como 

despolarizante de las membranas bacterianas energizadas, produciendo poros en la 
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membrana lipídica (Sahl et al., 1987). La lactocina A actúa como la nisina al 

aumentar la permeabilidad de la membrana citoplasmática y disipar el potencial de 

membrana de las células sensibles (Van Belkun et al., 1991). 

 

2.4.3. Mecanismos de resistencia 

 

Aunque las bacteriocinas no son antibióticos, preocupa el hecho de que la 

exposición a las bacteriocinas dé lugar a células con una mayor resistencia a los 

antibióticos. Puesto que los antibióticos y las bacteriocinas tienen diferentes modos 

de acción, se ha demostrado que la exposición a la nisina no tiene ningún efecto en 

la frecuencia de aparición de resistencias de L. monocytogenes Scott A a ampicilina 

y a cloranfenicol (Tchikindas et al., 2000). En otro estudio, varias bacterias 

resistentes a  múltiples drogas fueron tratadas con hasta 400 IU/ml de nisina, 

manteniéndose todos estos organismos sensibles a la nisina (Severina et al., 1998). 

La resistencia a antibióticos se asocia usualmente con un determinante genético que 

facilita la transferencia de esta resistencia entre células, cepas y especies. Sin 

embargo, al contrario de lo que ocurre con la mayoría de las resistencias a 

antibióticos, la resistencia a bacteriocinas proviene de un cambio fisiológico en la 

membrana de la célula diana (Crandall y Montville, 1998; Mazzotta et al., 1997; Ming 

y Daeschel, 1993). En el caso de L. monocytogenes, una membrana más rígida, da 

lugar a una mayor tolerancia a la nisina (Mazzotta et al., 1997). Según Ming y 

Daeschel (1993) una cepa de L. monocytogenes resistente a la nisina tiene 

cantidades reducidas de fosfatidilglicerol, difosfatidilglicerol y 

bisfosfatidilglicerolfosfato. La modificación de los componentes lipídicos de la 

membrana celular debe ser, sin duda, una de las formas más eficaces de desarrollar 

resistencia a las bacteriocinas.  

 

2.5. Efectividad de las bacteriocinas en los sistemas alimentarios. 

 

Investigadores han explorado el uso de razas productoras de bacteriocinas como 

cultivos iniciadores, tales como Lactobacillus plantarum, Pediococcus acidilactici y 

Enterococcus faecalis (Campanini et al., 1993; Nuñez et al., 1997). Nuñez et al. 

(1997) encontraron que los recuentos de L. monocytogenes Ohio en queso 

manchego inoculado con una cepa de E. faecalis productora de bacteriocinas 
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disminuyeron seis órdenes de magnitud en siete días, mientras que la supervivencia 

del organismo en queso hecho con el cultivo iniciador comercial no se vio afectada. 

Similarmente, la supervivencia de L. monocytogenes en un salami contaminado 

disminuyó cuando el producto fue inoculado con Lactobacillus plantarum MCS1 

(Campanini et al., 1993).   

La bacteriocina más conocida del grupo I es la nisina, producida por especies de 

Lactococcus lactis lactis. Su aplicación ha sido muy estudiada y ya ha sido aceptada 

como preservante ante FDA-Codex Alimentarius. En productos lácteos como el 

queso Gouda y el Emmenthal, la nisina inhibe el crecimiento de esporas de C. 

botulinum (Wesselset al., 1998) por lo que fue aprobada como un aditivo alimentario 

en los Estados Unidos (US Food and Drug Administration 1988). En el queso tipo 

Cottage de larga duración inoculado con 104 ufc/g con L. monocytogenes, la adición 

de 2000 IU/g de nisina produjo una disminución de tres órdenes de magnitud en los 

recuentos de L. monocytogenes después de 7 días de almacenamiento a 20ºC, 

(Ferreira y Lund, 1996). 

La pediocina PA-1 también ha sido expresada en Streptococcus thermophilus, un 

organismo importante en fermentaciones lácteas (Coderre y Somkuti, 1999) y en la 

levadura Saccharomyces cerevisiae para mejorar la conservación del vino, pan y 

otros productos en los que se usan las levaduras (Schoeman et al., 1999). El efecto 

de la pediocina PA-1 en el crecimiento de L. monocytogenes ha sido también 

estudiado en el queso tipo Cottage, en la nata líquida y en salsa hecha con queso 

(Pucci et al., 1988). En este estudio, el recuento control de L. monocytogenes en la 

nata y en la salsa de queso aumentó casi cuatro órdenes de magnitud después de 7 

días a 4ºC (5.4x106 ufc/ml y 1.7x107 ufc/g respectivamente). Cuando se añadieron 

100 AU/ml de pediocina, el recuento bajó hasta casi los límites de detección en la 

nata (102 ufc/ml) y fue cinco órdenes de magnitud más bajo que en el control en la 

salsa de queso.  

