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Resumen

Se evaluaron las cinéticas de produccion de biomasa, produccion de acido
lactico, consumo de sustrato y actividad antimicrobiana de Weissella confusa,
una bacteria acido lactica con actividad antimicrobiana frente a Streptococcus
agalactiae 'y Staphylococcus aureus, microorganismos productores de
mastitis bovina. Las fermentaciones se llevaron a cabo anaerdbicamente
en discontinuo utilizando como sustratos, sustrato comercial (SC), leche
suplementada con extracto levadura (LEL) y leche suplementada con extracto
de levadura y glucosa (LELG) y se compararon los parametros cinéticos. La
mayor inhibicion de los patogenos, la mayor produccion de acido lactico y el
mayor rendimiento de biomasa se presentd en sustrato LELG. En éste ultimo
sustrato al cabo de la cuarta hora de fermentacion, se presentd un diametro
de inhibicion de 36,33 mm para Staphylococcus aureus y a la octava hora de
fermentacion 39 mm de diametro para Streptococcus agalactiae; 1aproduccion
maxima de acido lactico fue 13,12 gL"! (alas 48 h) y la maxima concentracion
de biomasa fue 3,07 gL! (a las 48 h). Estos resultados fueron superiores a los
obtenidos en SC donde, para el mismo tiempo de fermentacidn, se obtuvieron
24,38 mm para Staphylococcus aureusy 30,58 mm de didmetro de inhibicion
para Streptococcus agalactiae; la mayor produccion de acido lactico fue 11,6
gL' (alas 12 h) y la mayor concentracion de biomasa fue 1,18 gL' (a las 24
h). Los resultados sugieren que el LELG puede convertirse en una alternativa
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a bajo costo para la produccion de Weissella confusa, microorganismo con
gran potencial para el control y el tratamiento de mastitis bovina.

----- Palabras clave: Actividad antimicrobial, Weissella confusa,
Staphylococcus aureus, Streptococcus agalactiae

Abstract

The kinetics of biomass and lactic acid production, substrate consumption,
antimicrobial activity of Weissella confusa, a lactic acid bacteria with
antimicrobial activity against Streptococcus agalactiae and Staphylococcus
aureus, bovine-mastitis producing microorganisms, were evaluated. The
fermentations were carried out anaerobically in batch using as substrate,
commercial substrate (SC), milk supplemented with yeast extract (LEL) and
milk supplemented with yeast extract and glucose (LELG) and the kinetic
parameters were compared. The greater the inhibition of pathogens, the
greater production of lactic acid and the higher yield of biomass is presented
on substrate LELG. This substrate presented a diameter of inhibition of
36.33 mm for Staphylococcus aureus after the fourth hour of fermentation
and 39 mm of diameter for Streptococcus agalactiae at the eighth hour of
fermentation; maximum production of lactic acid was 13.12 gL' (at 48 h)
and maximum concentration of biomass was 3.07 gL' (at 48 h). These results
were superior to those obtained on SC where, for the same fermentation time
24.38 mm for Staphylococcus aureus and 30.58 mm diameter of inhibition
for Streptococcus agalactiae were obtained; the highest lactic acid production
was 11,6 gL' (at 12h) and the highest concentration of biomass was 1.18 gL™!
(at 24 h). The results suggest that LELG may become a low cost alternative
for the production of Weissella confusa, microorganism with great potential
for control and treatment of bovine mastitis.

