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SELECCIÓN DE BACTERIAS ÁCIDO LÁCTICAS AISLADAS DE FUENTES 

VEGETALES POR SU CAPACIDAD ANTIMICROBIANA Y SU USO EN 

BIOPRESERVACIÓN DE ALIMENTOS  

RESUMEN 

La biopreservación de vegetales con bacterias ácido lácticas (BAL) promete ser un 

método eficaz, ya que producen péptidos antimicrobianos. Muestras de vegetales se 

lavaron con agua peptonada, se inocularon en caldo MRS y luego en agar MRS. Se 

seleccionaron colonias características para determinar su actividad antimicrobiana. En 

microplacas se colocó caldo BHI con K2HPO4 (0,1 M), suspensiones de 

microorganismos indicadores y sobrenadantes de BAL centrifugados y pasteurizados. 

Se midió la densidad óptica (t0), se incubaron y se midió de nuevo (t24). También se 

evaluó la producción de proteasa (Agar Leche Descremada), lipasa (Agar Tributirina), 

amilasa (Agar Almidón), metabolismo de citrato (Agar Citrato) y adhesión en 

microplacas. Además, se formularon medios con desechos agroindustriales. Se 

evaluó la actividad antimicrobiana. El sobrenadante de BAL con mejor actividad 

antimicrobiana se utilizó para recubrir manzanas. Se evaluó pérdida de peso, color, 

apariencia, sólidos solubles, pH, acidez titulable, índice de madurez, BMA y Mohos y 

levaduras. Se aislaron 116 cepas de BAL. Mostraron actividad antimicrobiana 

principalmente contra L. monocytogenes (ELO8, 60% ±8.3; PIM5, 58% ± 13; CAL14, 

52% ± 6.6; PIM4, 65% ± 15). Hidrolizaron proteínas (61.2%), lípidos (22.4%), 

metabolizaron citrato (69.8%). Presentaron mejor actividad antimicrobiana en el medio 

con harina de pescado. L. mesenteroides PIM5 presentó la mejor actividad 

antimicrobiana en todos los medios. L. mesenteroides CAL14 inhibió el crecimiento de 

L. monocytogenes y fuertemente B. cereus (91.1%). Aunque no se encontraron 

diferencias significativas (p > 0.05) las muestras recubiertas perdieron más peso 

(12.33%) que los controles (10.54%). El Índice de madurez (34.7%) y los recuentos 

microbianos (BMA 71 UFC/g) fueron inferiores que en las muestras control (39.92% y 

17 UFC/g). El sobrenadante de L. mesenteroides PIM5 ejerció un efecto bioprotector 

moderado como recubrimiento de manzanas. 

Palabras clave: Bacterias ácido lácticas, péptidos antimicrobianos, vegetales 
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SELECTION OF LACTIC ACID BACTERIA ISOLATED FROM VEGETABLE 

SOURCES FOR THEIR ANTIMICROBIAL CAPACITY AND THEIR USE IN 

BIOPRESERVATION OF FOOD  

ABSTRACT 

Biopreservation of vegetables with lactic acid bacteria (LAB) promises to be an 

effective method, as they produce antimicrobial peptides. Vegetable samples were 

washed with peptone water, inoculated into MRS broth and then onto MRS agar. 

Characteristic colonies were selected to determine their antimicrobial activity. BHI 

broth with K2HPO4 (0.1 M), suspensions of indicator microorganisms and centrifuged 

and pasteurized LAB supernatants were placed in microplates. Optical density (t0) was 

measured, plates were incubated and measured again (t24). Production of protease 

(Skim Milk Agar), lipase (Tributyrin Agar), amylase (Starch Agar), citrate metabolism 

(Citrate Agar) and adhesion on microplates were also evaluated. In addition, media 

were formulated with agroindustrial wastes. The antimicrobial activity was again 

evaluated. The supernatant with the best antimicrobial activity was used to coat apples 

and weight loss, color, appearance, soluble solids, pH, titratable acidity, maturity index, 

BMA and Molds and yeasts were evaluated. One hundred sixteen strains of LAB were 

isolated. They showed antimicrobial activity mainly against L. monocytogenes (ELO8, 

60% ± 8.3; PIM5, 58% ± 13; CAL14, 52% ± 6.6; PIM4, 65% ± 15). They hydrolyzed 

proteins (61.2%), lipids (22.4%), metabolized citrate (69.8%). Furthermore, they 

presented better antimicrobial activity in the medium with fish flour. L. mesenteroides 

PIM5 had the best antimicrobial activity in all media. L. mesenteroides CAL14 inhibited 

the growth of L. monocytogenes and strongly B. cereus (91.1%). Although no 

significant differences were found (p> 0.05), the coated samples lost more weight 

(12.33%) than the controls (10.54%). Maturity index (34.7%) and microbial counts 

(BMA 71 CFU / g) were lower than in control samples (39.92% and 17 CFU / g) 

respectively. The supernatant of L. mesenteroides PIM5 exerted a moderate 

bioprotective effect as a coating of apples in storage. 

Key words: Lactic acid bacteria, antimicrobial peptides, vegetables
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INTRODUCCIÓN 

 

En los últimos años, el consumo de frutas y hortalizas frescas ha ido en aumento 

debido a que los consumidores se esfuerzan por mantener una dieta saludable. 

Además, la disponibilidad de productos considerados de ñtemporadaò se ha extendido 

a todo el año (Cardamone, et al., 2015; Falomir, et al., 2010; Jeddi, et al., 2014)  

No obstante, es bien conocido que las frutas y hortalizas mínimamente procesadas 

pueden ser un riesgo para la salud de los consumidores (Russo, et al., 2014). Gran 

cantidad de los brotes de enfermedades gastrointestinales reportados se han 

relacionado con contaminación bacteriana en frutas y hortalizas frescas. Es de gran 

preocupación que su frecuencia ha ido aumentando en los últimos años (Cardamone, 

et al., 2015; Falomir, et al., 2010; Jeddi, et al., 2014). Así mismo, la contaminación con 

aflatoxinas durante la pre-cosecha puede llevar a la acumulación de niveles 

considerables aun en óptimas condiciones de post-cosecha (Ahlberg, et al., 2016). El 

uso de fungicidas químicos, principal método de control de hongos, puede causar el 

desarrollo de resistencia en hongos patógenos; también existe la posibilidad del riesgo 

toxicológico en humanos, además del riesgo de contaminación ambiental (El-Mabrok, 

et al., 2012a; Trias, et al., 2008a; Coda, et al., 2011). La preocupación de los 

consumidores debido a los aditivos sintéticos ha estimulado la investigación de 

métodos alternativos para reducir la descomposición de frutas y vegetales 

mínimamente procesados y el mejoramiento de la inocuidad (Siroli, et al., 2015). 

Por lo tanto, entre los principales retos para la industria de alimentos actual se 

encuentra el desarrollar nuevos métodos, efectivos y económicos capaces de reducir 

los efectos negativos durante el proceso y distribución de frutas y hortalizas frescas, 

la disminución de las pérdidas económicas debido al deterioro de los alimentos e 

impedir la transmisión de patógenos microbianos a través de la cadena alimenticia 

mientras que se satisface la creciente demanda de los consumidores por alimentos 

frescos, listos para el consumo, mínimamente procesados y ricos en nutrientes 

(Corbo, et al., 2015; Gálvez, et al., 2007).  
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La biopreservación o uso empírico de microorganismos y/o sus metabolitos para la 

conservación de alimentos, ha sido una práctica común en la historia de la humanidad. 

No obstante, ha surgido recientemente como una prometedora técnica para aumentar 

el tiempo de vida útil y mejorar la inocuidad de los alimentos de forma natural. Varias 

bacterias y levaduras han sido identificadas como agentes bioprotectores y se han 

llevado a cabo diferentes estudios sobre su capacidad antagonista en 

microorganismos patógenos (Ghazvini, et al., 2016; Hernández-Saldaña, et al., 2016; 

Pessione y Cirrincione, 2016; El-Mabrok, et al., 2012b). 

En general, las bacterias ácido lácticas (BAL) han mostrado un gran potencial como 

agentes de control biológico de varios alimentos mínimamente procesados debido a 

que producen una gama de compuestos bioactivos tales como ácidos orgánicos de 

cadena corta, peróxido de hidrogeno y péptidos antimicrobianos. Además, son 

ampliamente utilizadas en alimentos fermentados desde hace siglos y tienen un gran 

historial de uso seguro (Hernández-Saldaña, et al., 2016; Corbo, et al., 2015; Olvera-

García, et al., 2015; Valerio, et al., 2013). Incluso, se han utilizado numerosos péptidos 

antimicrobianos como agentes útiles en agricultura y medicina, por lo cual, su 

caracterización genética y química se ha convertido en un esfuerzo continuo (Snyder 

y Worobo, 2013). Adicionalmente, la bioprotección empleando BAL puede apoyarse 

en el uso de desechos agro-industriales como sustrato para la fermentación 

(Veeravalli y Mathews, 2018). De esta forma, se puede ayudar a reducir la cantidad 

de efluentes que se vierten al medio ambiente (Boumaiza, et al., 2018). 

Esta investigación estará dirigida a aislar e identificar la microbiota predominante de 

Bacterias Ácido Lácticas en diferentes fuentes vegetales, evaluar su efecto 

antagonista contra patógenos y sus características fisiológicas (producción de 

enzimas y exopolisacáridos). También se evaluará la influencia de medios de cultivo 

formulados con desechos agro-industriales sobre la actividad antimicrobiana de las 

Bacterias Ácido Lácticas. Por último, se evaluará el efecto bioprotector del 

sobrenadante del crecimiento de bacterias ácido lácticas en manzanas frescas (Malus 

domestica var. Golden delicious) durante la post cosecha. 

 



                
                   FACULTAD DE CIENCIAS QUÍMICAS 

3 
 

 

 

ANTECEDENTES 

Inocuidad en frutas y hortalizas frescas. 

 

Las frutas y vegetales frescos generalmente tienen una resistencia externa dada por 

una cubierta protectora de cera a prueba de agua que funciona como barrera para la 

entrada de microorganismos. Sin embargo, la superficie de las frutas puede albergar 

microorganismos como parte de su microbiota natural, Entre estos microorganismos 

se incluyen bacterias (Pseudomonas, Erwinia, Enterobacter, Lactobacillus spp.) 

hongos (Rhizopus, Aspergillus, Penicillium, Eurotium, Wallemia) levaduras 

(Saccharomyces, Zygosaccharomyces, Candida) virus y parásitos o especies 

ocasionales durante el procesamiento (Corbo, et al., 2010). También pueden tener 

microorganismos epifíticos no patógenos, sin embargo, durante el crecimiento, 

cosecha y transporte pueden ser contaminados con patógenos de origen animal o 

humano (Cardamone, et al., 2015; Lee, et al., 2014; Falomir, et al., 2010); su 

crecimiento está influenciado por factores intrínsecos y extrínsecos en cualquier punto 

del procesamiento y manejo (Corbo, et al., 2010). Esta contaminación puede aumentar 

como consecuencia de un deficiente manejo pre cosecha y post cosecha. 

 

Contaminación durante la precosecha. 

Las fuentes potenciales de contaminación con patógenos durante la precosecha 

incluyen el suelo, heces de animales salvajes, fungicidas e insecticidas reconstituidos, 

polvo, animales salvajes o domésticos, trabajadores de campo y equipo de cosechado 

(Jung, et al., 2014). También el uso de fertilizantes orgánicos como lodos residuales 

y estiércol, así como la presencia de polvo, heces y baja calidad del agua de irrigación. 

El nivel de contaminación se ve influenciado por la habilidad de los patógenos para 
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persistir y proliferar en vegetales (Jeddi, et al., 2014; Vital, et al., 2014; Falomir, et al., 

2010). Las bacterias patógenas comúnmente asociadas con brotes en productos 

frescos tales como Escherichia coli O157:H7, Salmonella sp. y Listeria 

monocytogenes son conocidos por ser esparcidos en el ambiente por los animales 

que viven en el lugar (Jung, et al., 2014). El viento, los insectos, incluso la mosca de 

la fruta, pueden inocular la piel o la superficie externa con una variedad de bacterias 

favoreciendo la contaminación (Corbo, et al., 2010). Los contenedores empleados 

para cosechar, transportar y exhibir los productos pueden considerarse otra fuente de 

contaminación, con frecuencia no son limpiados y desinfectados efectivamente, 

favoreciendo el desarrollo de biopelículas las cuales pueden proveer protección contra 

desinfectantes aumentando la supervivencia y la probabilidad de contaminación 

cruzada (Corbo, et al., 2010). 

 

Contaminación durante la postcosecha. 