Uno de los mejores ejemplos estudiados en carne es el uso de la nisina. 

Tradicionalmente, los nitratos se han usado para prevenir el crecimiento de 

Clostridium botulinum en carne; sin embargo, cuestiones de seguridad han 

impulsado a la industria alimentaria a buscar métodos alternativos de conservación. 

La nisina o su combinación con niveles menores de nitratos pueden prevenir el 

crecimiento de Clostridium (Rayman et al., 1981, 1983) Los resultados más 

prometedores en carnes se obtuvieron usando pediocina PA-1, producida por P. 
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acidilactici, que reduce inmediatamente el número de organismos sensibles (Nielsen 

et al., 1990). 

En productos marítimos hay un alto riesgo de botulinum, por lo que el uso de 

bacteriocinas ha demostrado ser efectivo en productos como langosta en el control 

de Listeria monocytogenes (Delves-Broughton, 2006). En alimentos producidos a 

base de arroz es importante controlar la presencia de Bacillus cereus, bacteria capaz 

de producir desórdenes gastrointestinales. 
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3. OBJETIVOS 

 

La capacidad para producir bacteriocinas está ampliamente extendida, tanto entre 

las bacterias Gram-positivas, como en Gran-negativas. Dentro de las bacterias 

Gram-positivas, las BAL son capaces de liberar al medio diversos tipos de 

sustancias capaces de inhibir el crecimiento microbiano. Por otro lado las plantas 

han sido utilizadas durante miles de años en muchas partes del mundo por sus 

propiedades nutritivas y medicinales, así como por poseer características especiales 

gracias a los aceites esenciales que contienen como antimicrobianos naturales. 

 

Los objetivos principales planteados en este trabajo fueron los siguientes: 

 

1º  Obtener una colección representativa de diferentes hierbas aromáticas. 

 

2º Aislar una colección de bacterias lácticas presentes en las diferentes muestras de 

hierbas aromáticas, haciendo uso de los diferentes métodos clásicos de detección y 

cuantificación de microorganismos en este tipo de muestras. 

 

3º Realizar una identificación de la morfología de dichos microorganismos aislados. 

 

4º Ensayar la capacidad de producción de sustancias antimicrobianas por dichas 

cepas frente a diferentes microorganismos. 

 

5º Comprobar la capacidad de actividad antibacteriana de las diferentes hierbas 

aromáticas y comparar entre ellas. 
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4. MATERIALES Y MÉTODOS 

 

4.1. Material biológico 

 

Las bacterias lácticas utilizadas en la realización de este trabajo se aislaron de 

hierbas aromáticas de varios tipos: tomillo, romero, hierbabuena, hinojo, cardillo, 

laurel, perejil y lavanda. Algunas de estas hierbas fueron compradas en 

establecimientos al azar y otras procedían de cultivos caseros privados.  

Los microorganismos indicadores empleados para evaluar la actividad 

antimicrobiana de las bacterias lácticas aisladas en hierbas aromáticas han sido 

Listeria inocua 4030 y Enterococcus faecalis S-47. 

 

4.2. Material de laboratorio 

 

 Placas de Petri. 

 Bolsas de plástico estériles para pesar los alimentos 

 Balanza electrónica 

 Micropipetas 

 Puntas para micropipetas 

 Solución salina estéril al 0.9% 

 Agua destilada 

 Homogeneizador (Stomacher® 80 Biomaster, Seward Ltd.) 

 Estufa de incubación a 37ºC 

 Centrífuga 

 Tubos Eppendorf 

 Tubos de ensayo de mayor y menor tamaño 

 Gradillas 

 Pinzas 

 Torres de acero inoxidable 

 Bastoncillos de algodón   

 Mechero Bunsen 

 Pinzas para tinciones 

 Portaobjetos 
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 Asa de siembra 

 Microscopio óptico 

 Aceite de inmersión  

 Baño termostático 

 Agitador/mezclador (vortex) 

 Pipeta de vidrio y pipeteador 

 Asas acodadas o Asas de Digralsky 

 Matraces 

 Autoclave 

 Para tinción de Gram: cristal violeta, lugol, safranina, alcohol al 96% 

 

4.3. Medios de cultivo 

 

El medio de cultivo selectivo utilizado para la obtención de bacterias lácticas es el 

medio MRS (Fig.1), preparado según las instrucciones del fabricante. Las placas se 

preparan pesando y disolviendo en agua destilada, los medios se esterilizan por 

autoclavado a 115ºC, se atemperan a 50ºC y se vierten en placas Petri a razón de 

15 ml por placa.  