----- Keywords:Antimicrobial activity, Weissella confusa, Saphylococcus
aureus, Streptococcus agalactiae

y un regulador de respuesta (RR); el péptido au-
toinductor es el que detecta la densidad celular y

Introduccion

Las especies de Weissella, son bacterias gram-
positivas, no esporuladas, productoras de acido
lactico, que al igual que el resto de bacterias aci-
do lacticas (BAL) forman parte de nichos natu-
rales [1], como vegetales frescos [2], productos
carnicos [3], y tracto vaginal de mujeres [4]. Las
BAL ejercen efecto inhibitorio debido a que ade-
mas de acido lactico, estas bacterias producen
compuestos antimicrobianos, como peréxido de
hidrogeno, diacetilo y bacteriocinas [5]. La pro-
duccioén de bacteriocinas en BAL es regulado
por un mecanismo de quorum sesing mediado
por un péptido autoinductor (histidina-quinasa)
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consecuentemente se activa el RR, conduciendo
a la expresion de todos los operones que da como
resultado la sintesis, transporte y regulacion
de bacteriocinas, es decir que la produccion de
bacteriocinas es dependiente del péptido autoin-
ductor secretado por la produccién de BAL y en
consecuencia es dependiente de la densidad ce-
lular [6]. Existen pocos reportes cientificos de la
produccion de bacteriocinas por las especies del
género Weissella. Srionnual y col. [7] purificaron
una bacteriocina producida por Weissella cibaria
110, microorganismo aislado de productos pes-
queros tailandeses, activa contra Lactobacillus
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sakei'y Weissella paramesenteroides. Lee [4], en-
contrd que Weissella kimchii PL9023, aislada del
tracto vaginal de humanos, produjo una sustancia
parecida a bacteriocinas (bacteriocin like inhi-
bitory substances, BLIS), la cual presento efec-
to antimicrobiano contra patdgenos vaginales,
como Candida albicans, Escherichia coli, Sta-
phylococcus aureus y Streptococcus agalactiae;
Espeche y col. [8] aislaron de muestras de leche
de bovinos sanos, especies de Weissella parame-
senteroides con efecto antagdnico contra Strepto-
coccus dysgalactiae ATCC 27957 y Escherichia
coli. Pal y Ramana [9] encontraron compuestos
antimicrobianos no asociados a bacteriocinas, se-
cretados por Weissella paramesenteroides DFR-
8; microorganismo aislado a partir de material
vegetal. Los resultados de estas investigaciones
muestran el gran potencial que podria tener este
género bacteriano como biopreservante alimenta-
rio 0 para la prevencion y control de enfermeda-
des en animales y humanos.

En cuanto a enfermedades en animales, hasta la
fecha solamente una bacteriocina, la nisina, pro-
ducida por Lactococcus lactis se ha propuesto
como un ingrediente activo en productos comer-
ciales y ha sido empleada en el tratamiento de
mastitis bovina [10, 11]. También se han descu-
bierto otras bacteriocinas que no son utilizadas
comercialmente y que poseen actividad antimi-
crobiana frente a patdogenos productores de mas-
titis bovina [12, 13], sin embargo, los compuestos
antimicrobianos producidos por Weissella confu-
sa no han sido evaluados contra los principales
agentes patogenos de mastitis bovina (Staphylo-
coccus aureus 'y Streptococcus agalactiae). El
objetivo de este trabajo fue evaluar la cinética de
fermentacion de Weissella confusa y su cinética
de actividad antimicrobiana contra cepas comer-
ciales de Staphylococcus aureus y Streptococcus
agalactiae, en sustrato comercial puro y en sus-
tratos lacteos. En las cinéticas de fermentacion
se midieron la produccion de acido lactico, la
formacion de biomasa, el consumo de sustrato,
los rendimientos de sustrato y de producto y la
velocidad de crecimiento especifica del microor-
ganismo.