La contaminación cruzada de vegetales puede ocurrir por contacto con los equipos de 

cosechado, cuchillos, manos de trabajadores, guantes, contenedores tales como 

bandejas, cajas y cubetas. Estos materiales son colocados directamente en el piso y 

apilados unos sobre otros (Jung, et al., 2014). Inmediatamente después de la cosecha, 

los productos frescos deben ser seleccionados y clasificados. Durante estas 

operaciones, los productos dañados e inmaduros deben ser removidos ya que estos 

pueden convertirse en fuentes de etileno aumentando la tasa de respiración, 

maduración y senescencia de los productos sanos (Shafiur-Rahman, 2007). Posterior 

a la selección y clasificación, se debe realizar un enfriamiento rápido, ya que es un 

factor significativo para mantener la calidad. Para ello se emplean métodos como el 

hidroenfriamiento y el enfriamiento al vacío los cuales se aplican rociando los 

productos con agua y posterior evaporación del agua superficial respectivamente. Sin 

embargo, pueden llevar a la contaminación cruzada de los productos o internalización 

de patógenos (Jung, et al., 2014).  

Las operaciones de procesamiento como lavado, cortado, desinfección, empacado y 

almacenamiento, proveen muchas oportunidades de contaminación cruzada. El 
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lavado de frutas frescas y vegetales antes del cortado es importante para controlar las 

cargas microbianas que incluyen microbiota mesofílica, BAL, coliformes, coliformes 

fecales, mohos, levaduras y microbiota pectinolítica (Jung, et al., 2014; Corbo, et al., 

2010; Shafiur-Rahman, 2007). El lavado también remueve tierra y otros escombros, 

no obstante, el agua de lavado de calidad microbiana insatisfactoria o no tratada 

puede servir como un vehículo de dispersión de microorganismos (Jung, et al., 2014). 

Adicionalmente, los nutrientes se hacen disponibles y los patógenos se pueden 

diseminar de las partes contaminadas a las no contaminadas (Corbo, et al., 2015).  El 

cortado libera exudados que contienen nutrientes que pueden ayudar al crecimiento 

de patógenos entéricos. Condiciones no favorables durante el empacado y el 

almacenamiento pueden contribuir al crecimiento y sobrevivencia de microorganismos 

deterioradores y patógenos en vegetales. Los cambios en las condiciones de 

empacado y la temperatura de almacenamiento influencian la expresión de los 

factores de virulencia en patógenos (Jung, et al., 2014). Las frutas y vegetales 

cultivados en Estados Unidos pueden permanecer cinco días en tránsito post cosecha 

antes de arribar a un centro de distribución. Los productos cultivados en el hemisferio 

sur para el consumo en Estados Unidos durante el invierno y la primavera, pueden 

durar en tránsito entre días si es transportado por avión a varias semanas si es 

transportado por barco. Una vez que los vegetales llegan al expendio para ser 

vendidos directamente al consumidor, pueden durar de 1 a 3 días en exhibición hasta 

que son comprados y llevados a los hogares donde pueden permanecer almacenados 

hasta siete días a temperatura ambiente o en refrigeración hasta su consumo (Barrett 

y Lloyd, 2012). 

Las enfermedades transmitidas por alimentos (ETA) se relacionan principalmente al 

consumo de frutas y vegetales tanto frescos como mínimamente procesados (Russo, 

et al., 2014). No obstante, el número de brotes se ha incrementado exponencialmente 

desde 1970. De hecho, numerosos estudios han reportado la presencia de Yersinia 

enterocolitica, Aeromonas hydrophila, Staphylococcus aureus, E. coli O157:H7, 

Salmonella sp., Listeria monocytogenes, Shigella sp. y Campylobacter sp. en 

vegetales (Cardamone, et al., 2015; Siroli, et al., 2015; Jeddi, et al., 2014). La tabla 1 

muestra los microorganismos encontrados en vegetales frescos en algunas 
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investigaciones a nivel mundial. Estos microorganismos permanecen en las 

superficies de las frutas mientras la piel está sana e intacta, cualquier corte o contusión 

que aparezca durante las operaciones de cosechado y procesamiento post cosecha 

pueden permitir su entrada a los tejidos internos suaves menos protegidos (Corbo, et 

al., 2015).  

La calidad higiénica de vegetales frescos sin procesar fue investigada en Italia. Los 

recuentos de Mesófilos aerobios variaron entre 2 y 6 log UFC/g, Enterobacteriaceae 

entre 2 y 6 log UFC/g y E. coli entre 2 y 3 log UFC/g. Adicionalmente, indicaron que a 

pesar de estos altos recuentos los productos no tenían signos visibles de alteraciones 

sensoriales. Entre los patógenos, detectaron Salmonella veneziana (6.8 log UFC/g) y 

L. monocytogenes serotipo 4b asociada a L. innocua (< 1 log UFC/g). No detectaron 

Shigella spp., Escherichia coli O157 o Campylobacter spp. (Cardamone, et al., 2015), 

 

Tabla 1 Patógenos aislados de vegetales frescos en investigaciones en algunos 
países. 

Autores País Patógenos 

Cardamone et al., 

2015 

Italia E. coli O157:H7, Salmonella sp., L. 

monocytogenes, Campylobacter sp. y Shigella 

sp. 

Vital et al., 2014 Filipinas E. coli y Salmonella sp. 

Corbo et al., 2015 Italia E. coli O157:H7 y Salmonella sp. 

Jeddi et al., 2014 Irán Salmonella sp. 

Falomir et al., 2010 España Serratia marcescens, Klebsiella pneumoniae, 

Enterobacter cloacae y Enterobacter sakazakii 

 

Una investigación en Irán determinó que el 87% de las muestras de vegetales 

mínimamente procesados contenían coliformes totales. Además, E. coli se detectó en 

el 9.4% de las muestras de vegetales frescos cortados y en el 30% de las muestras 

de ensaladas listas para comer. Salmonella spp. fue detectada en el 5% de las 

muestras de ensaladas listas para comer (Jeddi, et al., 2014). E. coli fue aislada de 
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lechuga (24%), zanahoria (22%) y tomate (16%) mientras que Salmonella spp fue 

aislada de zanahoria (30%), lechuga (24%) y col (22%) en una evaluación realizada 

en Las Filipinas (Vital, et al., 2014). La presencia de bacterias coliformes en vegetales 

frescos (tomate, lechuga, zanahoria y espinaca) fue evaluada en España, en donde 

lograron aislar coliformes del 50% de las muestras. Aunque no identificaron E. coli 

O157:H7, Salmonella o Shigella, la presencia de algunos patógenos oportunistas 

como Serratia marcescens, Klebsiella pneumoniae, Enterobacter cloacae y 

Enterobacter sakazakii indican que los vegetales frescos pueden representar un factor 

de riesgo de infección (Falomir, et al., 2010). 

Según Jeddi et al. (2014), entre los factores que influyen en las altas cargas de 

coliformes en vegetales de hoja se incluyen las grandes superficies expuestas a la 

contaminación y el uso intenso de estiércol sin tratamiento durante la pre cosecha. 

Por otra parte, Falomir et al. (2010), indican que la adhesión a la superficie del vegetal 

y la internalización de las bacterias pueden limitar la utilidad del procesamiento 

convencional y los métodos de desinfección para tratar los productos frescos, por lo 

tanto, el efecto del lavado de productos contaminados parece ser débil. Por ejemplo, 

se determinó que las zanahorias tenían las más altas cargas microbianas en muestras 

de vegetales debido a la exposición extensiva de este producto durante su cultivo 

(Vital, et al., 2014). Esto indica que la prevención de la contaminación pre y post 

cosecha es primordial para controlar los brotes asociados a los productos frescos 

(Vital, et al., 2014; Falomir, et al., 2010). 

 

 

Métodos de descontaminación de frutas y hortalizas frescas. 

Inmediatamente después de la cosecha, la calidad sensorial y nutricional de los 

productos frescos empieza a declinar como resultado de la alteración del metabolismo 

y el crecimiento microbiano (Shafiur-Rahman, 2007). Las frutas y hortalizas tienen una 

vida de anaquel muy corta debido a su alto contenido de humedad, por lo cual, están 

propensos al deterioro. Además, son organismos vivos que llevan a cabo 

transpiración, respiración e incluso algunos continúan la maduración aun después de 
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cosechados, por lo tanto, su metabolismo continúa aumentando la tasa de deterioro 

debido a la senescencia, a los factores ambientales desfavorables y a la misma 

maduración. Por estas razones, a los vegetales se les conoce como alimentos 

perecederos y necesitan atención inmediata post cosecha para reducir la carga 

microbiana y aumentar su tiempo de vida útil (Lal Basediya, et al., 2013).  

Entre 25 y 40% de las frutas cosechadas se pierden antes de consumirse debido a un 

deficiente manejo post cosecha y al ataque microbiano. Después de que la fruta ha 

sido cosechada a un nivel óptimo de madurez, la característica más importante es la 

retención de calidad por un mayor período de tiempo, lo que le permite mantenerse 

en anaquel por un período de tiempo extenso. Las pérdidas post cosecha pueden ser 

reducidas extendiendo la vida de anaquel, controlando la velocidad de transpiración y 

respiración y la contaminación microbiana (Bisen, et al., 2010).  

Es probable que la desinfección no elimine todos los patógenos en el producto, por lo 

tanto, es importante emplear protocolos eficientes. La eficacia de los desinfectantes 

empleados para reducir las cargas microbianas generalmente dependiente del tipo de 

tratamiento, tipo y fisiología de los microorganismos contaminantes, características de 

las superficies de los productos (rajas, hendiduras, textura, tendencia hidrofóbica), 

tiempo de exposición y concentración del desinfectante, pH y temperatura (Shafiur-

Rahman, 2007). Una consideración importante para escoger el método de 

preservación apropiado es el tiempo de vida útil previsto para el producto (Barrett y 

Lloyd, 2012). 

 

Métodos de preservación tradicionales. 

Tratamientos físicos 

La tabla 2 muestra algunos métodos tradicionales de desinfección. El procesamiento 

térmico es una de las formas más comunes de preservación de alimentos debido a su 

eficiente reducción de la población bacteriana. Muchas frutas y vegetales enlatados y 

embotellados se producen bajo condiciones de esterilización comercial y tienen un 

tiempo de vida útil de 2 años o más. El procesamiento térmico involucra el 
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calentamiento del producto final dentro de su contenedor final o el calentamiento del 

alimento antes del empacado y luego se empaca bajo condiciones de esterilidad 

(Barrett y Lloyd, 2012). Para asegurar la destrucción de esporas se requieren 

temperaturas de 121ºC de calor húmedo por 15 minutos. Los alimentos con pH ácido 

(Ó4.6) requieren temperaturas de 93ÁC durante 15 minutos para asegurar la esterilidad 

comercial. Una actividad de agua de 0.85 o menor, no requiere un proceso térmico 

independientemente del pH (Barrett y Lloyd, 2012). 

También se ha sugerido como tratamiento de descontaminación, el uso del 

blanqueado en la industria de alimentos mínimamente, que consiste en calentar a alta 

temperatura, generalmente en agua de 85 a 100°C o con vapor, menos frecuente con 

microondas, radiofrecuencia o radiación infrarroja. Este tratamiento es capaz de 

reducir los recuentos bacterianos iniciales, pero desafortunadamente produce 

cambios perjudiciales en el producto por pérdida de nutrientes por degradación 

térmica, difusión y lixiviación, así como alteración del color y textura. El método de 

choque térmico comúnmente implica una etapa de lavado a una temperatura que varía 

de 45 a 70°C por pocos minutos, generalmente menos de 5 (Corbo, et al., 2010). 

La congelación sirve como método de preservación debido a que la actividad de agua 

puede ser reducida a un nivel que puede prevenir la actividad microbiana y reduce la 

velocidad de las reacciones químicas. Existen tres métodos básicos de congelación 

utilizados comercialmente: congelación por aire, congelación por contacto indirecto 

con el refrigerante y congelación por inmersión en un medio refrigerante. Antes de la 

congelación, la mayoría de los vegetales se exponen a un tratamiento de blanqueo 

corto con vapor o agua caliente para inactivar enzimas (Barrett y Lloyd, 2012). 

Los procesos de congelación y descongelación resultan en un daño significativo de 

los tejidos dependiendo de la velocidad y la temperatura aplicada. Esta degradación 

del tejido puede permitir la pérdida de la integridad celular y la interacción de enzimas 

y nutrientes (Barrett y Lloyd, 2012). 
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Tabla 2. Métodos tradicionales de desinfección. 