 

 

 

 

Figura 1.  Medio de cultivo selectivo MRS. 
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4.3.1. MRS Agar 

 

El Agar M.R.S. fue desarrollado por Man, Rogosa y Sharpe para proveer un medio 

que pudiera evidenciar un buen crecimiento de lactobacilos y otras bacterias ácido 

lácticas.  

 

Composición g/l Preparación 

di-Amonio Hidrógeno Citrato 2.0 Suspender 62 g en 1000 

mL de agua destilada y 

disolver. Calentar y agitar 

hasta ebullición. Esterilizar 

a 115ºC durante 12 

minutos. Dejar enfriar a 45-

50ºC y distribuir en placas 

de Petri estériles. 

Extracto de carne 8.0 

Extracto de levadura 4.0 

D(+)-Glucosa 2.0 

Magnesio Sulfato 0.2 

Manganeso (II) Sulfato 0.05 

Peptona Bacteriológica 10.0 

di-Potasio Hidrógeno Fosfato 2.0 

Sodio Acetato 5.0 

Polisorbato 80 1.0 

Agar 10.0 

pH: 6.2±0.2 

 

Una vez autoclavado, con mucho cuidado y al lado del mechero Bunsen para evitar 

contaminación, se coge el matraz y se va echando como unos 10-15 ml por placa 

Petri (Fig.2), se cierra la tapa de ésta y movemos con cuidado para que el medio 

quede bien distribuido por toda la placa. Repetir este proceso con cada una de las 

placas. 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2. Placas de Petri preparadas con medio MRS. 
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4.3.2. MRS BROTH (para MRS líquido) 

 

Composición g/l Preparación 

Proteosa peptona 10.00 Disolver 52 g del polvo en 

1 litro de agua destilada, 

hirviendo hasta su total 

disolución. Distribuir en 

recipientes adecuados. 

Esterilizar al autoclave 

durante 15 minutos a 

115ºC.  

NOTA: no recalentar. 

 

Extracto de carne 8.00 

Extracto de levadura 4.00 

D(+)-Glucosa 20.00 

Acetato de sodio 5.00 

Citrato de triamonio 2.00 

Sulfato de magnesio 0.20 

Sulfato de manganeso 0.05 

Fosfato dipotásico 2.00 

Polisorbato 80  

                pH final: 6.2 ± 0.2 a 25ºC 

 

4.3.3. Medios empleados para el ensayo de bacteriocinas 

 
Medio BHA tamponado (BHA-T) 

Se utilizó como capa base de las placas para los ensayos de actividad 

antibacteriana. El preparado comercial (BHI) se reconstituyó en tampón fosfato 0,1 

M, pH 7,2.  

 
Su composición en g/l es la siguiente: 

BHI         35 g 

Fosfato monosódico      4,3 g 

Fosfato disódico       10 g 

Agar         17 g  

Medio BHA-T blando 

Fue empleado como sobrecapa para cubrir la capa base una vez inoculado con la 

bacteria indicadora. 

El medio se fundirá en el microondas y se repartirá a 6 ml por tubo antes del 

autoclavado. Se prepara igual que el BHA-T pero con menos cantidad de agar para 

obtener un medio blando 
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4.4. Procesado de los alimentos 

 

De cada alimento se pesaron 5 gramos iniciales que fueron guardados cada uno en 

su bolsita estéril correspondiente, y se añadió 45 ml de solución salina estéril al 

0.9%, para ser posteriormente procesados en un homogeneizador (Stomacher® 80 

Biomaster, Seward Ltd). 

Se prepararon diluciones seriadas de cada alimento, añadiendo 100 µl de esta 

suspensión madre sobre los eppendorf con 0.9 ml de solución salina estéril. 

 

4.5. Recuentos bacterianos 

 

Se sembraron 100 µl de cada dilución, de la 0 hasta la -2, en placas de los medios 

generales y 100 µl de las dos primeras diluciones (0 y -1) en las placas de los 

medios selectivos descritos. 