Experimentaciéon

Microorganismo

Se utilizo una cepa de Weissella confusa, con ac-
tividad antimicrobiana, la cual se aislo de liquido
ruminal bovino. Esta bacteria se selecciono de
un grupo de bacterias acido-lacticas aisladas de
hembras bovinas de raza Harton del Valle, con
un peso aproximado de 400 kg. A los bovinos,
con el fin de promover la produccion de bacterias
acido lacticas, se les indujo acidosis ruminal me-
diante el protocolo de Krause y Oetzel [14], hasta
observar los primeros sintomas de disminucién
de consumo y paralisis ruminal; seis dias después
se recolectaron muestras de liquido ruminal me-
diante sonda esofagica. A partir de estas muestras
se realizaron diluciones seriadas, se sembraron
en agar De-Man Rogosa y Sharpe (MRS) adicio-
nado de azul de anilina al 0,3 %, y se incubaron
a 33 °C por 48 horas en condiciones aerdbicas y
anaerobicas [15]. Las colonias presuntivas de ser
acido-lactica (que asimilaron el azul de anilina)
se repicaron hasta obtener cultivos puros. A las
cepas puras se les determind su capacidad para
producir acido lactico mediante cromatografia
liquida de alta resolucion HPLC (Agilent 1100,
USA, con integrador HP Chemstastion, equipa-
da con una columna Aminex HPX 87H, 300 mm,
utilizando como fase moévil acido sulfirico 0,05
M, temperatura de trabajo para la columna 25 °C
y velocidad de flujo de 0,5 mLs™. Se aislaron 10
cepas productoras de acido lactico, las cuales se
identificaron bioquimicamente de acuerdo a su
patron de fermentacion de carbohidratos utilizan-
do el kit API 50 CHL. La cepa que mas produjo
acido lactico se identifico como Weissella confusa
(Véase identificacion bioquimica en tabla 1). Se
encontr6 ademas que éste microorganismo a una
concentracion de 10° UFC g es capaz de inhibir
el crecimiento de 10’ UFC g! de Staphylococcus
aureus 'y de Streptococcus agalactiae (resultados
en proceso de publicacion), por lo anterior Weis-
sella confusa fue la cepa seleccionada para la in-
vestigacion que se reporta en este articulo.

57



Rev. Fac. Ing. Univ. Antioquia N.° 55. Septiembre 2010

Tabla 1 Identificacion bioquimica de Weissella confusa con sistema “API 50 CHL”

Prueba Resultado Prueba Resultado Prueba Resultado
Testigo - Manitol - Rafinosa -
Glycerol - Sorbitol - Almidon -
Erytriol - Metil-D-manopiranosida - Glycogeno -
D-Arabinosa + Metil-D-glucopiranosida - Xilitol -
Ribosa - N.acetil-glucosamina + Gentibiosa -
D-xilosa + Amygdalina + Turanosa -
L-xylosa + Arbutina + Lyxosa -
Adonitol - Esculina + Tagatosa -
Metil-D-xilopiranosa - Salicina + D-fucosa -
Galactosa + Celobiosa + L-fucosa -
Glucosa + Maltosa + D-arabitol -
Fructuosa + Lactosa - L-arabitol -
MNE + Melibiosa - Gluconato -
SBE - Sacarosa + 2-cetogluconato potasico -
Ramnosa - Trehalosa - 5-cetogluconato potasico -
Dulcitol - Inulina -
Inocitol - Melizitosa -

(+) = Positivo a la prueba, ()= negativo a la prueba.

Cinéticas de fermentacion

Las cinéticas se llevaron a cabo en 9 fermentaciones
en discontinuo, usando como sustrato, leche
suplementada con extracto de levadura (LEL),
leche suplementada con extracto de levadura y
glucosa hasta 70 gL' (LELG)y sustrato comercial
puro (SC). Como SC se utilizé caldo MRS, el cual
provee las exigencias nutricionales de esta bacteria
acido lactica[15]. Los sustratos LEL y LELG se
prepararon con 11% m/v de leche descremada
y 1% m/v de extracto de levadura, la glucosa se
afiadio hasta completar la concentracion de azlicar
mencionada. La leche se selecciond como sustrato
debido a que provee buena fuente de nitrogeno
y de vitaminas, necesarias para el crecimiento
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de Weissella confusa, ademas porque podria
ser un sustrato de bajo costo para la produccion
y comercializacion del microorganismo. Las
fermentaciones se realizaron en erlenmeyer de 500
mL , con un volumen de trabajo de 250 mL, los
cuales permanecieron agitados elipsoidalmente
sin aireacion, a 100 rpm (Corning, modelo PC-
420, USA) por 48 horas y a 33 °C. La cepa se
adapt6 a las condiciones de fermentacion por tres
generaciones, en cada caso se utilizo 10 % de
inéculo con respecto al volumen del sustrato. La
fermentacion se ajust6 a pH 6,0 utilizando NaOH
4M.