Método Principio Ventajas Desventajas Referencia 

Esterilización 
comercial 

Calentamiento 
(121°C-15 min) 

Esterilidad del 
producto 

Pérdida de 
nutrientes, 
Cambio de color 
y textura 

Barret y Lloyd, 
2012 

Blanqueado Calentamiento 
(70°C-95°C por 
1,5-15 min) 

Reducción 
carga 
microbiana 
Inactivación 
enzimas 

Pérdida de 
nutrientes, 
Cambio de color 
y textura 

Kim, et al., 
2014; 
Behsnilian y 
Mayer- 
Miebach, 2017 

Cloro Agente oxidante Económico 
Bajas 
concentraciones 

Formación de 
productos 
carcinogénicos. 
Gran cantidad 
de efluentes, 
alto DBO.  
Desarrollo 
patógenos 
resistentes. 
Pérdida de 
color. Corrosión. 
Incapacidad 
para eliminar por 
completo 
microorganismo
s en alimentos 
frescos 

Jung et al., 
2014; 
Boyacioglu et 
al., 2013; 
Corbo et al., 
2010; Siroli et 
al.,  2015 

Ácidos 
orgánicos 

Disminución pH 
del medio. 
Disrupción de 
permeabilidad 
de membrana. 
Reducción pH 
de célula. 
Atacan enzimas 
metabólicas, 
síntesis de 
proteínas, 
material 
genético 

Activos contra 
amplia gama de 
microorganismo
s 

Olores 
indeseables. 
Sabor amargo 

Corbo et al., 
2010; Shafiur 
Rahman, 2007 

 

Productos químicos.  

Para reducir las cargas bacterianas en frutas, se han empleado varios compuestos 

químicos, ya sea antes del procesamiento o durante las operaciones de pre y post 

cortado.  Por su potencial como preservativo se han evaluado etanol, aceites 
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minerales, agua caliente o clorinada, quitosano y ozono. No obstante, sus olores 

indeseables o sabor amargo que pueden conferir al producto durante el 

almacenamiento han sido limitantes significativas en sus aplicaciones prácticas (Sabēr, 

et al., 2010). 

 

Cloro 

El método de descontaminación más utilizado para reducir la carga microbiana es la 

aplicación de cloro en sus diferentes presentaciones, tales como hipoclorito de sodio 

líquido o de calcio granulado, dióxido de cloro, y cloro gaseoso. Los productos 

mínimamente procesados generalmente se enjuagan en soluciones de 50 a 200 ppm 

de cloro o 5 ppm de dióxido de cloro y tiempos de contacto de menos de cinco minutos. 

El cloro libre es un buen desinfectante, 1 ppm de cloro libre residual puede desinfectar 

agua a pH entre 6.5 y 7 (Jung, et al., 2014; Corbo, et al., 2010; Shafiur-Rahman, 2007). 

El hipoclorito de sodio líquido concentrado es el más empleado, aunque también se 

usa el hipoclorito de calcio granulado y el cloro gaseoso, sin embargo, los gránulos de 

hipoclorito de calcio deben ser disueltos lo que requiere una labor adicional y el cloro 

gaseoso es difícil de manejar. Adicionalmente, altos niveles de cloro pueden causar 

irritación en los pulmones y piel de los trabajadores, decoloración de los productos, 

aumento de la corrosión de los equipos y pueden formar clorofenoles y cloraminas 

volátiles que pueden causar daños a la salud (Shafiur-Rahman, 2007). 

Aunque los tratamientos con cloro son empleados comúnmente para descontaminar 

productos frescos, en algunos países europeos su uso está prohibido en alimentos 

listos para el consumo debido a su potencial toxicidad por la formación de productos 

halogenados carcinogénicos al reaccionar con materia orgánica natural. Además, el 

uso de cloro se asocia con una gran cantidad de efluentes con alta demanda biológica 

de oxígeno. Estudios recientes han demostrado la incapacidad de estos productos 

para eliminar o inactivar completamente a los microorganismos en los alimentos 

frescos (Jung, et al., 2014; Corbo, et al., 2010) debido a que las concentraciones 

utilizadas no son suficientes para eliminar el 100% de las bacterias patógenas, 

(Boyacioglu, et al., 2013), permitiendo reducciones de 1-2 logaritmos en la población 
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bacteriana (Siroli, et al., 2015). El efecto oxidativo del cloro libre es inactivado por 

factores como la formación de biopelículas, internalización de bacterias patógenas, 

las cuales pueden estar adheridas a los vegetales de hoja y otras superficies 

vegetales, las sustancias orgánicas liberadas por las superficies dañadas o cortadas 

de los vegetales y la condición hidrofóbica de las superficies de las plantas. Además, 

existe una creciente preocupación por la producción de sustancias potencialmente 

tóxicas para el humano y por el desarrollo de patógenos más resistentes (Li, et al., 

2015; Siroli, et al., 2015; Jeddi, et al., 2014; Boyacioglu, et al., 2013).   

Otros desinfectantes tales como peróxido de hidrógeno, ácidos orgánicos y ozono 

también han demostrado su incapacidad de erradicar completamente o matar a los 

microorganismos en productos frescos, así como su potencial toxicidad (Siroli, et al., 

2015). 

 

Ozono. 

El ozono ha sido empleado como método de desinfección debido a su fuerte poder 

oxidante que es capaz de inactivar microorganismos efectivamente. Hasta ahora no 

hay indicaciones de efectos adversos a la salud, sin embargo, es un método costoso 

(Shafiur-Rahman, 2007). 

 

Ácidos orgánicos. 

El uso de tratamientos por inmersión es sugerido para reducir las poblaciones 

microbianas y extender el tiempo de vida útil de las frutas. Se han empleado 

soluciones de lactato y propionato de calcio, las cuales han sido empleadas con éxito 

en melón y manzana en trozos. También se han empleado soluciones de peróxido de 

hidrógeno en melón (Corbo, et al., 2010). Los ácidos orgánicos como el succínico, 

málico, tartárico, ascórbico y cítrico son comúnmente encontrado en frutas y vegetales 

y son utilizados como preservativos en alimentos. Estos reducen las cargas 

microbianas debido a la disminución del pH del ambiente, disrupción de la 

permeabilidad de la membrana y reducción del pH interno de la célula por la 

asociación de iones hidrógeno del ácido. También atacan enzimas metabólicas, 
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sistemas de síntesis de proteínas y material genético, y, por lo tanto, son activos contra 

una amplia gama de microorganismos. Son efectivos en la reducción del pH superficial 

de frutas cortadas como naranja, manzana, pera, kiwi, aguacate, plátano y albaricoque 

(Corbo, et al., 2010; Shafiur-Rahman, 2007). 

 

Nuevas tecnologías de preservación. 

Tratamientos físicos 

Dentro de las nuevas tecnologías de preservación se incluyen las tecnologías 

avanzadas, las cuales pueden o no estar en uso comercial (tabla 3). Incluyen el 

procesado con alta presión y el uso de varios métodos eléctricos como las microondas, 

campos eléctricos pulsados y procesamiento óhmico, las cuales producen cambios en 

el alimento mientras son absorbidas (Barrett y Lloyd, 2012). 

 

Preservación óhmica, con Microondas y campos eléctricos pulsados.  

Una gran ventaja de estos métodos es la aplicación uniforme de presión o campos 

eléctricos al producto entero a diferencia de la aplicación del calentamiento o 

congelamiento en donde el aumento o disminución de la temperatura del exterior al 

interior del producto no es uniforme. El calor es generado de forma rápida y uniforme 

a través de la masa, el vapor generado calienta las áreas adyacentes por conducción, 

lo que produce un calentamiento localizado que causa la ruptura de las células 

microbianas (Barrett y Lloyd, 2012). 
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Tabla 3. Nuevas tecnologías de preservación. 

Método Principio Ventajas Desventajas Referencias 

Preservación 
óhmica  

Corriente 
alterna 50-60 
Hz 

Calentamiento 
uniforme a alta 
velocidad 

 Lu, et al., 
2015; Barret 
y Lloyd, 2012 

Microondas  915 MHz-2.45 
GHz 

Destrucción de 
toxinas, 
patógenos. 
Menor pérdida de 
nutrientes 

Dificultad para 
calentamiento 
uniforme. 
Influencia del pH 

Renna, et al., 
2017; 
Reverte-Ors, 

et al., 2017 

 

Campos 
eléctricos 
pulsados 

Pulsos cortos 
de campos 
eléctricos 
intensos 

Elimina 
microorganismos 

Daño depende de 
estructura de 
tejido, forma de 
células, 
propiedades 
electrofísicas 

Xiang, et al., 
2011; Ben 
Ammar, 2011 

     
Radiación 
ultravioleta 

200-280 nm No deja residuos, 
elimina amplia 
gama de 
microorganismos 

Patrón de flujo, 
propiedades 
ópticas de los 
alimentos, la 
turbidez de los 
líquidos afectan la 
calidad 

Gayán, et al., 
2014; Corbo 

et al., 2010; 

Jones, et al., 
2014; Barba, 

et al., 2010 

Alta presión 3000-8000 
bars 

Elimina 
microorganismos 

Afecta productos 
porosos 

Corbo et al.,  
2010 

Aceites 
esenciales 

Degradación 
de la pared 
celular,  daño 
en la 
membrana 
citoplasmática, 
daño en las 
proteínas de la 
membrana, 
coagulación 
del citoplasma 
y agotamiento 
de la fuerza 
protonmotriz 

Controlar el 
deterioro de 
alimentos, la 
oxidación lipídica 
y eliminar 
bacterias 
patógenas 

Aroma intenso 
cambia 
propiedades 
organolépticas 
del alimento. 
Toxicidad  

Cardoso y 
Sosa, 2012; 

Heydari et 
al.,  2015; 

EÇA et al., 
2014  

Recubrimient
os y películas 
comestibles 

Disminuye 
respiración y 
senescencia. 

Económico, no 
tóxico, alarga y 
mantiene calidad 
en condiciones 
ordinarias de 
almacenamiento 

Polisacáridos, no 
son barreras 
efectivas contra 
humedad. 
Proteínas tienen 
pobre resistencia 
al vapor de agua 
son susceptibles 
a Proteasas.  

Corbo et al.,  
2015; Raeisi 

et al., 2014; 

Bisen et al., 
2010; 
Sánchez-

Ortega, et 
al.,  2014  
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CONTINUACIÓN Tabla 3 
Empacado en 
atmósferas 
modificadas 

Reducción de 
respiración y 
actividad del 
producto  

Inhibe 
crecimiento de 
microorganismos, 
aumenta tiempo 
de vida útil 

Sistema no 
estéril. 
Respiración del 
producto modifica 
atmósfera del 
empaque, 
imposible definir 
mezcla única de 
gases. Perjudica 
balance de 
microambiente. 

Chaudhary, 
2015; 

Boyacioglu et 
al., 2013; 

Shafiur 
Rahman, 
2007 

Empacado 
activo 

Liberación de 
antimicrobiano
s dentro del 
empaque 

Mantiene la 
calidad y 
aumentar el 
tiempo de vida útil 
del producto 

Necesita contacto 
directo entre 
alimento. Control 
del O2 no es 
posible  

Lu et al., 
2015; Otero-

Pazos, et al., 
2014; Corbo 

et al., 2010 

Bioprotección Aplicación de 
microorganism
os/metabolitos. 
Disminución 
de pH, 
dinámica de 
humedad, 
salinidad o 
introducción 
antimicrobiano 

Eliminar 
patógenos 
introduciendo 
alteraciones 
menores en el 
nicho. 
 

Falta de 
investigación en 
vegetales frescos 

Adam et al., 
2016; 

Cizeikiene et 
al., 2013; 

Settanni y 
Corsetti, 
2007 

     

 

El procesamiento Óhmico es un proceso continuo aplicado a partículas en una 

solución conductora pasándolas por una serie de corrientes alternas de baja 

frecuencia entre 50 y 60 Hz. Las partículas y el líquido se calientan rápidamente, luego 

son enfriadas por una tecnología similar y por último son empacadas asépticamente 

(Barrett y Lloyd, 2012). 

El procesamiento con campos eléctricos pulsados, es aplicado comúnmente a jugos. 

Esta tecnología involucra la aplicación de pulsos cortos de campos eléctricos intensos 

en un líquido fluyendo para eliminar las células vegetativas de los microorganismos 

(Barrett y Lloyd, 2012). 
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Radiación ultravioleta. 

La radiación ultravioleta artificial no ionizante, es aplicada extensivamente en un 

amplio rango de aplicaciones antimicrobianas incluyendo desinfección de agua, aire, 

alimentos, preparación de superficies, contenedores de alimentos y desinfección de 

superficies de productos vegetales. El tratamiento con energía ultravioleta puede 

ofrecer varias ventajas a los procesadores de frutas frescas cortadas ya que no deja 

residuos y no tiene restricciones legales. Es fácil de usar y es letal para una amplia 

gama de microorganismos, no requiere de una alta inversión en equipos de seguridad 

para implementarse.  

