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Introducción

La capacidad que tienen muchos miembros del genero 

Lactobacillus para inhibir bacterias indeseables tiene 

importantes aplicaciones en la industria alimentaria y en la 

selección de cultivos con fines probióticos. 

La utilidad de especies de Lactobacillus en la industria 

alimentaria es invaluable porque aparte de conferir 

características organolépticas deseables a los productos 

fermentados, aseguran la estabilidad y seguridad de estos alimentos debido a la producción de metabolitos como 

ácidos orgánicos, peróxido de hidrógeno, acetaldehído y bacteriocinas que ejercen efecto antagónico contra bacterias 

indeseables (1, 2). Este efecto antagónico es también una característica deseable en bacterias de uso probiòtico 

porque uno de los principales beneficios terapéuticos aportados por estos microorganismos al huésped es el equilibrio 

de la microbiota intestinal y el control de infecciones gastrointestinales (3,4).

Lactobacillus plantarum es utilizado en la fermentación de vegetales, derivados cárnicos, ensilaje (5, 6, 7) y también 

se comercializa como cultivo probiòtico en jugo de frutas (8). Esta especie ha sido objeto de interés durante las 

últimas décadas por producir una amplia gama de compuestos activos contra bacterias patógenas y hongos  que 

pueden ser utilizados como bioconservantes muy efectivos en la industria alimentaria (9, 10, 11) y adicionalmente 

estas cepas pudieran ejercer antibiosis contra bacterias indeaseables en el tracto intestinal del consumidor de estos 

alimentos.

En esta investigación se realizó un estudio de la actividad antagónica de 6 cepas de Lactobacillus plantarum aisladas 

de pastizal de finca lechera. 

Materiales y Métodos

Cepas bacterianas: Se estudiaron seis cepas de Lactobacillus plantarum aisladas de pastizal de un a finca lechera: 

Lactobacillus plantarum 1, L. plantarum 4, L. plantarum 20, L. plantarum 37,  L. plantarum 50 y L. plantarum 58. Como 

bacterias indicadoras se utilizaron dos cepas de Salmonella enteritidis, la cepa 446 perteneciente al Centro 

Venezolano de de Colecciones de Microorganismos (CVCM) y una cepa que ocasionó  un brote epidémico 

alimentario en Mérida en abril de 2005; una cepa de Salmonella typhi aislada de leche cruda proveniente de una finca 

del estado Mérida/ Venezuela y Listeria monocytogenes CVCM 497. 

Preparación del inóculo de las bacterias indicadoras: Se utilizó un inóculo de aproximadamente 108 UFC de cada 

patógeno; para ello se inocularon las salmonelas en Caldo BHI (Himedia), se incubaron en baño de agua a 37 ºC 
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hasta obtener 0,038 de absorbancia a una longitud de onda de 600nm (Espectrofotómetro digital Genesys 20);  

Listeria monocytogenes se cultivó en Caldo Tripticasa de Soya (Himedia) a 37ºC  hasta obtener  0,050 de densidad 

óptica a 600nm. 

Obtención del sobrenadante de los lactobacilos: Cada lactobacilo ensayado, se inoculó en  tubos de Caldo MRS 

(Himedia), con 1% de un cultivo de toda la noche  y  se incubaron   por  24 horas a 30 ºC.  Cada cultivo se centrifugó 

a 4000 r.p.m. por 15 minutos (Centrífuga marca Digisystem Laboratory Instruments, Inc); el sobrenadante obtenido 

fue pasado a través de un filtro de membrana de 0,45 micras, dispensado en alícuotas de 1ml y almacenado en 

refrigeración (8 º C) para su uso posterior. 