Los recuentos se realizaron tras 24 y 48 horas de incubación a 30ºC, contando las 

colonias obtenidas en ambos tiempos para obtener los resultados finales. Las 

colonias se sembraron de nuevo en medio MRS para el ensayo de bacteriocinas. 

 

4.6. Aislamiento y selección de bacterias lácticas de las hierbas 

aromáticas 

 

Tras 48 horas de incubación se procede a picar colonias con la ayuda de la 

micropipeta, usando una punta para cada cepa para evitar contaminación, y se re-

suspenden en tubos con MRS líquido. Dejar en la estufa a 30ºC. 

Al día siguiente se puede observar cómo los tubos con MRS líquido están más 

turbios, lo que quiere decir que ha habido crecimiento bacteriano. Se procede a 

pasarlo a semilla (MRS sólido), para ello impregnamos bien un bastoncillo o hisopo 

en cada tubo de MRS líquido y seguidamente sembramos en el medio inclinado 

MRS sólido (Fig.3). Todo este proceso siempre se debe realizar delante del mechero 

Bunsen, para mantener la esterilidad en todo momento.  
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Figura 3. Tubos de MRS líquido preparados para ser sembrados en los tubos de 

MRS inclinado. 

 

Una vez esté todo sembrado, se incuban  los tubos en la estufa a 30ºC durante 24h. 

Pasadas las 24 horas, se procede a realizar la tinción de Gram para ver la 

morfología bacteriana. 

 

4.7. Tinción de Gram 

 

 Echar en el portaobjetos una gota de agua. Con el asa de siembra cogemos 

un poco de masa bacteriana de cada tubo de MRS inclinado y la mezclamos 

con la gota de agua. 

 Fijar dicha gota con calor, sosteniendo el portaobjetos sobre la llama del 

mechero Bunsen con la ayuda de una pinza. 

 Depositar sobre la muestra unas gotas de cristal violeta y dejar actuar durante 

2 minutos. 

 Volcar el cristal violeta y añadir lugol durante 2 minutos. 

 Decolorar con alcohol al 96% durante 30 segundos. A continuación, lavar 

abundantemente con agua destilada. 

 Añadir safranina y dejar actuar durante 3 minutos. Pasado este tiempo, volver 

a la lavar la muestra y dejar secar. 

 Observar las muestras al microscopio para determinar su morfología a 100x, 

para ello siempre usando el aceite de inmersión. 
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4.8. Producción de bacteriocinas 

 

Para realizar el ensayo de producción de bacteriocinas se utilizó un cultivo overnight 

de las bacterias a analizar en medio MRS líquido. A la hora de realizar el ensayo se 

toman 800 µl de cada uno los diferentes cultivos overnight de las distintas cepas y se 

centrifugan a 13000 rpm, durante 5 minutos, con el fin de separar el sobrenadante 

de los restos de células y medio de cultivo. A continuación, se funden las 

sobrecapas y se mantienen en el baño atemperadas.  

En el medio sólido BHA-T (10 ml) con la superficie bien seca, se depositan torres de 

acero inoxidable (8 mm de diámetro x 1 cm de altura), bien separadas entre ellas y 

de los bordes de las placas (Fig.4). Seguidamente, se vierten sobre las placas 6 ml 

del medio BHA blando, mantenido en sobrefusión (50ºC) e inoculado con 60 µl de la 

bacteria indicadora (aproximadamente 3 x 108 unidades formadoras de colonias 

(UFC)). Como microorganismos indicadores se utilizaron Listeria inocua  y  

Enterococcus faecalis. Se dejan solidificar, y una vez solidificada la sobrecapa, con 

las  pinzas estériles se retiran las torres, con cuidado de no contaminar. En los 

distintos  huecos (pocillos) se depositan 85 µl de cada una de las cepas a ensayar la 

actividad antimicrobiana.  

                  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4. Microorganismos indicadores y placas preparadas con torres de acero. 

 

Se incuban las placas a 37ºC de 18-24 horas, con cuidado de no mover el contenido 

de los pocillos. A las 24 horas se observa la aparición de actividad antimicrobiana 

por la formación de halos de inhibición alrededor de la cepa productora y frente a la 

cepa indicadora. 
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5. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
 

Una vez realizado todo el trabajo en el laboratorio, los resultados observados se 

muestran en las siguientes tablas y figuras. 

 

5.1. Recuento y selección de bacterias lácticas 

 

Se hicieron diluciones seriadas, de la 0 hasta la -2, en placas de medio MRS- agar. 