Pararealizar las cinéticas se tomaron asépticamente
20 mL de sustrato a las 0, 2, 4, 8, 12, 24 y 48 horas
de fermentacion (el tiempo O correspondi6 a las
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condiciones iniciales del sustrato). Para determinar
el acido lactico y el consumo de sustrato, en cada
uno de los tiempos y para cada uno de los sustratos,
las muestras de sustrato se centrifugaron a 5000 x g
por 10 minutos; posteriormente se filtraron (filtros
millipore HVLPO 2500) y los sobrenadantes de las
muestras filtradas se inyectaron en equipo HPLC.
La produccion de acido lactico se determind en las
condiciones anotadas anteriormente y los azlicares
se midieron en un equipo HPLC Hewlett Packard
HP1050, (USA), con integrador HP Chemstastion,
equipado con una columna Aminex HPX 87H, 300
mm, utilizando como fase mévil acido sulfurico
0,0025 M, temperatura de trabajo para la columna
de 65 °C y velocidad de flujo de 0,5 mL s'. La
cinética de formacion de biomasa se determind
en cada tiempo de fermentacion acorde a los
métodos estandar de la A.O.A.C (934,01) [16].
Los resultados se calcularon en gL' de biomasa,
mediante la determinacion de su peso seco.

A partir de las cinéticas se calculd para Weissella
confusa, la velocidad de crecimiento especifica, p
y los rendimientos de biomasa (Y ) y de producto
(}; ) (acido lactico) mediante las Ecuaciones 1y

Y P ! (Ec 1)
S = ) C
p/ SO _ S 88
X-X,
Y, = -0 -1 Ec2
5SS gg (Ec 2)
Donde, S : concentracion inicial de azucares

totales (glf'l), S: concentracion final de azucares
totales (gL), hasta el tiempo en que P es maximo;
P: concentraciéon maxima de acido lactico (gL),
X: concentracién inicial de biomasa (gL"), X
concentracion final de biomasa (gL™!).

Cinética de actividad antimicrobiana de
Weissella confusa

Se utilizd6 Staphylococcus aureus ATCC®
25923™" vy Streptococcus agalactiae ATCC®
13813 ™"y se emplearon los mismos sustratos

de fermentacion descritos arriba. Las pruebas de
actividad antimicrobiana se realizaron en cada
tiempo de fermentacidn y para cada sustrato eva-
luado, para ello se utilizé una modificacion de la
técnica de difusion en superficie de agar usada
por Ryan y col. [17]. Se utilizaron placas de agar
de 5 mm de espesor, las cuales contenian los nu-
trientes especificos para el crecimiento de cada
uno de los patogenos; agar Baird Parker (BP)
para Staphylococcus aureus y Agar M-17 para
Streptococcus agalactiae. A estas placas se les
realizaron orificios utilizando un sacabocado es-
téril de 17 mm de diametro. Las placas se sem-
braron por separado con los patdgenos en prueba,
utilizando 1 x 10° UFC mL"! de cada patégeno.
De igual manera, para cada tiempo de fermenta-
cion y para cada sustrato evaluado, se tomaron
en forma aséptica, circulos de agar MRS estéril
de 5 mm de espesor y de 17 mm de diametro,
los cuales se inocularon con 0,1 mL de Weissella
confusa (a diferentes concentraciones dependien-
do del tiempo de fermentacion), obtenida de cada
uno de los tiempos y de cada uno de los sustratos
de fermentacion evaluados. Los circulos de agar
inoculados se introdujeron en los orificios reali-
zados en las cajas con agar BP y M-17. Las cajas
se incubaron a 33 °C por 48 horas, transcurrido
éste tiempo de incubacion se midieron los halos
de inhibicion del crecimiento de ambos patoge-
nos, utilizando regla milimétrica. Las pruebas de
inhibicion frente a patdgenos se realizaron por
triplicado en cada uno de los tiempos de fermen-
tacion y para cada uno de los sustratos de fermen-
tacion.