Ensayo de actividad antagónica: Se utilizó la Técnica de Difusión en pocillos (12) con algunas modificaciones. Sobre 

una capa base de 10 ml  de Agar Müeller Hinton (Himedia)  se colocó un cilindro de acero inoxidable de 8 mm de 

diámetro; se vertió 7 ml de Agar BHI (Himedia) blando (0,85% de agar) inoculado con 1 ml del inóculo de cada 

patógeno a ensayar; para  L. monocytogenes,  se utilizó Agar Tripticasa de Soya (Himedia) blando. Una vez 

solidificada la sobrecapa se retiraron los cilindros y en los pocillos formados se depositó 80 µl de sobrenadante de la 

cepa antagonista, las placas fueron incubadas a 37 ºC por 12-16 horas. El efecto antagónico se determinó midiendo 

los diámetros de los halos de inhibición alrededor del pocillo, expresados en mm. 

Indicios de la naturaleza química del (los) compuesto (s) antagónico (s): Los sobrenadantes que exhibieron actividad 

antagónica con alguno de los patógenos ensayados fueron seleccionados para realizarles una investigación 

preliminar de la naturaleza química de los compuestos que produjeron esa inhibición. Estos ensayos fueron 

realizados por duplicado, con la técnica de los pocillos explicada y comprendió: Inhibición por ácidos orgánicos, 

inhibición por peróxido de hidrógeno e inhibición por compuestos de naturaleza protéica.

a) Inhibición por ácidos orgánicos: Una alícuota de cada sobrenadante antagonista fue neutralizada a pH 6,5-7,0  

utilizando NaOH 1 N  (13) y se ensayó la actividad antagónica residual.

b) Inhibición por peróxido de hidrógeno: A los sobrenadantes que mostraron actividad antagónica luego de ser 

neutralizados se les ajustó el pH a 6,5 y luego fueron tratados con 32 μg/ml de Peroxidasa (Sigma), se incubaron por 

2 horas a 37 ºC, posteriormente se sometieron a 65 ºC por 30 minutos para eliminar la actividad de la enzima (14); 

finalmente se detectó la actividad antagónica residual del sobrenadante.  

c) Inhibición por compuesto de naturaleza proteica: Se tomaron dos  alícuotas de los sobrenadantes que mostraron 

actividad antagónica luego de ser neutralizados; a una alícuota,  se le ajustó el pH a 7,5 y se trató con 2 mg/ml de 

Tripsina (Merck) (disuelta en Buffer fosfato de sodio 0,01 M a pH 7,2), se incubó por 2 horas a 37 º C (15) y  se llevó a 

65 ºC por 30 minutos. La otra alícuota de sobrenadante, fue sometida a 120 ºC por 20 minutos (16). 

Resultados

El efecto antagónico de los lactobacilos estudiados contra los patógenos ensayados, se puso de manifiesto para 

Salmonella typhi y Listeria monocytogenes, sin inhibir ninguna de las cepas de Salmonella enteritidis (ver Tabla 1). 

La  inhibición  se relaciona  principalmente con la presencia de ácidos orgánicos, pues la mayoría de los 

sobrenadantes neutralizados perdieron la actividad antagónica, excepto  los correspondientes a las cepas de 

lactobacilos 37 y 58, contra Salmonella typhi y Listeria monocytogenes respectivamente, que tuvieron un 

comportamiento  diferente con los   tratamientos físicos y químicos realizados; destaca,  el antagonismo de L. 

plantarum 58 sobre Listeria monocytogenes, con halos de inhibición de 18 mm  que desaparecieron con el tratamiento 

con tripsina y se mantuvieron con el calor ( ver Tabla 2 y Figura 1) 



Cepas 

antagónicas

Salmonella enterirtidis 

1a

Salmonella enteritidis 

2b

Salmonella 

typhi

Listeria 

monocytogenes

    

Diámetro de halo de inhibición (mm)

L. plantarum 1 0 0 9 10

L. plantarum 4 0 0 0 10

L. plantarum 20 0 0 9 10

L. plantarum 37 0 0 17 10

L. plantarum 50 0 0 0 0

L. plantarum 58 0 0 0 17

a: Salmonella enteritidis CVM  446; b:  Salmonella enteritidis de brote epidémico alimentario

Figura 1. Inhibición de L. monocytogenes producida por sobrenadante de L. plantarum 58

Las dos cepas de Salmonella enteritidis estudiadas,  no fueron afectadas  por ninguno de lactobacilos  (Tabla 1); sin 

embargo, al ser expuestas al sobrenadante de Lactobacillus plantarum 37, desarrollaron halos de inhibición de 12 mm 

con colonias “intrahalo” (Figura 2) razón por la  cual se consideró como antagonismo negativo.  