El recuento de colonias bacterianas se realizó tras 24 y 48 horas de incubación a 

30ºC, ya que las BAL tardan un poco en crecer, y a las 24 horas de incubación las 

colonias son muy pequeñas, con lo cual es bueno hacer el recuento también 

pasadas las 48 horas.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5. Levaduras y hongos obtenidos en distintas placas. 

 

Los resultados obtenidos se expresan en Unidades Formadoras de Colonias por 

mililitro de muestra UFC/ml. Teniendo en cuenta las colonias obtenidas en la dilución 

menor o en la que haya entre 50 y 300 colonias. Además de bacterias lácticas, se 

obtuvieron otros microorganismos (Fig.5), tales como levaduras, hongos y bacilos 

Gram negativos que según las indicaciones del medio MRS pueden corresponder a 

Escherichia coli. 
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Tabla 1. Nº de colonias obtenidas en dichas diluciones en ambos tiempos: 

 

 

Alimentos 

  24 horas 48 horas 

0 -1 -2 0 -1 -2 UFC/ml 

Tomillo 13 2 0 53 4 2 5.3.102 

Romero 1 0 0 2 0 1 2.101 

Hinojo 9 0 0 15 16 1 1.5.102 

Cardillo 0 0 0 3 0 1 3.101 

Hierbabuena 2 2 0 16 2 1 1.6.102
 

Lavanda 3 0 0 13 0 0 1.3.102
 

Laurel 0 0 0 12 0 0 1.2.102
 

Perejil 0 0 0 2 0 0 2. 101
 

 

Como se puede observar en la tabla 1 se pudieron aislar presuntas bacterias lácticas 

de todas las hierbas ensayadas, siendo la menos cantidad del romero, cardillo, y 

perejil. El mayor número de colonias se obtuvo del tomillo. Los resultados obtenidos 

concuerdan con los reflejados por otros autores donde la tasa de bacterias lácticas 

en las diferentes hierbas aromáticas es baja. 

 

Una vez seleccionadas las colonias se picaron de las placas y se sembraron de 

nuevo en una placa de MRS-agar  para purificarlas y asegurarnos que llevamos una 

sola colonia.  

 

Una vez obtenida una colección representativa de las diferentes hierbas aromáticas 

para identificar las BAL se realizó la tinción de Gram y se observó la morfología. La 

mayoría de las cepas tenían morfología de cocos o bacilos y eran Gram +, en las 

placas se podían observar blanquecinas y pequeñas.  

 

En algunos casos se observó la presencia de cocobacilos Gram negativos, que en la 

mayoría de los casos en las placas correspondían a colonias algo mayores. 

Decidimos mantener estas colonias en los diferentes ensayos con el fin de detectar 

la presencia de actividad antimicrobiana en estas hierbas.  
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5.2. Identificación de las bacterias lácticas seleccionadas. 

 

Tabla 2. Morfología bacteriana observada en las cepas de tomillo. 

TINCIÓN DE GRAM 

Alimento Cepa Morfología Tipo 

 

 

 

Tomillo 

 

T1 Bacilo Gram - 

T2 Coco Gram + 

T3 Bacilo Gram - 

T4 Bacilo Gram - 

T5 Coco Gram + 

T6 Coco Gram + 

T7 Coco Gram + 

T8 Coco Gram + 

T9 Coco Gram + 

T10 Coco Gram + 

 

De las muestras de tomillo utilizadas (Tabla 2), se obtuvo una colección de 10 cepas 

diferentes de las cuales 7 corresponden a las características de BAL, bacterias 

Gram positivas. 

 

Tabla 3. Morfología bacteriana observada en las cepas de hinojo. 

TINCIÓN DE GRAM 

Alimento Cepa Morfología Tipo 

 

 

 

Hinojo 

 

HI1 Coco Gram + 

HI2 Bacilo Gram + 

HI3 Coco Gram + 

HI4 Bacilo Gram + 

HI5 Bacilo Gram - 

HI6 Bacilo Gram + 

HI7 Bacilo Gram + 

HI8 Coco Gram + 

HI9 Coco Gram + 

HI10 Coco Gram + 
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Con respecto a las muestras de hinojo (Tabla 3) se aislaron también 10 cepas de las 

cuales una de ella mostraba morfología de bacilo Gram negativo. 

 

Tabla 4. Morfología bacteriana observada en las cepas de hierbabuena. 