La luz UV, es una radiación no ionizante con longitudes de onda de 100 a 400 nm, 

que se clasifica en tres tipos: UV-A (315-400 nm), UV-B (280-315 nm) y UV-C (100- 

280 nm). La radiación UV-C tiene el más alto poder germicida y es la más usada para 

la descontaminación de superficies y para control de crecimiento de microorganismos 

en productos frescos cortados. La radiación UV actúa como un agente antimicrobiano 

directamente debido al daño en el ADN e indirectamente debido a la inducción de los 

mecanismos de resistencia contra patógenos (Corbo, et al., 2010). La irradiación fue 

aprobada por la FDA para el uso en frutas y vegetales. Algunas veces la calidad del 

producto es extendida mientras que en otras resulta en una pérdida de los atributos 

de calidad (Corbo, et al., 2010). 

 

Preservación con alta presión. 

Este método es efectivo contra microorganismos debido a que causa la ruptura de las 

membranas microbianas (Barrett y Lloyd, 2012). El uso de altas presiones en un rango 

de 3000 a 8000 bars fue recientemente sugerido para su aplicación en algunos 

alimentos con el fin de inactivar microorganismos y enzimas. Este método no causa 

la degradación de sabor y nutrientes asociados al procesamiento térmico tradicional. 

Desafortunadamente, afecta la integridad de los productos frescos porosos como 

consecuencia de la compresión y expansión del aire confinado en la matriz del 

alimento (Corbo, et al., 2010). 
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Aceites esenciales. 

Los preservativos químicos han ocasionado reacciones alérgicas en personas 

sensibles, de ahí el interés de los consumidores por los compuestos antimicrobianos 

naturales (Corbo, et al., 2010). Las plantas han sido apreciadas por siglos debido a su 

actividad antimicrobiana, las hierbas y especias han sido empleados como 

preservativos. Los aceites obtenidos de partes de especias, incluyendo flores, 

capullos, semillas, hojas, ramas, corteza, madera, frutas y raíces. Estos aceites 

esenciales son productos volátiles olorosos, derivados del metabolismo secundario de 

las plantas, ricos en una mezcla compleja de compuestos bioactivos como ésteres, 

aldehídos, cetonas, terpenos y ácidos fenólicos (Heydari, et al., 2015; Shafiur-

Rahman, 2007) y otros compuestos aromáticos y alifáticos; pero su composición 

puede variar dependiendo de su origen (EÇA, et al., 2014). Estos pueden ser utilizados 

para controlar el deterioro de alimentos, la oxidación lipídica y eliminar bacterias 

patógenas (Heydari, et al., 2015).  

Aunque, se han utilizado muchos métodos para extraer los aceites esenciales el más 

comúnmente utilizado es el método de arrastre por vapor (Rattanachaikunsopon y 

Phumkhachorn, 2010; Shafiur-Rahman, 2007). Los componentes bioactivos de los 

aceites esenciales con un amplio espectro de efectos antimicrobianos incluyen al timol 

de tomillo y orégano, cinamaldehido de la canela y eugenol del clavo (Shafiur-

Rahman, 2007), el metíl jasmonato presente en el aceite esencial de jazmín, carvacol 

y el ácido cinámico presente en la canela (Corbo, et al., 2010). A los aceites esenciales 

en plantas se les atribuye la función de mecanismo de defensa contra 

microorganismos y pestes, de ahí su capacidad antimicrobiana y antifúngica (Cardoso 

Ugarte y Sosa Morales, 2012; Shafiur-Rahman, 2007). 

La actividad antimicrobiana de los aceites esenciales no está dada por un solo 

mecanismo debido a que contienen gran número de compuestos químicos, de los 

cuales unos tienen propiedades antimicrobianas y otros solo sirven como soporte o 

aumentan la capacidad antimicrobiana de los demás. Por lo tanto, se han propuesto 

diferentes mecanismos como la degradación de la pared celular, el daño a la 

membrana citoplasmática, el daño a las proteínas de la membrana, coagulación del 

citoplasma y agotamiento de la fuerza motriz de los protones (Cardoso Ugarte y Sosa 
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Morales, 2012). Por ejemplo, la actividad antibacteriana del timol y otros 

monoterpenos está relacionada a daños estructurales y funcionales producidos en la 

fracción lipídica de la membrana plasmática, ya que interactúan con proteínas de 

membrana y dianas intracelulares, provocando alteraciones en la permeabilidad de la 

membrana, despolarización y liberación de material intracelular de las bacterias 

(Rojas, et al., 2014). 

El aceite esencial de albahaca ha sido efectivo inhibiendo tanto bacterias Gram 

positivas (Micrococcus flavus, Sarcina lutea, Staphylococcus aureus, S. epidermis y 

Bacillus subtilis) como en bacterias Gram negativas (Escherichia coli, Pseudomonas 

aeruginosa, Salmonella typhi, S. enteritidis y Shigella sonei) aunque las Gram 

positivas han sido más susceptibles (Cardoso Ugarte y Sosa Morales, 2012). Rojas et 

al. (2014), extrajeron los aceites esenciales de Thymus vulgaris L. (tomillo), Pimpinella 

anisum L. (anís), Citrus sinensis (L.) Osbeck. (naranjo dulce), Ocimum basilicum L. 

(albahaca blanca), Curcuma longa L. (cúrcuma), Ruta chalepensis L. (ruda) y 

Melaleuca quinquenervia (Cav) S.T. Blake (melaleuca) y evaluaron su capacidad 

antimicrobiana contra Pectobacterium carotovorum, subsp. carotovorum empleando 

el método de difusión en agar. El aceite de tomillo tuvo la mayor actividad 

antimicrobiana al inhibir totalmente el crecimiento del patógeno, los aceites de anís y 

albahaca tuvieron actividad ligera mientras que los aceites de naranjo dulce, cúrcuma, 

ruda y melaleuca no inhibieron el crecimiento del patógeno. Colivet et al. (2012), 

evaluaron la capacidad antimicrobiana de extractos etanólicos de albahaca, Ocimum 

basilicum. Los extractos de albahaca tanto fresca como seca, en concentraciones de 

5 y 10% fueron capaces de inhibir el crecimiento de S. aureus. Sienkiewicz et al. 

(2013), evaluaron la actividad antimicrobiana de los aceites esenciales de albahaca 

(Ocimum basilicum L.) y romero (Rosmarinus officinalis L.) contra cepas clínicas de 

Escherichia coli multiresistentes empleando el método de dilución en agar. 

Determinaron que ambos aceites fueron efectivos contra todas las cepas. El aceite de 

albahaca fue el más efectivo. Rattanachaikunsopon y Phumkhachorn (2010), 

extrajeron los aceites esenciales de Albahaca (Ocimum basilicum), Canela 

(Cinnamomum verum), Clavo (Eugenia caryophyllus), Raiz de dedo (Boesenbergia 

pandurata), Ajo (Allium sativum), limoncillo (Cymbopogon citrates), Orégano (Salvia 
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officinalis), Tomillo (Thymus vulgaris) y Cúrcuma (Curcuma longa) y evaluaron su 

actividad antimicrobiana contra Salmonella enteritidis in vitro y en una salchicha de 

puerco fermentada llamada Nham. Todos los aceites inhibieron el crecimiento de S. 

enteritidis in vitro en diferentes grados, siendo el aceite de albahaca el de mayor 

actividad antimicrobiana a una concentración mínima de 20 µg/mL, mientras que en 

Nham, una concentración de 100 ppm fue suficiente para inhibir el crecimiento del 

patógeno luego de 3 a 4ºC (Rattanachaikunsopon y Phumkhachorn, 2010).  

Estos compuestos antimicrobianos tienen el inconveniente de que algunas de sus 

características como aroma intenso y toxicidad pueden causar cambios en las 

propiedades sensoriales del alimento lo que ha limitado su uso en la preservación de 

alimentos (EÇA, et al., 2014; Shafiur-Rahman, 2007). Una estrategia para resolver 

este problema ha sido el incorporar aceites esenciales a los recubrimientos y películas 

comestibles. También es posible minimizar las dosis requeridas encapsulándolos en 

matrices poliméricas las cuales limitan la volatilización, controla su liberación y 

preserva la calidad y atributos de inocuidad de frutas y hortalizas frescas (EÇA, et al., 

2014). Las evaluaciones de la capacidad antimicrobiana de los aceites esenciales se 

han llevado a cabo por medio de experimentaciones in vitro, no obstante, la aplicación 

directa es muy poca (Cardoso Ugarte y Sosa Morales, 2012).  

 

Recubrimientos y películas comestibles.  

Las cubiertas en frutas y vegetales se conocen desde hace muchos años, sin 

embargo, recientemente, el uso de películas comestibles y recubrimientos para la 

protección y extensión de la vida útil de frutas y hortalizas ha aumentado en todo el 

mundo. Esto debido a ventajas como biocompatibilidad, no tóxico, no contamina al 

ambiente y de bajo costo, manteniendo la calidad aun en condiciones ordinarias de 

almacenamiento (Corbo, et al., 2015; Raeisi, et al., 2014; Bisen, et al., 2010; Shafiur-

Rahman, 2007). 

Un recubrimiento comestible es una capa delgada de material adecuado para el 

consumo, formado por suspensiones de hidrocoloides o lípidos grado alimenticio que 

pueden ser aplicadas por aspersión, untado o inmersión sobre la superficie de un 
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alimento. Al secarse, forman una fina capa en adición o sustitución de los 

recubrimientos protectores naturales con el propósito de generar una barrera 

semipermeable a los gases, vapor de agua, humedad y compuestos volátiles. 

Además, son considerados parte del producto final. Las películas comestibles son 

definidas como una capa delgada de material comestible obtenida de suspensiones 

filmogénicas grado alimenticio, formada en la superficie del producto como un 

recubrimiento o colocada ya preformada sobre superficies inertes. Estos 

recubrimientos pueden alargar la vida de anaquel de los productos frescos cortados 

por la disminución de la respiración y la senescencia, retardan la pérdida de humedad 

proveyendo una barrera al vapor de agua, oxígeno y dióxido de carbono, dando como 

resultado un ambiente de alta humedad. De este modo, hacen más lentas las 

reacciones de oxidación protegiendo el aroma, textura y color al tiempo que reduce la 

contaminación microbiana. También sirven como acarreadores de sustancias 

antimicrobianas (Corbo, et al., 2015; Heydari, et al., 2015; EÇA, et al., 2014; Sánchez-

Ortega, et al., 2014). La principal diferencia entre películas comestibles y 

recubrimientos es el grosor (Sánchez-Ortega, et al., 2014). 

Es necesario que los materiales empleados posean varias características como 

solubilidad en agua, naturaleza hidrofóbica o hidrofílica, fácil formación de cubiertas, 

buenas características sensoriales, además, es esencial la capacidad de plastificación 

para una buena flexibilidad (Corbo, et al., 2015).  

Las cubiertas comestibles son hechas generalmente de cuatro tipos de materiales: 

lípidos, resinas, polisacáridos y proteínas. Entre los lípidos más comunes utilizados 

como cubiertas comestibles se incluyen aceites y grasas vegetales y animales, entre 

ellos, aceites de castor, mineral, cacahuate, soya, palma, coco, cacao, manteca de 

cerdo y mantequilla. Entre los aceites esenciales y extractos empleados se encuentran 

alcanfor, menta, y aceites esenciales de cítricos. También se incluyen emulsificantes 

y agentes tensioactivos como lecitina, alcoholes ácidos y ácidos grasos como cáprico, 

láurico, mirístico, oleico, palmítico y esteárico y mono, di y triglicéridos. Entre las ceras 

se encuentran cera de abeja, carnauba, parafina, candelilla y jojoba. Entre las 

proteínas vegetales se emplean el gluten de trigo, proteína de soya, de cacahuate, 
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maíz y de semilla de algodón. Entre las proteínas animales se utiliza la queratina, 

colágeno, gelatina, caseína, proteínas de suero de leche, de soya, gelatina y albúmina 

de huevo. Entre los polisacáridos se emplea agar, alginato, carragenato, quitosano, 

dextrina, etíl celulosa, carboximetil celulosa, hidroxipropilmetíl celulosa, goma arábiga, 

goma guar, almidón modificado, pectinas, extractos de algas (alginatos, carragenato 

y agar), gomas (acacia, tragacanto, guar, goma gellan y goma xantán), pululano y 

quitosano. Entre las resinas naturales se han utilizado chicle, guaraná y olíbano 

(Corbo, et al., 2015; EÇA, et al., 2014; Sánchez-Ortega, et al., 2014; Shafiur-Rahman, 

2007). 

Los polisacáridos producen películas comestibles transparentes y homogéneas, 

tienen permeabilidad selectiva contra O2 y CO2 y resistencia a grasas y aceites debido 

a su red estructural ordenada de puentes de hidrógeno estrechamente empacada, 

además, son inodoros e insípidos. Por otra parte, no son barreras efectivas contra la 

humedad debido a su naturaleza hidrofílica. Estos compuestos imparten dureza, 

frescura, compacidad, viscosidad, adhesividad y habilidad para formar gel. La 

carboxymetil celulosa es un polisacárido soluble en agua, con propiedades adecuadas 

de biodegradabilidad y formación de películas y que puede ser producido a bajo costo 

y gran escala a partir de diferentes fuentes; es inodoro, insípido, y no tóxico (Sánchez-

Ortega, et al., 2014; Raeisi, et al., 2014).  