Tabla 1. Efecto antagónico de sobrenadante de Lactobacillus plantarum sobre bacterias patógenas



Tabla 2. Efecto antagónico de sobrenadantes de Lactobacillus plantarum con diferentes tratamientos contra 

Salmonella typhi y Listeria monocytogenes  

Cepas antagónicas Salmonella typhi

Diámetro de de inhibición halo (mm)

Listeria monocytogenes 

Diámetro de de inhibición halo (mm)

SST SN SP ST SC SST SN SP ST SC

L. plantarum 1 9 0 - - - 10 0 - - -

L. plantarum 4 0 - - - - 10 0 - - -

L. plantarum 20 9 0 - - - 10 0 - - -

L. plantarum 37 17 17 17 14 13 11 0
   

L. plantarum 50 0 - - - - 0 - - - -

L. plantarum 58 0 - - - - 18 18 19 0 18

SST:Sobrenadante sin tratamiento; SN: Sobrenadante neutralizado; SP: Sobrenadante tratado con 32 μg/ml 

Peroxidasa; ST: Sobrenadante tratado con 2 mg/ml de Tripsina; SC: sobrenadante tratado con calor;  -: ensayo no 

realizado  considerando los resultados previos.

Aparentemente, la presencia de peróxidos en los sobrenadantes quedó descartada por los resultados obtenidos  (ver 

Tabla 2). La cepa indicadora más sensible fue L. monocytogenes al ser inhibida por cinco de los lactobacilos 

ensayados.

Figura 2. Detalle de halo de inhibición atípico desarrollado por Salmonella enteritidis con sobrenadante de la 

cepa L. plantarum 37. La flecha indica colonias “intrahalo”



De las seis cepas de L. plantarum estudiadas, solo una (la 50)  no ejerció ningún efecto antagónico contra  los  

patógenos ensayados, expresando el resto, alguna  manifestación de inhibición; las cepas 1,20 y 37 inhibieron tanto a 

Salmonella typhi como a Listeria monocytogenes, mientras que la 4 y 58, lo hicieron exclusivamente con Listeria (ver 

Tabla 1).

Diversas especies del genero Lactobacillus y otros géneros bacterianos pertenecientes a las bacterias ácido lácticas 

(bal) tienen la capacidad de producir metabolitos antimicrobianos tales como ácidos orgánicos, CO2, acetaldehído, 

diacetilo, peróxido de hidrógeno, moléculas de bajo peso molecular como la reuterina y bacteriocinas (17, 18, 19). 

Acido benzoico, metilhidiatonina, mevalonolactona y ácidos grasos son otras moléculas de bajo peso molecular 

producidas por L. plantarum que están siendo investigadas activamente debido a su acción antagónica contra hongos 

(20).

La acción inhibitoria predominante, se relacionó con la presencia de ácidos orgánicos (Tabla 2), pues de las cinco 

cepas con actividad antagónica, cuatro perdieron esta capacidad al ser neutralizados los sobrenadantes :  las cepas 1 

y  20  tanto con Salmonella typhi como con Listeria monocytogenes , en tanto que las cepas 4 y  37 solamente con 

Listeria.

Los ácidos orgánicos, principalmente el ácido láctico constituyen el principal producto del catabolismo de los 

carbohidratos (21) y contribuyen al descenso de pH creando un ambiente hostil para la mayoría de los 

microorganismos. Los efectos perjudiciales de estas moléculas en los microorganismos sensibles se resumen en 

alteración de la permeabilidad celular, alteración del potencial de membrana y subsiguiente alteración de la Fuerza 

Proton Motriz, así como, descenso del pH intracelular que ocasiona la alteración de funciones celulares importantes 

(22). Se considera que los principales metabolitos producidos por las bal con efecto antagónico contra Listeria 

monocytogenes son el ácido láctico y las bacteriocinas, de hecho se han estudiado cepas de L. plantarum que 

producen inhibición del patógeno por acidez y son candidatas apropiadas para utilizarlas como bioconservantes de 

vegetales (23). 