TINCIÓN DE GRAM 

Alimento Cepa Morfología Tipo 

 

 

 

Hierbabuena 

 

HB1 Coco Gram + 

HB2 Bacilo Gram + 

HB3 Coco Gram + 

HB4 Coco Gram + 

HB5 Bacilo Gram + 

HB6 Bacilo Gram - 

HB7 Coco Gram + 

HB8 Coco Gram + 

HB9 Coco Gram + 

HB10 Coco Gram + 

 

En las muestras de  hierbabuena (Tabla 4) se aislaron también 10 colonias y una de 

ella no correspondía a la morfología típica de las BAL. 

 

Tabla 5. Morfología bacteriana observada en las cepas de cardillo. 

TINCIÓN DE GRAM 

Alimento Cepa Morfología Tipo 

 

Cardillo 

 

C1 Coco Gram + 

C2 Bacilo Gram - 

C3 Coco Gram + 

C4 Coco Gram + 

 

En cuanto al cardillo (Tabla 5) fue más difícil obtener microorganismos, tan solo se 

aislaron 4 colonias y una de ella era un bacilo Gram-. 
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Tabla 6. Morfología bacteriana observada en las cepas de romero. 

 

 

 

 

 

 

Al igual que en el cardillo, del romero (Tabla 6) también fue difícil obtener colonias, 

aunque las 3 aisladas en principio si corresponden a las características de  bacterias 

lácticas 

 

Tabla 7. Morfología bacteriana observada en las cepas de laurel. 

TINCIÓN DE GRAM 

Alimento Cepa Morfología Tipo 

 

 

 

Laurel 

 

L1 Coco Gram + 

L2 Coco Gram + 

L3 Bacilo Gram + 

L4 Bacilo Gram + 

L5 Bacilo Gram + 

L6 Bacilo Gram + 

L7 Bacilo Gram + 

L8 Bacilo Gram + 

L9 Bacilo Gram + 

L10 Bacilo Gram + 

 

En cuanto al laurel (Tabla 7), se obtuvieron el mayor número de cepas lácticas 

incluyendo cocos y bacilos. 

 

 

 

 

 

 

 

TINCIÓN DE GRAM 

Alimento Cepa Morfología Tipo 

 

Romero 

R1 Bacilo Gram + 

R2 Bacilo Gram + 

R3 Bacilo Gram + 
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Tabla 8. Morfología bacteriana observada en las cepas de perejil. 

TINCIÓN DE GRAM 

Alimento Cepa Morfología Tipo 

 

Perejil 

P1 Coco Gram + 

P2 Coco Gram + 

 

Del perejil (Tabla 8) se han obtenidos dos colonias que al estudiarla 

morfológicamente eran cocos y Gram positivos. 

 

Tabla 9. Morfología bacteriana observada en las cepas de lavanda. 

TINCIÓN DE GRAM 

Alimento Cepa Morfología Tipo 

 

 

 

Lavanda 

 

LAV1 Bacilo Gram - 

LAV2 Bacilo Gram - 

LAV3 Bacilo Gram - 

LAV4 Bacilo Gram - 

LAV5 Coco Gram + 

LAV6 Bacilo Gram - 

LAV7 Bacilo Gram - 

LAV8 Bacilo Gram - 

LAV9 Bacilo Gram - 

LAV10 Coco Gram + 

 

De las muestras de lavanda, (Tabla 9) en principio se aislaron diez colonias con 

apariencia de bacteria láctica, pero a la hora de realizar la tinción, eran la gran 

mayoría gran negativas, como se ha comentado anteriormente decidimos seguir con 

dichas cepas para los ensayos. 
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Figura 6. Porcentaje de cepas obtenidas de cada hierba aromática.  

 

A parte de estas colonias, en las placas de MRS también aparecieron hongos y 

levaduras, identificados por su característica típica de crecimiento en placas, y que 

no se escogieron para el estudio.  

 

Como resumen, podemos observar en la figura 6, que de las hierbas ensayadas de 

las que se obtuvo mayor número de colonias fue del tomillo, hinojo, hierbabuena, 

laurel y lavanda, independientemente de si las muestras fueron compradas o de 

cultivo propio.  

 

En la figura 7, podemos ver una representación de la morfología típica de las BAL 

aisladas. 
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5.3. Actividad antimicrobiana de las bacterias lácticas. 

 

Los ensayos de bacteriocinas se hicieron en varias semanas. Tras 18-24 horas de 

incubación, se procedió a observar la aparición de actividad antimicrobiana mediante 

la presencia de halos de inhibición alrededor de la cepa productora y frente a la cepa 

indicadora. Los ensayos fueron realizados a todas las cepas obtenidas 

independientemente de que fueran bacterias lácticas o no.  