Analisis estadistico

Se uso un disefio factorial de 3*7 con dos fac-
tores asi: Factor sustrato de fermentacion, con
tres niveles, LEL, LELG y SC. Factor tiempo
de fermentacion, con 7 niveles: 0, 2, 4, 8, 12, 24
y 48 horas de fermentacion, donde el tiempo 0
corresponde a las condiciones iniciales de fer-
mentacion. Es de anotar que se realizaron 9 fer-
mentaciones correspondientes al triplicado de los
tres sustratos de fermentacion, a partir de éstas
fermentaciones se tomaron muestras en los dife-
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rentes tiempos. Los resultados se analizaron con
el paquete estadistico SPSS 15,0.para Windows
(SPSS Inc, Chicago IL, USA) [18]. La compara-
cion entre promedios se llevo a cabo a través de
la prueba Tukey y Duncan con una probabilidad
de P <0,05. La prueba T se utilizo para encontrar
las diferencias significativas entre patogenos. Las
variables de respuesta fueron: cinética de produc-
cion de acido lactico, cinética de produccion de
biomasa, cinética de consumo de sustrato, velo-
cidad especifica de crecimiento, rendimiento en
sustrato y rendimiento en biomasa para Weissella
confusa y se midio la actividad antimicrobiana de
Weissella confusa frente a Staphylococcus aureus
y frente a Streptococcus agalactiae.

Resultados

Cinéticas de fermentacion

La figura 1 muestra las curvas de produccion de
acido lactico y consumo de sustrato obtenidas en
fermentaciones en discontinuo con sustratos SC,
LEL y LELG. La produccion de acido lactico pre-
sentd diferencias estadisticamente significativas
entre los tratamientos (P<0,05), la méxima pro-
duccion se obtuvo en sustrato LELG (13,12 gL™!)
a 48 horas de fermentacion, consumiendo 57,21
% del sustrato. En SC se obtuvo 11,6 gL' a 12
horas de fermentacion con un consumo de sustra-
to de 94,59 %. En sustrato LEL se produjo 1,22
gL' a 48 horas de fermentacién consumiendo un
minimo de sustrato de 24 %. El sustrato residual
fue de 5,41 %, 42,79 %y 76 % para los sustratos
SC, LELG y LEL, respectivamente. Como era lo
esperado, el consumo de sustrato mostro diferen-
cias estadisticamente significativas entre los dife-
rentes sustratos y entre los diferentes tiempos de
evaluacion (P<0,05). Se present6 ademas efecto
de interaccion entre el factor tipo de sustrato y el
factor tiempo de fermentacion lo que indica que
la produccion de acido lactico esta influenciada
por ambos factores. Las velocidades promedio de
produccion de acido lactico en SC, LELY LELG
fueron 1,11 gL 'h!, 0,18 gL "h"'y 0,41 gL'h™", res-

60

Acido lictico (gL")

pectivamente. A pesar que Weissella confusa en
LELG, produjo la mayor cantidad de acido lacti-
co, la velocidad de formacion de acido lactico fue
menor comparada con SC, en donde se observa
una rapida formacion de acido lactico a 12 horas
de fermentacion.
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Figura 1 Cinética de produccion de &cido lactico
y consumo sustrato de Weissella confusa en leche
suplementada con extracto de levadura (LEL), leche
suplementada con extracto de levadura y glucosa
hasta 70gL" (LELG) y sustrato comercial puro, caldo
MRS (SC)