La naturaleza de la(s) molécula(s) presentes en el sobrenadante de L. plantarum 37 que causaron inhibición en S. 

typhi no pudo ser determinada claramente con los tratamientos aplicados, aunque se observó una disminución en el 

efecto cuando el sobrenadante fue tratado con tripsina y calor , lo que pareciera ser compatible con la presencia de 

molécula(s) de naturaleza proteica, estables al calor. 

Las BAL producen péptidos de síntesis ribosomal llamados bacteriocinas; estas biomoléculas tienen un peso 

molecular entre 3-10 KDa, exhiben un punto isoeléctrico alto y contienen un dominio hidrofobo y uno hidrofìlico, 

adicionalmente, son muy diversos en relación a su espectro de actividad, propiedades bioquímicas y determinantes 

genéticos (24). Estos péptidos ejercen su actividad antimicrobiana por diferentes mecanismos que incluyen 

desestabilización de membrana, lisis celular, degradación de macromoléculas como ácidos nucleicos e inhibición de 

procesos biológicos como síntesis de proteínas, ADN, ARN y peptidoglicano (25, 26, 27). Las bacteriocinas 

producidas por muchas especies de las bal de origen alimentario están siendo objeto de intenso estudio debido a su 

potencial uso como bioconservantes. En primer son consideran seguras e inocuas para la salud humana porque son 

degradadas en el tracto digestivo y aunque algunas tienen un espectro de acción limitado, pueden actuar 

sinérgicamente con otros sistemas de conservación (28). 

Especies de L. plantarum pueden producir un considerable número de bacteriocinas tales como Plantaricinas A, B, D, 

S, T y W (29, 30, 31, 32, 33). L. plantarum 58 produjo una inhibición importante en L. monocytogenes debido a la 

producción de molécula(s) de naturaleza proteica estables al calor, esto se evidenció cuando el sobrenadante  perdió 

actividad al ser tratado con tripsina y la mantuvo después del tratamiento con calor. Se conoce que la estabilidad al 

calor y la sensibilidad a tripsina son características de muchas bacteriocinas de bacterias grampositivas, de hecho, 

estas características se han observado en péptidos producidos por cepas de L. plantarum aisladas de derivados 

cárnicos y L. sake Lb 706 aislado de carne; en ambos casos también se detectó actividad contra L. monocytogenes 

(34). 

Discusión



El comportamiento de las cepas de Salmonella enteritidis con el sobrenadante de Lactobacillus plantarum 37 fue 

inusual debido al desarrollo de halos de inhibición de 12 mm difusos caracterizados por el desarrollo de colonias 

dentro del halo. En este sentido, Ahn y Stiles (1990) describen también halos difusos donde no existe clara línea de 

demarcación del crecimiento de las bacterias indicadoras cuando ensayaron antagonismo de bacterias lácticas 

aisladas de carne utilizando el método de la gota (35). En todo caso estos resultados se consideraron como 

antagonismo negativo, pero sería interesante evaluar a futuro si se trata de un efecto bacteriostático o si ese efecto 

puede potenciarse.

Conclusiones

Cinco de las seis cepas de Lactobacillus plantarum estudiadas mostraron capacidad antagónica, de las cuales, 

cuatro  fueron por  la producción de ácidos orgánicos. El comportamiento de L. plantarum 37 contra Salmonella typhi 

permite inferir sobre la presencia de una sustancia de naturaleza proteíca estable al calor, pero  frente a Listeria, 

sobre la existencia de un acido orgánico, convirtiéndose en una cepa interesante, que debe seguir estudiándose con 

el objeto de establecer  con mayor claridad los componentes  de su sobrenadante. La cepa  L. plantarum 58 fue la 

única que manifestó claramente la presencia de una sustancia de naturaleza proteíca estable al calor contra Listeria 

monocytogenes, por lo que es recomendable realizar ensayos con  otras cepas de la misma especie, otras especies 

relacionadas, además de la caracterización fisicoquímica de dicha sustancia. Y la posterior evaluación de las 

cualidades tecnológicas y/o probióticas de las cepas que manifestaron actividad antagónica, definirá su utilización a 

futuro como bioconservantes de alimentos y/o cultivo probiótico terapéutico. 