 

 Primer grupo: Tomillo 

 

En las placas inoculadas con Listeria inocua hubo un sobrecrecimiento bacteriano en 

prácticamente todas las cepas. No se observaron ningún halo transparente ni turbio, 

por lo que todas las cepas se consideraron negativas (Fig.8). 

 

Para confirmar el ensayo se volvió a repetir centrifugando más tiempo las muestras 

(10 minutos) con idea de eliminar los restos de medio de cultivo y células. Al 

centrifugarlo más tiempo el crecimiento en los pocillos desapareció, y se confirmó 

que estas cepas no mostraban actividad antimicrobiana frente a Listeria inocua. 

 

Las placas inoculadas con Enterococcus faecalis S-47 también fueron todas 

negativas, pues no se observaron ni halos turbios ni transparentes. 

 

Cepa T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8 T9 T10 

Listeria inocua - - - - - - - - - - 

Enterococcus 

faecalis S-47 

- - - - - - - - - - 
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Figura 8. Sobrecrecimiento bacteriano en las cepas de tomillo inoculadas con 

Listeria inocua. 

 

 Segundo grupo: Hinojo 

 

En cuanto al Hinojo, se observó un halo transparente de 9 mm en la cepa HI 1 y un 

halo transparente de 25 mm en la cepa HI 2, ambas frente a Listeria inocua (Fig. 9). 

Además en la cepa HI 2 hubo un sobrecrecimiento bacteriano. No se observó 

inhibición en ninguna de las demás cepas frente a Listeria. En cuanto a las cepas 

inoculadas con S-47 fueron todas negativas. 

 

Las cepas en las que se observó crecimiento bacteriano en los pocillos se volvieron 

a centrifugar para eliminar los posibles restos de células o medio de cultivo, y en 

todas ellas la producción de bacteriocina fue negativa, pero desapareció el 

crecimiento bacteriano, salvo en la cepa HI2 con halo positivo. 

 

Cepa HI 1 HI 2 HI 3 HI 4 HI 5 HI 6 HI 7 HI 8 HI 9 HI 10 

Listeria inocua + + - - - - - - - - 

Enterococcus 

faecalis S-47 

- - - - - - - - - - 
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Figura 9. Sobrecrecimiento bacteriano en las cepas de hinojo inoculadas con Listeria 

inocua y halos de inhibición en las cepas HI 1 y HI 2. 

 

 Tercer grupo: Hierbabuena 

 

En los ensayos de las cepas procedentes de hierbabuena en las placas inoculadas 

con Listeria inocua no apareció actividad antimicrobiana en ninguna cepa, por lo que 

se consideraron todas negativas, con un crecimiento bacteriano en la cepa HB7. 

 

La cepa HB7 se determinó  como positiva, pues se observó un halo de 10 mm frente 

a Enterococcus faecalis S-47. Todas las demás cepas fueron negativas (Fig. 10). 

 

Cepa HB1 HB2 HB3 HB4 HB5 HB6 HB7 HB8 HB9 HB10 

Listeria inocua - - - - - - - - - - 

Enterococcus 

faecalis S-47 

- - - - - - + - - - 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 10. Halo de inhibición en la cepa HB7 frente a Enterococcus faecalis. 
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 Cuarto grupo: Cardillo 

 

A las 18 horas se observa un halo transparente de inhibición de 16 mm frente a 

Enterococcus faecalis S-47 en la cepa C2 (Fig.11). Las demás cepas fueron 

negativas, tanto frente a Listeria inocua como a Enterococcus faecalis S-47. 

 

Cepa C1 C2 C3 C4 

Listeria inocua - - - - 

Enterococcus faecalis S-47 - + - - 

 

 

 

Figura 11. Halo de inhibición en la cepa C2 frente a Enterococcus faecalis. 

 

 Quinto grupo: Romero 

 

Ninguna de las cepas mostraron actividad antimicrobiana, pues no se han observado 

halos ni en las placas inoculadas con Listeria ni en las de S-47. 

 

Cepa R1 R2 R3 

Listeria inocua - - - 

Enterococcus faecalis S-47 - - - 
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 Sexto grupo: Laurel 

 

Frente a  Listeria todas las cepas aisladas del laurel fueron negativas, no hubo halos 

transparentes ni turbios. En las placas frente a S-47 se observaron halos algo turbios 

de 10 mm en las cepas L1, L2, L5, L6 y L10 (Fig.12).  