Cinética de actividad antimicrobiana

En las figuras 2 y 3 se muestra las curvas de las
cinéticas de actividad antimicrobiana y de forma-
cion de biomasa, respectivamente, en SC, LEL y
LELG. Los didmetros de inhibicion contra Sta-
phylococcus aureus y Streptococcus agalactiae
presentaron diferencias estadisticamente signifi-
cativas entre los diferentes sustratos y entre los
diferentes tiempos de fermentacion (P<0,05) y se
presentd efecto de interaccion. Lo anterior sugie-
re que la concentracion de nutrientes y el tiempo
de fermentacion estimularon la actividad antimi-
crobiana de Weissella confusa. En la tabla 2 se
presenta el Anova para actividad antimicrobiana
de Weissella confusa.
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Figura 2 Cinética de actividad antimicrobial de
Weissella confusa frente a Staphylococcus aureus y
Streptococcus agalactiae en leche suplementada con
extracto de levadura (LEL), leche suplementada con
extracto de levadura y glucosa hasta 70 gL (LELG) y

sustrato comercial puro, caldo MRS (SC)
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Figura 3 Cinética de formacion de biomasa de
Weissella confusa en leche suplementada con
extracto de levadura (LEL), leche suplementada con
extracto de levadura y glucosa hasta 70 gL' (LELG) y
sustrato comercial puro, caldo MRS (SC)

Tabla 2 ANOVA para la actividad antimicrobial de Weissella confusa contra Staphylococcus aureus y

Streptococcus agalactiae

Fuente cuadsr:c’l'z:asii;o m L mez;f(;f;(::ror F Significacion

Modelo corregido 20237,030(a) 55 367,946 403,499 ,000
Interseccion 92259,574 1 92259,574 101174,107 ,000
Patégeno 927,668 1 927,668 1017,304 ,000
Concentracion o medio de cultivo 2420,345 3 806,782 884,737 ,000
S;Jrcauslt;vzatégeno * Concentracion o medio 179,997 18 10,000 10,966 000
Horas * Concentracion o medio de cultivo 570,435 18 31,691 34,753 ,000
Patdgeno * Concentracién o medio de cultivo 100,287 3 33,429 36,659 ,000
Horas * Patogeno 231,461 6 38,577 42,304 ,000
Horas 15806,835 6 2634,473 2889,027 ,000
Error 102,132 112 912

Total 112598,735 168

Total corregida 20339,161 167

* R cuadrado =,995 (R cuadrado corregida =,993)

En SC, la maxima actividad antimicrobiana
de Weissella confusa contra Staphylococcus
aureus, y Streptococcus agalactiae se presentod

a la cuarta hora de fermentacion, obteniéndose
24,38 mm y 30,58 mm de diametro de inhibicion,
respectivamente. La concentracion de biomasa
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de Weissella confusa, para el tiempo en el
cual se lograron los mayores diametros de
inhibicién contra los patogenos fue 0,22 gL',
En SC, Weissella confusa presentd crecimiento
exponencial hasta 12 horas de fermentacion,
con formacion de 1,11 gL ' de biomasa, a partir
de este tiempo el microorganismo entr6 en fase
de crecimiento estacionaria, y en 24 horas de
fermentacion se obtuvo una concentracion de
biomasa de 1,19 gL'. La velocidad especifica
de crecimiento p, el rendimiento celular (Y )
y el rendimiento en producto (¥ ) de Weissella
confusa en SC fue 0,0811 h'', 0,062 gg' vy 0,46
gg’!, respectivamente.