Las películas a base de proteínas son buenas barreras contra el oxígeno, dióxido de 

carbono y tienen buenas propiedades de barrera lipídicas y mecánicas, se adhieren 

bien a las superficies hidrofílicas. Sin embargo, su aplicación se ve limitada por una 

pobre resistencia al vapor de agua debido a la hidrofilicidad de algunas proteínas. Para 

mejorar la flexibilidad se le agregan plastificantes como polietilenglicol o glicerol 

mientras que la permeabilidad al agua se puede superar añadiendo materiales 

hidrofóbicos tales como cera de abeja o aceites oleicos. A pesar de sus ventajas, las 

películas proteicas son susceptibles a las enzimas proteolíticas (Corbo, et al., 2015; 

Sánchez-Ortega, et al., 2014). Los recubrimientos lipídicos son eficientes barreras 

contra la humedad y mejoran la apariencia de las superficies. Los triglicéridos y los 
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lípidos neutros forman una capa continua estable sobre la superficie del alimento 

gracias a su alta polaridad (Corbo, et al., 2015). 

La lima Kagzi fue tratada con recubrimientos comestibles (aceite de coco, de mostaza, 

de sésamo, castor y parafina líquida). Los recubrimientos lograron un efecto 

significativo en la reducción de los daños fisiológicos además de no tener incidencia 

de mohos, en particular, el aceite de coco mostró mejores resultados (Bisen, et al., 

2010). El efecto del aceite de carnauba y mineral en la calidad post cosecha fue 

evaluado en tomate (Lycopersicun esculentum Mill.). Ambos recubrimientos 

retardaron los cambios de color, la actividad enzimática y las pérdidas de peso, sin 

embargo, el recubrimiento de aceite mineral fue más efectivo por lo que es una buena 

alternativa para preservar la calidad y extender el tiempo de vida útil del tomate 

(Dávila, et al., 2010).  

La funcionalidad de los recubrimientos comestibles puede ser aumentada agregando 

algunos aditivos para ayudar a la preservación y la calidad del alimento, entre los 

cuales se encuentran compuestos antimicrobianos, antioxidantes, ácidos orgánicos, y 

aceites esenciales entre otros (Alikhani, 2014; EÇA, et al., 2014; Sánchez-Ortega, et 

al., 2014; Corbo, et al., 2010). Sin embargo, antes de añadir antioxidantes a las 

películas o recubrimientos, es necesario evaluar no solo su capacidad antioxidante 

sino también como influencian las propiedades de los materiales en los cuales serán 

incorporados (poder de retención) y las características del alimento tales como sabor, 

olor y modificaciones químicas (EÇA, et al., 2014). Por ejemplo, las cubiertas han 

mostrado un aumento en la eficiencia de los preservativos, pero los fungicidas han 

reducido su actividad (Shafiur-Rahman, 2007).  

Por ejemplo, se recubrieron filetes de Carpa (Aristichthys nobilis) con alginato de sodio 

y alginato suplementado con aceite esencial de menta. Los filetes recubiertos con 

alginato y aceite mostraron significativamente menos nitrógeno básico volátil y 

oxidación lipídica en comparación con los filetes cubiertos solo con alginato. Además, 

redujeron el grado de deterioro microbiano en 1.5 log10 CFU/g, más eficientemente 

que el alginato puro (Heydari, et al., 2015). De igual forma, se trató mango cortado 

con un recubrimiento de mucílago de opuntia y aceite de romero (Mu + RO), con aceite 



                
                   FACULTAD DE CIENCIAS QUÍMICAS 

23 
 

de romero microencapsulado (ROM) y con una combinación de ROM más (Mu + RO). 

Los tratamientos retardaron la pérdida de ácido ascórbico y la caída de la 

aceptabilidad sensorial, menor cambio de color y disminución de la actividad 

enzimática. También inhibieron la incidencia de la descomposición e hicieron más 

lento el crecimiento microbiano. El tratamiento (Mu + RO) fue más efectivo en el control 

de la calidad postcosecha en comparación con el tratamiento ROM. El tratamiento (Mu 

+ RO & ROM) mostró la inhibición máxima en el crecimiento de microorganismos. 

Después del almacenamiento a 6°C por 9 días, muestras tratadas con (Mu + RO & 

ROM) mostraron el más bajo porcentaje de mangos infectados, la más baja actividad 

POD y buena aceptabilidad sensorial (Alikhani, 2014). El efecto antioxidante de varias 

formulaciones de un recubrimiento de carboximetil celulosa con aceite esencial de 

Zataria multiflora (1% y 2%) y dos concentraciones de extracto de semilla de uva (0.5% 

y 1%) se evaluaron en su aplicación en carne de trucha arcoíris durante 20 días. Los 

resultados indicaron que ambos aceites fueron efectivos reduciendo las reacciones 

químicas indeseables durante el almacenamiento de la carne de pescado (Raeisi, et 

al., 2014).   

 

Empacado en atmosfera modificada. 

Bajo los canales de distribución actuales, los productos frescos y los productos frescos 

cortados pueden viajar grandes distancias hasta su eventual destino. Para preservar 

los atributos de calidad de los productos frescos, cortados o no, el empacado en 

atmósferas modificadas ofrece una ventaja indispensable (Boyacioglu, et al., 2013).  

El empacado en atmósferas modificadas (EAM) es una técnica de preservación que 

puede minimizar el deterioro microbiano de productos perecederos, manteniéndolos 

en una atmósfera diferente a la composición normal del aire (Corbo, et al., 2015; 

Shafiur-Rahman, 2007). Durante el transporte de los productos, la temperatura de 

almacenamiento y la concentración de los gases son controladas para reducir el 

deterioro y aumentar el tiempo de vida útil (Boyacioglu, et al., 2013). Un adecuado 

sistema de EAM permite un nivel básico de metabolismo, lo que quiere decir, que 

cierta cantidad de O2 debe estar disponible alcanzando la inocuidad y/o alargando el 
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tiempo de vida útil (Corbo, et al., 2010; Shafiur-Rahman, 2007). El nivel básico 

requerido de metabolismo es muy variable con los diferentes productos, tipo y 

madurez, composición, constituyentes, microbiota natural y pH. También depende 

fuertemente de la temperatura de almacenamiento y el grado de procesamiento 

aplicado, ya sea corte, rebanado, emparejado (Corbo, et al., 2015; Shafiur-Rahman, 

2007). Por lo tanto, es imposible definir una mezcla única de gases, además, para 

cada tipo de fruta se debe estudiar un empacado en atmósfera modificada apropiado 

(Corbo, et al., 2010). Debido a la actividad respiratoria de los alimentos, la atmósfera 

dentro del empaque cambia durante el período de almacenamiento, por lo cual es 

necesario ser un experto para poder diseñar el empaque de un producto (Shafiur-

Rahman, 2007). No obstante, Corbo et al. (2010), señalan varios reportes de 

aplicación exitosa de atmosferas modificadas en el empacado de piña fresca cortada, 

manzanas, kiwi, melón, bananas y mangos. 

La conservación en atmósferas modificadas es un sistema de preservación no estéril 

por diseño. Las frutas y vegetales se caracterizan por un microbiota consistente de 

muchos tipos diferentes de bacterias, mohos y levaduras, muchos involucrados en el 

deterioro del producto, pero que son inofensivos para el consumidor. Los patógenos, 

normalmente no pueden establecer una alta densidad de población debido a que 

deben competir con los microorganismos deterioradores, sin embargo, el empacado 

puede producir cambios en el microambiente percibido por los microorganismos 

pudiendo perjudicar este balance. En consecuencia, se debe evaluar el impacto del 

diseño del empacado y el uso en la cadena de logística, obligatorio para asegurar la 

inocuidad (Shafiur-Rahman, 2007). 

El objeto del EAM es disminuir la actividad del producto, así como el crecimiento de 

los microorganismos presentes limitando el suministro de O2 aplicando un elevado 

nivel de CO2. Generalmente se combina con el almacenamiento en refrigeración. 

Muchos productos como aguacate, mango, papaya y pepino son muy sensibles al 

daño por bajas temperaturas, por lo que no deben almacenarse a menos de 13°C. 

Productos como manzanas, brócoli y peras no son sensibles al enfriamiento y se 

pueden almacenar cerca de los 0°C (Shafiur-Rahman, 2007). 
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En general, se aplican bajos niveles de O2 (2-3%) y moderadamente altos de CO2 (5-

20%) para reducir la tasa de respiración y prolongar el tiempo de vida útil. Atmósferas 

con bajos niveles de O2 inhiben el crecimiento de muchos microorganismos 

deterioradores aeróbicos mientras que el crecimiento de patógenos aeróbicos 

facultativos como L. monocytogenes, debido a que no son suprimidos en estas 

condiciones, su crecimiento puede ser estimulado debido a la reducción de los 

microorganismos deterioradores que pudieran ser competidores de patógenos (Corbo, 

et al., 2010; Shafiur-Rahman, 2007). De esta forma, un coctel de bacteriófagos de la 

familia Myoviridae aislados del medio ambiente, específicos para Escherichia coli 

O157:H7 entero hemorrágica fueron inoculados en Lechuga y Espinaca almacenadas 

a temperatura ambiente o en atmósfera modificada (5% O2/35% CO2/60% N2). Los 

bacteriófagos fueron capaces de reducir considerablemente las concentraciones de 

E. coli O157:H7 a temperatura ambiente y la reducción aumentó cuando el 

almacenamiento se realizó en atmósfera modificada (Boyacioglu, et al. 2013). 

Muy bajos niveles de O2 podrían potenciar el metabolismo anaeróbico en frutas 

frescas y resultar en un incremento en la fermentación. Por otra parte, altas 

concentraciones de O2 inhiben varias enzimas del ciclo de Krebs (Corbo, et al., 2010). 

Las atmósferas modificadas pueden ser creadas pasivamente debido a la actividad 

respiratoria del producto o activamente introduciendo la mezcla deseada de gas. Otras 

formas activas son el uso de generadores de gas y depuradores, evacuación del aire 

o adición de sistemas químicos que pueden absorber o generar gases o compuestos 

volátiles (Shafiur-Rahman, 2007). Es conocido que las atmosferas modificadas 

beneficiosas en frutas frescas empacadas se consiguen escogiendo un material de 

empaque adecuado, que pueda proveer los niveles apropiados de O2 y CO2 dentro 

del empaque. De hecho, existe una gran variedad de polímeros y mezclas de gases 

disponibles para el empacado de productos frescos (Corbo, et al., 2010). 

La calidad general de uvas de mesa cv. Razaki se mantuvo durante el 

almacenamiento a 0°C en humedad relativa de 90%, tanto en el empacado en 

atmósfera modificada, como al ser sumergidas en miel y su combinación. Aunque 

hubo un aumento en el índice de madurez, la solución de miel para inmersión fue 
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significativamente mejor manteniendo la calidad general de la uva mínimamente 

procesada disminuyendo la pérdida de calidad y el desarrollo de la descomposición. 

Por lo tanto, la solución de inmersión de miel puede ser utilizada como barrera 

orgánica a la humedad y resistente a la difusión de vapor de agua durante el 

almacenamiento en frio (Sabēr, et al., 2010). 

Empacado activo. 

El primer empaque activo comercializado fue un dispositivo colocado en el espacio de 

cabeza en forma de bolsitas en el interior del empaque conteniendo el material 

antimicrobiano, estos incluían compuestos volátiles como dióxido de azufre, etanol, 

ácidos orgánicos y aceites esenciales. Otro tipo de artefactos de empaque activo son 

aquellos en los cuales el compuesto antimicrobiano está embebido en el polímero a 

granel y tiene que migrar a la superficie para interactuar con el microorganismo. Se 

han empleado diferentes polímeros naturales y sintéticos como acarreadores, 

péptidos, enzimas, poliamidas y ácidos orgánicos. El principal inconveniente es que 

se necesita el contacto directo entre el alimento y el polímero (Corbo, et al., 2010). 

En el empacado activo, se agregan materiales que pueden absorber o liberar un 

compuesto específico en la fase gaseosa tales como CO2, O2, vapor de agua, etileno 

etc. La cantidad de compuestos activos necesaria dependerá de la tasa de producción 

de gases, las concentraciones a alcanzar, el tiempo durante el cual el empaque debe 

ser funcional. Sin embargo, el control del O2 no es posible (Shafiur-Rahman, 2007). 

 

Bioprotección. 