 

Cepa L1 L2 L3 L4 L5 L6 L7 L8 L9 L10 

Listeria inocua - - - - - - - - - - 

Enterococcus 

faecalis S-47 

+ + - - + + - - - + 

 

 

 

Figura 12. Halos de inhibición en cepas de laurel inoculadas con Enterococcus 

faecalis S-47. 

 

 Octavo grupo: Perejil 

 

Frente a  Listeria inocua  todas fueron negativas, no hubo ni halos turbios ni 

transparentes. Sin embargo, frente a  Enteroccocus se observó un halo de 10 mm en 

la cepa P2 (Fig.13). 
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Cepa P1 P2 

Listeria inocua - - 

Enterococcus faecalis S-47 - + 

 

 

 

Figura 13. Halo de inhibición en la cepa P2 frente a Enterococcus faecalis S-47. 

 

 Séptimo grupo: Lavanda 

 

En las cepas aisladas de lavanda, las cepas LAV1, LAV2, LAV3, LAV4 y LAV5 

mostraron actividad antimicrobiana, todas con un hablo de 10 mm frente a S-47. Las 

cepas LAV8 y LAV9 mostraron actividad con halo de 11 mm frente a S-47 (Fig.14). 

Las placas inoculadas con Listeria inocua fueron todas negativas.  

 

 

Cepa 

LAV 

1 

LAV 

2 

LAV 

3 

LAV 

4 

LAV 

5 

LAV 

6 

LAV 

7 

LAV 

8 

LAV 

9 

LAV 

10 

Listeria inocua - - - - - - - - - - 

Enterococcus 

faecalis S-47 

+ + + + + - - + + - 
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Figura 14. Halos de inhibición en cepas de lavanda frente a enterococcus faecalis S-

47. 

 

En resumen podemos decir que de las hierbas aromáticas hinojo, hierbabuena, 

cardillo, laurel, lavanda y perejil se pueden aislar bacterias lácticas y algunas de 

ellas con actividad antimicrobiana, destacando el laurel y la lavanda (Fig.15). Como 

ya he comentado ha sido descrito por varios autores  la actividad biológica de 

lavanda frente a  Esclerichia coli, Salmonella, Estafilococos, Shigella o Giardas 

(Hüsnü y Buchbauer, 2009). En el caso del Laurel, las hojas secas y su aceite 

esencial son usados extensivamente en la alimentación como conservante debido a 

sus propiedades antimicrobianas e insecticidas y el aceite del laurel tiene un amplio 

espectro antimicrobiano y es útil en la industria cosmética. 
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Figura 15. Número cepas obtenidas con actividad antimicrobiana frente a las cepas 

indicadoras. 

 

Una vez detectada la presencia de cepas con actividad antimicrobiana, para 

confirmar y obtener una producción mayor se debería optimizar el medio de cultivo y 

el tiempo de crecimiento empleado, ya que como se ha descrito en otras 

investigaciones la composición del  medio de cultivo, el pH y el tiempo de incubación 

puede favorecer la producción de bacteriocina según las cepas. 
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6. CONCLUSIONES 

 

A partir de los resultados obtenidos se pueden establecer las siguientes 

conclusiones: 

 

1. Se ha comprobado la presencia de distintos grupos bacterianos, bacterias 

Gram positivas, Gram negativas, hongos y levaduras en los distintos tipos de 

hierbas aromáticas. 

 

2. De las hierbas aromáticas utilizadas, tomillo, hinojo, lavanda,  hierbabuena y 

laurel, son de las que se ha obtenido un mayor número de aislados. 

 

3. De las hierbas ensayadas, en el Laurel es en el que se han aislado mayor 

número de colonias correspondientes por morfología a bacterias lácticas. 

 

4. De las cepas con morfología de bacterias lácticas, el número mayor de 

actividad antimicrobiana se ha encontrado en el laurel, con 5 cepas con 

actividad antimicrobiana frente a Enterococcus faecalis S-47. 

 

5. Se ha observado también actividad antimicrobiana frente a S-47 en una de las 

cepas aisladas de hierbabuena, cardillo, perejil y lavanda. 

 

6. Frente a Listeria inocua 4030 solo se observó actividad con dos de las cepas 

aisladas de hinojo, la cepa 1 y la cepa 2. 

 

7. Como conclusión final podemos decir que en las hierbas aromáticas podemos 

encontrar Bacterias lácticas con propiedad antimicrobiana frente a algunos 

microorganismos patógenos de alimentos como listeria, lo cual sería 

interesante en un futuro a la hora de poderlas utilizar como conservantes 

alimentarios. 
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