En LEL, la maxima actividad antimicrobiana de
Weissella confusa contra Staphylococcus aureus
se present6 a la cuarta hora de fermentacion, y
contra Streptococcus agalactiae a 2 horas de
fermentacion, obteniéndose 20,88 mm y 30,5 mm
de diametro de inhibicion, respectivamente. En
¢éste sustrato la mayor concentracion de biomasa
de Weissella confusa se alcanzo6 al finalizar la
octava hora de fermentacion (0,185 gL '); u, ¥, y
); presentaron valores correspondientes a 0,0165
h', 0,004 gg'y 0,29 gg', respectivamente. En
LELG, la maxima actividad antimicrobiana de
Weissella confusa contra Staphylococcus aureus
se presento a la cuarta hora de fermentacion, y
contra Streptococcus agalactiae a 8 horas de
fermentacion, obteniéndose 36,33 mm y 39 mm
de diametro de inhibicion, respectivamente. La
maxima concentracion de biomasa se presento a
las 48 horas de fermentacion (3,07 gL™), w, Y,
y Y, presentaron valores de 0,34 h'!, 598 gg'ly
0,73 gg'!, respectivamente.

En todos los sustratos de fermentacion, la
produccion de acido lactico estuvo asociada al
crecimiento microbiano, sin embargo, la mayor
cantidad de biomasa no estuvo asociada al mayor
diametro de inhibicion. Los rendimientos de
biomasa presentaron diferencias estadisticamente
significativas entre los tratamientos (P<0,05) y se
presentd efecto de interaccion entre los factores
tipo de sustrato y tiempo de fermentacion;
lo anterior indica que ambos factores estan
implicados en la formacion de biomasa.
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Discusién
A pesar que es bien conocido que Weissella
confusa es una BAL, ningun estudio cientifico
reporta la cantidad de 4cido lactico producida
por especies de este género. Espeche y col. [8]
aislaron BAL de muestras de leche provenientes
de bovinos sanos, donde preseleccionaron 39
cepas, de las cuales encontraron 6 cepas de
Weissella paramesenteroides y solo una de ellas

fue capaz de inhibir Streptococcus dysgalactiae
ATCC 27957 y Escherichia coli.

Los resultados en produccion de acido lactico
en LEL pueden asociarse al bajo consumo de
sustrato, lo cual indica que Weissella confusa
no tuvo los requerimientos nutricionales
necesarios para convertir la fuente de carbono
en acido lactico. Weissella confusa al igual que
las BAL son exigentes nutricionalmente debido
a que no son capaces de metabolizar todas las
proteinas y requieren de micronutrientes para las
reacciones enzimaticas, sintesis de pared, sintesis
de membrana celular y produccion de acido
lactico [19]. Para suplir la exigencia nutricional
de estos microorganismos se ha evaluado la
suplementacion de sustratos con extracto de
levadura y se han adicionado otros nutrientes
como vitaminas, aminoacidos, lactosa, minerales,
jugo de cafa y suplementos inorganicos que han
incrementado la produccion de acido lactico [20,
21].

Los resultados de actividad antimicrobiana de
Weissella confusa pueden deberse a la produccion
de bacteriocinas, produccion de BLIS [22] 6 al
efecto combinado de elementos antimicrobiales.
La accion antimicrobiana no se atribuyo a la
produccion de acido lactico, dado que los picos
de produccion del acido no estuvieron asociados
a la mayor actividad antimicrobiana y ademas
porque los sustratos se ajustaron a pH 6,0 durante
el tiempo de fermentacion. El mayor poder de
inhibicion de Weissella confusa ocurri6 durante
la fase exponencial de crecimiento microbiano,
es decir que el compuesto antimicrobiano estaba
asociado a su crecimiento, lo cual sugiere que
podria ser sintetizado como metabolito primario.
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Weissella confusa inhibio ambos patdgenos y
los mayores halos de inhibicién se presentaron
contra Streptococcus agalactiae. Los resultados
indican que la actividad antimicrobiana de éste
microorganismo depende de la composicion
del medio de fermentacion; la mayor actividad
antimicrobiana se  presentd cuando el
microorganismo crece en sustrato LELG.