Resumen

El antagonismo de Lactobacillus plantarum contra bacterias indeseables tiene aplicaciones importantes en la 

bioconservación de los alimentos y en la terapia probiótica. Con el propósito de estudiar la capacidad antagónica de 6 

cepas de Lactobacillus plantarum aisladas de pastizal de una finca lechera e identificadas con los números 1, 4, 20, 

37, 50, y 58, se evaluó el antagonismo de cada cepa contra Salmonella enteritidis CVCM 446, Salmonella enteritidis 

aislada de un brote de ETA en Mérida-Venezuela, Salmonella typhi aislada de leche cruda de una finca local y Listeria 

monocytogenes CVCM 497. Con la técnica de difusión en pocillos se probaron sobrenadantes de las cepas sometidos 

a neutralización con NaOH 1N, exposición a 32 µg/ml de peroxidasa, tratamiento con 2 mg/ml de tripsina y 

calentamiento a 120 °C por 20 minutos, con respectivos controles posteriores de actividad antagónica residual. L. 

plantarum 1, 4, 20, 37 exhibieron actividad antagónica (AA) contra Salmonella typhi y Listeria monocytogenes con 

halos de inhibición de 9-11 mm debido a la presencia de ácidos orgánicos. No pudo determinarse la naturaleza de los 

compuestos del sobrenadante de L. plantarum 37 activos contra Salmonella typhi; mientras que la AA de L. plantarum 

58 contra Listeria monocytogenes evidenciada por halos de 18 mm se perdió con el tratamiento de tripsina, pero no 

fue afectada por el calor, lo que parece indicar la presencia de molécula(s) de naturaleza proteica estable(s) al calor. 

La cepas ensayadas poseen capacidad antagónica que debe seguir estudiándose, particularmente, Lactobacillus 

plantarum 58 por su interesante acción contra Listeria monocytogenes y  la cepa 37 por su antagonismo a S. typhi. 

Palabras claves: Efecto antagónico, Lactobacillus  plantarum, Listeria monocytogenes, Salmonella

Abstract

The antagonism of Lactobacillus plantarum against undesiderable bacteria has important applications in food 

biopreservation and in probiotic therapy. The antagonistic capacity of six strains of L. plantarum isolated from grass of 

milking farm which were labeled L. plantarum 1, 4, 20, 37, 50, 58 and tested against Salmonella enteritidis CVCM 446, 

Salmonella enteritidis isolated from a food outbreak in Mérida- Venezuela, Salmonella typhi isolated from raw milk 

collected in a local farm and Listeria monocytogenes CVCM 497. The well-agar diffusion method was used with the 

supernatant of each lactobacilli strain neutralized with NaOH 1N, treatments with peroxidase (32 µg/ml) and with 

tripsin (2 mg/ml) and heating at 120ºC for 20 minutes, with their respective subsequent controls of residual 

antagonistic activity. L. plantarum 1, 4, 20, 37, 50 and 58 showed antagonic activity (AA) against S. typhi and L. 



monocytogenes with inhibition zone of 9-11 mm due to the presence of organic acids. The chemical nature of the 

supernatant of L. plantarum 37 active against Salmonella typhi could not be established, whereas the AA of L. 

plantarum 58 against L. monocytogenes which showed inhibition zone of 18 mm was lost with the tripsin treatment but 

was not affected by heat treatment indicating the presence of heat stable molecule (s) of protein nature. 

The strains tested showed antagonistic activity that may require further studies, particularly L. plantarum 58 for its 

interesting action against Listeria monocytogenes and strain 37 for its antagonism against S. typhi.

Keys words: Antagonist effect, Lactobacillus plantarum, Listeria monocytogenes, Salmonella
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