En la actualidad, existe una gran necesidad de encontrar soluciones naturales para la 

protección de alimentos que puedan asegurar la inocuidad de los alimentos y el tiempo 

de vida útil. Una de las soluciones posibles es la bioprotección basada en el concepto 

del uso de microorganismos grado alimenticio, ya que pueden formar una multitud de 

sustancias diferentes, inhibitorias para otros microorganismos. Estos mecanismos son 

parte del balance natural en ecosistemas microbianos complejos, cualidad que se 

puede aprovechar para diseñar sistemas de preservación que aseguren la inocuidad 
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y el tiempo de vida útil al tiempo que se mantienen las características deseadas del 

producto (Corbo, et al., 2015; Elsser-Gravesen y Elsser-Gravesen, 2013). 

La real academia de ciencias de los Estados Unidos de América define control 

biol·gico como ñel uso de organismos naturales o modificados, genes o sus productos 

para reducir los efectos de organismos indeseables y favorecer los organismos 

deseables tales como cosechas, árboles, animales, insectos y microorganismos 

beneficiososò (Trias, 2008). Biopreservación se refiere al aumento del tiempo de vida 

útil y al mejoramiento de la inocuidad de los alimentos utilizando microorganismos y/o 

sus metabolitos (Cizeikiene, et al., 2013; Settanni y Corsetti, 2008). 

La colonización de microorganismos depende de una compleja interacción entre el 

antagonista, el patógeno, la resistencia del huésped, la respuesta en caso de haberla 

y la acción de otros microorganismos que pudieran causar una variación de los niveles 

de biocontrol (Trias, 2008). Frecuentemente, los patógenos son eliminados causando 

grandes alteraciones que incluso pueden interrumpir las funciones beneficiosas de la 

comunidad microbiana nativa. Sin embargo, se pueden eliminar patógenos 

selectivamente introduciendo alteraciones menores en el nicho como, por ejemplo, el 

uso de bacterias que modifiquen el pH, la dinámica de la humedad, la salinidad o que 

introduzcan antibióticos (Adam, et al., 2016). 

Según Trias (2008), para que un agente sea considerado como antagonista es 

deseable que cumpla con las siguientes características:  

¶ Estabilidad genética. 

¶ Eficacia a bajas concentraciones y contra una amplia gama de patógenos en 

una variedad de frutas y vegetales. 

¶ Requerimientos nutricionales simples. 

¶ Sobrevivencia en condiciones ambientales adversas. 

¶ Crecimiento en fermentadores de sustrato económicos. 
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¶ Que no sea patógeno para la planta y que no produzca metabolitos 

potencialmente tóxicos para los humanos. 

¶ Resistencia a los pesticidas más frecuentemente utilizados. 

¶ Compatibilidad con otros tratamientos físicos y químicos. 

 

El desarrollo de agentes de control biológico (ACB) requiere de muchos estudios 

diferentes, pero generalment se realiza en las siguientes etapas:  

1. Aislar y seleccionar los posibles antagonistas con pruebas in vitro, ex vivo e in 

vivo. 

2. Determinar sus características fenotípicas, genotípicas, mecanismo de acción, 

bioensayos de eficacia y espectro de actividad. 

3. Desarrollar un método de producción en masa y encontrar una formulación 

adecuada la cual permita incrementar el biocontrol y asegurar la estabilidad. 

4. Determinar los mecanismos de biocontrol para mejorar su actividad, desarrollar 

un sistema de monitoreo para detectar y cuantificar los agentes de control 

biológico en el ambiente y hacer más extensivo el análisis toxicológico o los 

estudios de impacto ambiental con el objeto de registrar el producto (Trias, 

2008). 

Los microorganismos con capacidad bioprotectora pueden ser aislados del mismo 

ambiente natural donde serán reintroducidos o aplicados posteriormente para 

asegurar la adaptación ecológica del ACB y el éxito en el control de patógenos (Trias, 

2008; Reina, et al., 2005). De igual forma, la superficie y las lesiones de frutas son 

lugares con una alta probabilidad de encontrar ACB efectivos (Trias, 2008). 

La adaptación ecológica y las características de crecimiento de los cultivos en 

productos alimenticios pueden determinar su efectividad como cultivos de biocontrol 

(Reina, et al., 2005). Siroli et al. (2015), resaltan la importancia de aislar y seleccionar 

agentes de biocontrol del mismo ambiente donde se van a reintroducir, ya que en su 
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investigación determinaron que el mayor desempeño de las cepas de BAL empleadas 

para evaluar la capacidad antagonista, no fue solo contra los patógenos inoculados 

deliberadamente, sino también contra los microorganismos deterioradores 

naturalmente presentes en las muestras. Esta habilidad debe atribuirse a la capacidad 

de las cepas de colonizar el producto y sobrevivir bajo condiciones de almacenamiento 

en refrigeración. Una vez seleccionados los antagonistas en el ensayo in vitro, es 

necesario realizar bioensayos de inhibición en frutas y hortalizas para verificar que 

tienen capacidad bioprotectora (Trias, 2008). Una vez seleccionado el microrganismo 

por su capacidad antagonista sobre un patógeno específico, es necesario identificarlo 

y caracterizarlo por análisis fenotípico y genotípico (Trias, 2008).  

Una gran limitación en el uso de biocontrol es el conocimiento del mecanismo 

desarrollado por el antagonista ya que es crítico para el desarrollo y mejoramiento de 

su eficacia. La mayoría de los agentes de biocontrol no emplean un solo mecanismo 

sino una combinación de varios mecanismos con los cuales logran la inhibición del 

patógeno. Los mecanismos más importantes son la producción de sustancias 

antimicrobianas, competición por nutrientes y espacio, inducción de resistencia del 

huésped e interacción directa entre el antagonista y el patógeno (Corbo, et al., 2015; 

Trias, 2008). 

La brecha entre el laboratorio y la eficacia en el campo pude acortarse entendiendo el 

modo de acción, además, se debe tomar en cuenta que el éxito de un producto no 

depende de un sólo atributo, si no de la combinación de varios como por ejemplo su 

efectividad técnica, practicidad, liberación, persistencia y viabilidad comercial. La 

practicidad se refiere a la facilidad para adoptar el uso del producto para el personal, 

incluyendo el equipo y las instalaciones. La liberación representa el mayor desafío 

para la industria debido a que requiere producción en masa, formulación y aplicación. 

Una adecuada liberación del microorganismo en la superficie deseada, así como una 

aplicación y persistencia efectivas para que cumpla su función dependen de una 

buena formulación del producto. La formulación de productos para biocontrol es un 

tema crucial, pero hay poca investigación al respecto (Parnell, et al., 2016).  
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Reina et al. (2005), sugieren que un agente de control biológico ideal para encurtidos 

no acidificados pudiera describirse como sigue:  

Å Perteneciente al grupo de BAL. 

Å Homofermentador para evitar la producción de gas. 

Å Capaz de sobrevivir en condiciones severas iniciales, más de 4% de sal 

y bajas temperaturas de almacenamiento. 

Å Capaz de crecer lentamente pero más rápido que los patógenos en 

almacenamiento refrigerado sin disminuir el tiempo de vida útil del producto. 

Å Capaz de crecer más rápido que los patógenos y de producir sustancias 

inhibitorias contra el patógeno en condiciones de abuso de temperatura. 

Å Capaz de utilizar los recursos bioquímicos disponibles y por lo tanto 

puede ser preferiblemente aislado del producto en el cual se pretende utilizar. 

Å El pH final debe ser de 4. 

El biocontrol en la post cosecha es muy factible debido a que los productos 

cosechados pueden ser tratados fácilmente con agentes antagonistas y las 

instalaciones se pueden adecuar a emplear este tratamiento (Trias, 2008). 

 

Bacterias ácido lácticas.  

Entre los métodos propuestos para inhibir la colonización de bacterias patógenas se 

encuentra el uso de Bacterias Ácido Lácticas (BAL), las cuales tienen capacidad 

antagonista contra bacterias patógenas y son generalmente reconocidas como 

seguras (GRAS) por la Food and Drug Administration (FDA) de los Estados Unidos y 

como presunción calificada de seguridad (QPS) por la Unión Europea (Muhialdin, et 

al., 2016; Olvera-García, et al., 2015; Settanni y Corsetti, 2008; Trias, et al., 2008a). 

Esto las convierte en ideales para desarrollar agentes bioprotectores en frutas y 

hortalizas frescas (Li, et al., 2015; Jeddi, et al., 2014; Trias, et al., 2008a). Para ello, 

se pueden aplicar directamente las BAL, su fermentado bacteriano o incluso sus 
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metabolitos purificados como aditivos alimentarios (Olvera-García, et al., 2015; Snyder 

y Worobo, 2013). 

Las BAL son un grupo formado por cocos o bacilos de longitud variable, Gram 

positivos, catalasa y oxidasa negativos, no esporulados, no presentan motilidad, 

anaerobios o microaerofílicos y productores de ácido láctico como mayor o único 

producto final durante la fermentación de carbohidratos ya sean homo o 

heterofermentativos, pueden ser mesófilos o termófilos. Pertenecen al phylum 

Firmicutes, entre los géneros más importantes que constituyen este grupo se 

encuentran: Aerococcus, Carnobacterium, Enterococcus, Lactobacillus, Lactococcus, 

Leuconostoc, Oenococcus, Pediococuccus, Streptococcus, Tetragenococcus, 

Vagococcus y Weisella. Todos tienen un bajo contenido de Guanina-Citosina, 31-49% 

(Olvera-García, et al., 2015; Liu, et al., 2014; Parra, 2010 además, del phylum 

Actinobacteria incluye sólo especies del género Bifidobacterium. El género más 

grande es el de Lactobacillus el cual incluye más de 100 especies ubicuas (Zheng, et 

al., 2020). Se encuentran en diversos hábitats, donde quiera que haya sustratos de 

carbohidratos disponibles, incluyendo productos lácteos, granos y sus productos, 

intestinos, productos cárnicos y pesqueros, cerveza, vino, frutas y jugos de frutas, 

vegetales encurtidos, hierbas, piensos, forraje y masas fermentadas (Liu, et al., 2014), 

por lo que también son clasificadas en dos grupos de acuerdo con su fuente de 

aislamiento: fuente animal y fuente vegetal (Liu, et al., 2012; Wada, et al., 2009).  

Algunas BAL, se pueden definir como probióticos, cuando producen efectos benéficos 

en los humanos al ser consumidos como suplementos en los alimentos (Swain, et al., 

2014; Idoui, 2014). Además, las BAL obtienen su energía por fosforilación a nivel del 

sustrato debido a que no poseen un sistema respiratorio funcional, emplean dos rutas 

fermentativas de hexosas: la ruta homofermentativa, basada en la ruta de Embden-

Meyerhof-Parnas y produce virtualmente sólo ácido láctico como producto final. La 

ruta heterofermentativa o heteroláctica, también conocida como ruta de las pentosas 

fosfocetolasa o ruta 6-fosfogluconato, produce ácido láctico como producto final 

además de cantidades significativas de dióxido de carbono, etanol o acetato (Liu, et 

al., 2014). En general, se utilizan para elaborar alimentos fermentados ya sean de 
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origen vegetal como el Kimchi, aceitunas y pepinillos, ensilajes, de origen lácteo como 

bebidas fermentadas, yogurt, quesos y productos de origen cárnico tales como 

salchichas, chorizos y otros (Olvera-García, et al., 2015; Parra, 2010). 

La actividad inhibitoria de las BAL ha sido ampliamente reportada (tabla 4) y se debe 

a la competencia por los mismos nutrientes y por los sitios de adhesión. También se 

debe a la acumulación de metabolitos primarios tales como ácido láctico, etanol, 

dióxido de carbono y bacteriocinas entre otros (Li, et al., 2015; Abedi, et al., 2013; 

Menconi, et al., 2014). Nguyen et al. (2015), indican que al agregar BAL a los alimentos 

se puede mejorar actividades biológicas como la conservación. En la agricultura, el 

interés por el uso de BAL como alternativa para el control de patógenos entéricos ha 

ido en aumento (Nguyen, et al., 2015; Menconi, et al., 2014), por lo cual, se han venido 

estudiando varios métodos biológicos para evitar el crecimiento de microorganismos 

patógenos, particularmente, el uso de BAL en alimentos frescos, con resultados 

alentadores (Li, et al., 2015; Russo, et al., 2014). Además, existe una creciente 

evidencia de la posibilidad de obtener BAL a partir de fuentes no lácteas. Alimentos 

crudos tales como cereales, frutas y hortalizas están siendo investigados 

recientemente con este fin (Swain, et al., 2014).  

Se han aislado cepas de E. faecalis, L. plantarum, P. pentosaceus, L. mesenteroides, 

L. lactis y Enterococcus sp. a partir de encurtidos tradicionales provenientes de zonas 

urbanas y rurales del Himachal Pradesh en la India. Todas estas cepas fueron 

capaces de inhibir el crecimiento de B. cereus, E. coli, S. aureus y S. dysenteriae 

(Monika, et al., 2017). Se aislaron cepas de Lactobacillus plantarum de una leche 

fermentada tradicional de Kenia y productos de maíz. Las cepas mostraron actividad 

antifúngica, sin embargo, ninguna cepa fue capaz de inhibir completamente el 

crecimiento de los hongos bajo condiciones favorables para el hongo y subóptimas 

para las BAL (Ahlberg, et al., 2016). 