Srionnual y col. [7], descubrieron una bacteriocina
de Weissella cibaria, que la llamaron Weissellicin
110; hasta la fecha es la tnica bacteriocina de
especies de Weissella que ha sido definida.
Weissellicin 110 es estable al calor y mostro
solamente un estrecho espectro de inhibicion
contra BAL, entre las cuales estan Lactobacillus
sakei JCM 1157 y Weissella paramesenteroides
JCM 9890.

La literatura reporta ampliamente bacteriocinas
producidas por otros microorganismos, con
efecto antimicrobiano contra Staphylococcus
aureus, pero son pocos los estudios que reportan
efecto antimicrobiano contra los dos patogenos
al mismo tiempo, este detalle muestra la
relevancia de esta investigacion, ademas la
actividad antimicrobiana de Weissella confusa
supera el doble de la actividad antimicrobiana
de otras bacterias acido lacticas reportadas en
otras investigaciones [23, 24]. Varella Coelho
y col. [13] lograron un diametro de inhibicién
de 37 mm contra cepas Streptococcales y
Staphylococcales cuando emplearon una
combinacion de bacteriocinas (aureocina A70 y
AS53). Otros autores encontraron que bacteriocinas
sintetizadas por Bacillus thuringiensis ejercieron
efecto inhibitorio contra cepas de S. aureus,
asociadas a mastitis bovina [12]. Recientemente,
se demostr6 que 5 bacteriocinas producidas
por Bacillus thuringiensis mostraron actividad
antibacterial contra Staphylococcus aureus ATCC
25923, Streptococcus pyogenes, Streptococcus
pneumoniae, entre otros [25].

Staphylococcus aureusy Streptococcus agalactiae
son dos de los principales patdogenos asociados
a mastitis bovina, los resultados de la actividad

inhibitoria de Weissella confusa contra cepas
comerciales de éstos microorganismos, muestran
el uso potencial que podria tener esta cepa para el
control de infecciones intramamarias en bovinos,
por ello se deben emprender estudios in vivo para
evaluar la capacidad antibacterial de esta BAL en
el control de mastitis bovina; ademas se deben
adelantar estudios de purificacion e identificacion
de los compuestos antimicrobianos.

Es bien conocido que el sustrato utilizado para
la produccion de biomasa representa hasta el
80% de los costos de produccion [26]; éste
microorganismo presentd la mayor actividad
antimicrobiana cuando creci6 en sustrato lacteo
suplementado con extracto de levadura y glucosa,
a pesar de la necesidad de adicionar glucosa y
extracto de levadura al sustrato lacteo, el costo
de LELG es 6,3 veces menor que el costo del SC.

Conclusiones

En este estudio se encontrd que Weissella
confusa es una bacteria que produce hasta 13,12
gL' de &cido lactico y produce compuestos
BLIS que ejercen efecto inhibitorio contra
cepas comerciales de Staphylococcus aureus y
Streptococcus agalactiae, lo cual podria despertar
el interés de investigadores hacia la evaluacion
in vivo de la accion antimicrobiana de esta
BAL en bovinos mastiticos. Las cinéticas de
produccion de acido lactico, consumo de sustrato,
formacion de biomasa, actividad antimicrobial
y velocidad especifica de crecimiento dependen
significativamente del sustrato de fermentacion y
del tiempo de fermentacion. En sustrato LELG, el
rendimiento enbiomasay laactividad antimicrobial
de Weissella confusa son considerables, por lo cual
este sustrato podria ser utilizado para la produccién
comercial del microorganismo, dado su bajo costo
comparado con SC. El descubrimiento sobre
sustancias antibacteriales como bacteriocinas
provenientes de esta especie de Weissella es
de gran impacto cientifico ya que hasta la fecha
esta especie no se ha asociado a la produccion de
compuestos antimicrobianos.
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