La adición de Bifidobacterium bifidum y Lactobacillus fermentum en cultivo, logró una 

reducción significativa de la producción de aflatoxinas y de la velocidad de crecimiento 

de A. parasiticus y los metabolitos redujeron los niveles de aflatoxinas entre un 88.8 y 

un 99.8% (Ghazvini, et al., 2016). 
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Tabla 4. Investigaciones sobre la actividad inhibitoria de bacterias ácido lácticas 
aisladas de fuentes vegetales. 

Autores Fuente BAL Patógenos 

Monika et al., 
2017 

Encurtidos 
tradicionales 
de Himachal 
Pradesh 

E. faecalis, L. plantarum, 
P. pentosaceus, L. 
mesenteroides, L. lactis y 
Enterococcus sp. 

B. cereus, E. coli, S. 
aureus y S. dysenteriae 

Ahlberg et al., 
2016 

Leche 
fermentada 

Prod. maíz 

L. plantarum A. flavus 

Ghazvini et 
al., 2016 

__ B. bifidum, 

 L. fermentum,  

A. parasiticus, Aflatoxinas  

Siroli et al., 
2015 

Manzana 
Lechuga 

L. plantarum, Ln. 
mesenteroides, W. soli, L. 
pentosus  

S. enteritidis, L. 
monocytogenes y E. coli.  

Li et al., 2015 Rastrojo de 
maíz 

L. plantarum, P. 
pentosaceus, E. mundtii, 
W. cibaria y Ln. 
pseudomesenteroides 

S. entérica, M. luteus y E. 
coli. 

Wong et al, 
2015 

Vegetales 
frescos y 
productos 
fermentados 

Lactobacillus fermentum,  
Lactobacillus plantarum y 
Weisella cibaria 

S. aureus 

Cizeikiene et 
al., 2013 

Colección 
Kaunas 
University of 
Technology 

L. sakei, P. acidilactici y P. 
pentosaceus 

Bacillus, Pseudomonas, 
Listeria, Escherichia F. 
culmorum, P. 
chrysogenum, A. 
fumigatus, A. versicolor, 
P. expansum, A. niger, D. 
hansenii y C. parapsilosis 

El-Mabrokb et 
al., 2012 

Guayaba 
durian 
jengibre 
papaya 
carambola 

L. paracasei  

 L. plantarum 

C. capsici 
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CONTINUACIÓN Tabla 4 

Wada et al., 
2009 

Frutas, flores, 
vegetales 

L. brevis L. monocytogenes y 
Streptococcus mutans 

Triasb et al., 
2008 

Frutas y 
vegetales 

L. mesenteroides, Ln. 
citreum, 

L. plantarum, L. lactis, 

W. cibaria, y E. mudtii 

X. campestris, E. 
carotovora, P. expansum, 
M. laxa y B. cinérea 

 

Cepas de Lactobacillus plantarum y Lactobacillus pentosus, Leuconostoc 

mesenteroides, Weisella soli, lactococcus lactis aisladas de manzana y cepas de 

Lactobacillus casei, paracasei, rhamnosus y plantarum aisladas de lechuga no 

mostraron habilidad de producir bacteriocinas, sin embargo, L. plantarum, L. 

mesenteroides, W. soli, y L. pentosus inhibieron el crecimiento de S. enteritidis, L. 

monocytogenes y E. coli. También redujeron de forma significativa los niveles de 

aerobios mesófilos de forma similar a la inducida por la aplicación de cloro. Las BAL 

no afectaron la calidad de los productos (Siroli, et al., 2015). 

Cepas de Lactobacillus plantarum subsp. plantarum, Pediococcus pentosaceus, 

Enterococcus mundtii, Weissella cibaria y L. pseudomesenteroides aisladas de 

ensilaje de rastrojo de maíz. produjeron ácido a partir de galactosa, D-glucosa, D-

fructosa, D-mannosa, esculina, celobiosa y sacarosa. De las 59 cepas aisladas, 56 

mostraron actividad antimicrobiana contra Salmonella entérica, Micrococcus luteus y 

E. coli (Li, et al., 2015). Por otra parte, cepas de L. plantarum aisladas de vegetales 

fermentados, frutas y vegetales frescos ejercieron una fuerte inhibición del crecimiento 

de S. aureus y produjeron compuestos antimicrobianos de origen proteico (Wong, et 

al., 2015). 

Los metabolitos de cepas de Lactobacillus sakei, Pediococcus acidilactici y 

Pediococcus pentosaceus han logrado inhibir el crecimiento de Bacillus, 

Pseudomonas, Listeria y Escherichia en varios grados. Además, mostraron actividad 

fungicida y fungistática contra Fusarium culmorum, Penicillium chrysogenum, 
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Aspergillus fumigatus, Aspergillus versicolor, Penicillium expansum, Aspergilllus niger, 

Debaryomyces hansenii y Candida parapsilosis (Cizeikiene, et al., 2013). 

Cepas de L. paracasei y L. pantarum aisladas de frutas y vegetales se aplicaron 

exitosamente como agentes de biocontrol contra Colletotrichum capsici causante de 

una enfermedad en chiles (Capsicum annum) denominada antracnosis. 

Adicionalmente, infectaron semillas del chile con C. capsici y las trataron con estas 

cepas y sus sobrenadantes. Determinaron que las semillas tratadas con las cepas de 

BAL mostraron mejor tasa de crecimiento que las tratadas con los sobrenadantes (El-

Mabrok, et al., 2012b). También una cepa de L. Brevis, produjo una bacteriocina 

(brevicin) capaz de inhibir el crecimiento de L. monocytogenes y Streptococcus 

mutans. (Wada, et al., 2009). 

Varias cepas de BAL de vegetales frescos y frutas fueron inoculadas en lesiones de 

manzanas y hojas de lechuga Iceberg cortadas y se evaluó su capacidad para inhibir 

el crecimiento de Escherichia coli, Listeria monocytogenes y Salmonella typhimurium. 

Las cepas crecieron en los sustratos sin causar efectos negativos en los tejidos de 

manzana y lechuga y lograron reducir los recuentos de S. typhimurium y E. coli 

mientras que el crecimiento de L. monocytogenes fue inhibido por completo. Estos 

resultados apoyan el uso potencial de las BAL como agentes protectores contra 

patógenos en productos de frutas y vegetales listos para comer, sin embargo, los 

autores afirman que aún es necesario el estudiar el efecto de las BAL sobre el tiempo 

de vida útil de frutas y hortalizas (Trias, et al., 2008a). 

La eficacia de cepas de BAL aisladas de frutas y vegetales como agentes de biocontrol 

contra bacterias fitopatogénicas, bacterias deterioradoras y hongos (Xanthomonas 

campestris, Erwinia carotovora, Penicillium expansum, Monilinia laxa y Botrytis 

cinérea) fue evaluada exitosamente. Todos los microorganismos evaluados fueron 

inhibidos por al menos una cepa de BAL con excepción de P. expansum (Trias, et al., 

2008b). 

Péptidos antimicrobianos. 

Las BAL pueden producir otros compuestos antimicrobianos además de los muy 

conocidos ácidos orgánicos, peróxido de hidrógeno y diacetilo, entre otros (Olvera-
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García, et al., 2015). Sin embargo, los péptidos se diferencian de los demás 

compuestos antimicrobianos en que son de naturaleza proteica (Muhialdin, et al., 

2016; Olvera-García, et al., 2015; Pessione, 2012; Coda, et al., 2011). 

A los péptidos antimicrobianos se les atribuye una alta actividad contra un amplio 

rango de microorganismos, además tienen la ventaja de que su mecanismo de acción 

tiene baja susceptibilidad a aquellos patógenos de importancia, incluyendo cepas 

multirresistentes a antimicrobioanos (Sharma, et al., 2011). Todo esto se debe a que 

son una fuente muy interesante de nuevos agentes antimicrobianos para el uso en la 

industria de alimentos. Aunque se han aplicado muchos con éxito solo representan 

una pequeña fracción de la diversidad de péptidos antimicrobianos, aún quedan 

muchas bacterias productoras y péptidos por descubrir. La continua investigación 

dirigida al descubrimiento de nuevos péptidos antimicrobianos llevará a su 

comercialización para el uso en alimentos y agricultura (Hu, et al., 2013; Snyder y 

Worobo, 2013). 

La habilidad hidrolítica está relacionada con la secuencia de aminoácidos del sustrato 

proteico y el panel de enzimas proteolíticas de cada cepa microbiana (Pessione y 

Cirrincione, 2016). La interacción inicial entre péptidos antimicrobianos y la célula es 

mediante atracciones de cargas entre el péptido catiónico y la envoltura 

negativamente cargada de la célula, una disminución de la carga neta de cualquiera 

de ellos resulta en la disminución de la actividad (Snyder y Worobo, 2013).  

Se han propuesto varios modelos del mecanismo de acción de estos compuestos 

antibacteriales. La actividad antibacterial puede resultar de la formación de poros en 

la membrana llevando a la disipación del potencial transmembrana y gradientes de 

solutos vitales (Sánchez-Ortega, et al., 2014) ya que, siendo moléculas anfipáticas, 

con una mitad hidrofóbica y un dominio positivo cargado fuertemente. Estos péptidos 

pueden, primeramente, enlazarse a los ácidos teicóicos en las bacterias Gram 

positivas o a los Lipopolisacáridos (LPS) en bacterias Gram negativas, y de esta 

forma, interactúan con las membranas bacterianas cargadas negativamente. Muchos 

de ellos actúan como moléculas perturbadoras del gradiente de protones causando la 

despolarización de la membrana (como la polimixin B o la colistina). Sin embargo, 
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algunos autores sugieren también que la remoción/quelación del hierro ligado a la 

membrana puede afectar la viabilidad bacteriana. También se han reportado 

mecanismos complejos incluyendo la inhibición de la síntesis de macromoléculas, así 

como una acción sinérgica con los compuestos de inmunidad innatos del huésped 

(Pessione y Cirrincione, 2016; Sharma, et al., 2011). No obstante, los compuestos 

antimicrobianos en la naturaleza, rara vez funcionan aislados, los sistemas 

combinados tales como aquellos encontrados en el huevo de gallina son más 

comunes. Estrategias basadas en sistemas multifactoriales tienen mayor probabilidad 

de éxito en la protección de alimentos contra microorganismos deterioradores (Elsser-

Gravesen y Elsser-Gravesen, 2013).  

Olvera-García et al. (2015), indican que estos péptidos antimicrobianos se pueden 

dividir en bacteriocinas, BLIS (Bacteriocin like inhibitor substances) y peptidoglucano 

hidrolasas. Las bacteriocinas son péptidos antibacterianos de bajo peso molecular (de 

30 a 60 aminoácidos) aunque existen bacteriocinas de cadenas más largas, se 

identifican como proteínas. Son sintetizadas en el ribosoma y liberadas 

extracelularmente, permanecen estables en amplios rangos de pH y son 

termoresistentes (Olvera-García, et al., 2015; Sánchez-Ortega, et al., 2014; Snyder y 

Worobo, 2013; Settanni y Corsetti, 2008). Además, poseen carácter catiónico debido 

a la presencia de residuos de aminoácidos como lisina, arginina e histidina y poseen 

naturaleza hidrofóbica debido a la presencia de residuos de alanina, valina, leucina, 

isoleucina, prolina, metionina, fenilalanina y triptófano (Heredia-Castro, et al., 2017). 

Tienen efecto bactericida o bacteriostático con amplio espectro de acción cuando son 

efectivas contra diferentes géneros o pueden tener espectro reducido cuando solo son 

efectivas contra su misma especie (Olvera-García, et al., 2015; Snyder y Worobo, 

2013; Settanni y Corsetti, 2008).  

Aunque las bacteriocinas tienen propiedades antibióticas no se denominan como tal 

para diferenciarlas de los antibióticos empleados en humanos con fines terapéuticos. 

Sin embargo, se pueden diferenciar principalmente en que las bacteriocinas son 

sintetizadas en el ribosoma y su principal objetivo es la permeabilización de la 

membrana celular; mientras que los antibióticos son sintetizados enzimáticamente y 
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tienen diferentes funciones de acuerdo con la estructura que posean. Comúnmente 

afectan la síntesis de la pared celular, degradan ácidos nucleicos o tienen otras 

funciones enzimáticas (Snyder y Worobo, 2013).  

Debido a su amplia diversidad, ha sido difícil desarrollar una clasificación de las 

bacteriocinas, aunque se han propuesto versiones modificadas (Tabla 5) del sistema 

de clasificación propuesto inicialmente por Klaenhammer (1993).  

 

Tabla 5. Clasificación de bacteriocinas propuesto por Klaenhammer en 1993. 

CLASE CARACTERÍSTICA 

Clase I Lantibióticos (<5 KDa) 

IA Lineal, flexible 

IB Globular, rígida 

IC Multi-componente 

Clase II Sin lantibióticos (<10 

kDa) 

IIa Tipo pediocina 

IIb 2 péptidos 

IIc Circulares 

IId Lineales 

IIe Degradación de 

Proteínas 

Clase III Termolábiles (<30 kDa) 

IIIa Bacteriolítica 

IIIb No bacteriolítica 

Clase IV Complejas 

Fuente: Heredia-Castro et al., 2017; Snyder y Worobo, 2013. 
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El sistema original clasificaba a las bacteriocinas en 4 clases con base en su estructura 

(Snyder y Worobo, 2013). Las bacteriocinas de Clase I, lantibióticos, y clase II, 

bacteriocinas no modificadas constituyen los más abundantes, mejor caracterizados y 

presumiblemente los más útiles (Elsser-Gravesen y Elsser-Gravesen, 2013). Entre las 

bacteriocinas de clase I se incluyen los lantibióticos lactococales, lacticinas, que han 

mostrado eficacia para propósitos de tiempo de vida útil e inocuidad. La clase II incluye 

aquellos péptidos termoestables, no modificados, peque¶os (᾽10 KDa) que no 

contienen lantibióticos e inducen la permeabilización de la membrana. Las subclases 

iniciales incluían a la IIa, péptidos pequeños, no modificados, estables al calor, muy 

efectivas contra Listeria, pero tienen un espectro de acción relativamente estrecho. La 

subclase IIb está compuesta por dos péptidos y la IIc incluye péptidos activados por 

Tiol (Olvera-García, et al., 2015; Elsser-Gravesen y Elsser-Gravesen, 2013; Snyder y 

Worobo, 2013; Vignolo, 2012).  

La subclase IId, está compuesta por péptidos lineales y la subclase IIe incluye aquellas 

bacteriocinas producto de la hidrólisis específica de proteínas (Heredia-Castro, et al., 

2017). Las BAL tienen un complejo y sofisticado sistema proteolítico que les permite 

obtener aminoácidos a partir de proteínas presentes en el medio. Una proteinasa de 

envoltura celular hidroliza las proteínas del exterior en varios oligopéptidos, estos son 

absorbidos por medio de un sistema de transporte específico y ya en el citoplasma 

sufren otra degradación en aminoácidos y péptidos más cortos que pueden ser 

compuestos bioactivos. 

Los compuestos más bioactivos son liberados al medio solo cuando las células sufren 

autólisis. Las enzimas proteolíticas liberadas por las BAL son muy diferentes entre las 

distintas especies y cepas, aunado a las diferentes secuencias de aminoácidos resulta 

en una amplia gama de péptidos bioactivos. Las fuentes vegetales también pueden 

ser fuente de péptidos bioactivos (Pessione y Cirrincione, 2016; Griffiths y Tellez, 

2013). Estos fragmentos específicos de proteínas que se pueden agrupar como un 

conjunto de sustancias polifacéticas con complejos mecanismos de acción tipo 

hormonas, relacionados con la interacción del patógeno a través de su membrana o 

afectando objetivos internos en la célula diana tales como la síntesis de ADN, ARN o 
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proteínas, induciendo respuestas fisiológicas. Son resistentes al calor, acidez y baja 

aw, por lo que pueden ser empleados como conservadores en alimentos en 

sustitución de los aditivos químicos (Hernández-Saldaña, et al., 2016; Sharma, et al., 

2011).  

La única bacteriocina aprobada por la FDA como GRAS es la nisina, producida por 

Lactococcus lactis subsp. lactis (Snyder y Worobo, 2013) La clase III, incluye a las 

bacteriocinas termolábiles de alto peso molecular. Las bacteriolisinas o proteínas 

bacteriolíticas forman la subclase IIIa, y las no bacteriolíticas la subclase IIIb (Olvera-

García, et al., 2015; Snyder y Worobo, 2013).  La clase IV, comprendía bacteriocinas 

complejas que contienen carbohidratos o lípidos, no obstante, esta clase fue eliminada 

debido a la falta de sustanciación de que estas bacteriocinas existen.  

Las sustancias antimicrobianas de naturaleza proteica y bajo peso molecular, sin 

mecanismo de acción completamente definido y que no cumplen con los criterios de 

definición de bacteriocinas se clasifican como BLIS. Tienen un espectro de actividad 

más amplio debido a que pueden inhibir el crecimiento tanto de bacterias Gram 

positivas como de bacterias Gram negativas, hongos y levaduras (Olvera-García, et 

al., 2015; Snyder y Worobo, 2013), sin embargo, su secuencia de aminoácidos no ha 

sido caracterizada (Cizeikiene, et al., 2013). 

Las peptidoglucano-hidrolasas (PGHs) son enzimas que hidrolizan el peptidoglucano, 

componente más importante de la pared celular. Las PGHs participan en muchas 

funciones de transformación de la pared celular durante el crecimiento y la división 

celular, tales como regulación del crecimiento de la pared celular, intercambio de 

unidades de peptidoglucano durante el crecimiento, separación de células hijas 

durante la división, la autólisis etc. Según el tipo de enlace que atacan en el 

peptidoglucano se clasifican en N-acetilmuramoil-L-alanina amidasa, las cuales 

rompen el enlace amida entre MurNAc y la L-alanina del péptido. Las 

carboxipeptidasas, que hidrolizan el último aminoácido del extremo carboxilo de los 

péptidos, las endopeptidasas, que rompen los puentes formados por los péptidos, las 

N-acetilglucosaminidasas que hidrolizan los enlaces ɓ-1.4 de la cadena de glucanos 

dejando un extremo GlcNAc reductor y las N-acetilmuramidasas que hidrolizan los 
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enlaces ɓ-1.4 de la cadena de glucanos entre MurNAc y GlcNAc, estas pueden ser 

transglucosilasas líticas si forman un anillo 1,6-anhidro en MurNAc o lisozimas si dejan 

libre un extremo MurNAc reductor. La lisostafina es una PGH que ha sido utilizada 

como agente antibacteriano contra Staphylococcus aureus, ya que hidroliza los 

enlaces Gly-Gly de su pared celular. La lisozima de huevo, se emplea como 

conservante en quesos y vinos (Olvera-García, et al., 2015). 

El control de las condiciones experimentales y la actividad proteasa se utilizan 

frecuentemente para asegurar que la inhibición del crecimiento bacteriano es 

resultado de la secreción de péptidos antimicrobianos y no de ácidos orgánicos, 

antibióticos de bajo peso molecular o producción de etanol (Snyder y Worobo, 2013). 

Para la detección de péptidos antimicrobianos producidos por BAL se debe eliminar 

el efecto de los otros metabolitos de acción antibacteriana, para ello se debe ajustar 

el pH de la muestra a valores entre 6 y 7. De este modo, se neutraliza la acción de los 

ácidos orgánicos, el diacetilo y la reutericiclina. El peróxido de hidrógeno puede ser 

neutralizado a estos valores de pH o adicionando catalasa (Olvera-García, et al., 

2015). Sin embargo, Pessione y Cirrincione (2016), indican que los medios ricos en 

p®ptidos como el MRS, que suministran una fuente de nitr·geno ñlista para el 

consumoò no son favorables para la producci·n de muchas enzimas proteolíticas por 

ejemplo las codificadas para PepN y PepX. Por otra parte, las PGHs, pueden hidrolizar 

caseínas solo después del crecimiento en leche descremada pero no después del pre-

cultivo en MRS. A pesar de las limitaciones, la evaluación de la actividad inhibitoria 

tiene su utilidad, sobre todo desde la perspectiva de aplicación, de hecho, las 

observaciones fortuitas de actividades inhibitorias sin caracterización previa han 

llevado al descubrimiento de nuevos antimicrobianos como la penicilina (Snyder y 

Worobo, 2013). 

A pesar del número de investigaciones, no todos los mecanismos microbianos 

inhibitorios están completamente entendidos y no todos los metabolitos 

antimicrobianos de microorganismos grado alimenticio han sido descubiertos (Elsser-

Gravesen y Elsser-Gravesen, 2013). La tabla 6 muestra algunas investigaciones sobre 

producción de péptidos antimicrobianos por BAL. 
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Tabla 6. Evaluaciones sobre producción de péptidos antimicrobianos de bacterias 
ácido lácticas. 

Autor LAB Fuente Péptido Patógeno 

Borrero 
et al., 
2017 

L. plantarum Aceituna Plantaricyclin 
A 

Alicyclobacillus 
acidoterrestris 

Chen et 
al., 
2017 

L. 
pseudomese
nteroides 

Caqui Leucocin 
C607 

L. monocytogenes 

Muhiald
in et al., 
2015. 

L. plantarum Tempeh 20 Aspergillus flavus, 
Penicillium roqueforti  
Eurotium rubrum 

Kwak et 
al., 
2014 

L. plantarum Kimchi  

 

cis-ciclo(L-
Val-L-Pro)  

cis-cyclo(L-
Phe-L-Pro)  

Ganoderma boninense y 
C. albicans  

Cizeikie
ne et 
al., 
2013 

L. sakei   

P. acidilactici 
P. 
pentosaceus 

 Rye 
sourdough 

Sakacin, 
Pediocin 

F. culmorum, P. 
chrysogenum, A. 
fumigatus, A. versicolor, 
P. expansum, A. niger, D. 
hansenii and C. 
parapsilosis 

Hu et 
al., 
2013 

L. plantarum 
163 

Repollo 
fermentado
, rábano 
encurtido 

Plantaricina 
163 

S. aureus, L. 
monocytogenes, B. 
pumilus, B. cereus, M. 
luteus, L. rhamnosus, L. 
thermophilus, E. coli, P. 
aeruginosa 

Coda et 
al., 
2011. 

L. plantarum Masa 
fermentada 

9 nuevos P. roqueforti  
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CONTINUACIÓN Tabla 6 

Wada 
et al., 
2009 

L. brevis Frutas 

Flores 

Hortalizas 

Brevicin E. coli, S. enteritidis, P. 
aeruginosa, Bacillus 
subtilis, coagulas, cereus, 
E. faecalis, L. 
monocytogenes, S. 
aureus, epidermidis  

 

Se estudiaron cepas de L. plantarum aisladas de aceitunas produjeron una nueva 

bacteriocina circular denominada plantariciclina A. La bacteriocina tuvo una masa 

molecular de 5.570 Da. Además, su actividad se mantuvo en un rango de pH de 2 a 

10 y luego de ser calentada a temperaturas entre 30 y 100°C durante 10 minutos. Esta 

bacteriocina fue efectiva contra una bacteria deterioradora (Alicyclobacillus 

acidoterrestris) y contra BAL (Borrero, et al., 2017).Por otro lado, cepas de L. 

pseudomesenteroides C607 obtenidas a partir de Caqui fueron efectivas contra L. 

monocytogenes debido a la producción de péptidos. El péptido encontrado tenía una 

masa molecular de 4.6 kDa. Se determinó que el péptido tenía una secuencia terminal 

YGNGV/L característico del grupo de bacteriocinas IIa. Un análisis de secuencia de 

nucleótidos determinó que la bacteriocina difiere en un residuo de aminoácidos con la 

leucocina C, ya que el 26vo residuo aminoácido de la leucocina C es la alanina, 

mientras que, para la nueva bacteriocina, dicho residuo es valina. Por lo tanto, la 

consideraron una variación y la denominaron leucocina C607 (Chen, et al., 2017). 

En otro reporte, se identificaron ocho fracciones peptídicas producidas por cepas de 

L. plantarum. Las fracciones con los pesos moleculares más bajos mostraron mayor 

efectividad contra Aspergillus flavus, Penicillium roqueforti y Eurotium rubrum. De la 

fracción con mayor actividad antifúngica identificaron 20 péptidos. Posteriormente, 

seleccionaron un péptido de acuerdo con sus características (catiónico con alta tasa 

de hidrofobicidad y secuencias cortas) para la prueba de potencial antifúngico. El 

péptido mostró la mayor actividad antifúngica contra los hongos anteriormente 

nombrados (40-60%) a una concentración de 5 mg/mL, lo que demuestra que L. 
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plantarum puede emplearse como bioprotector contra hongos deterioradores 

(Muhialdin, et al., 2016).  

Una cepa de L. plantarum aislada de Kimchi produjo dos bacteriocinas cíclicas, cis-

ciclo(L-Val-L-Pro) cis-ciclo(L-Phe-L-Pro), Las dos bacteriocinas fueron efectivas 

contra Ganoderma boninense y C. albicans (Kwak, et al., 2014). Cizeikiene et al. 

(2013), reportan la producción de BLIS por L. sakei (sakacin), P. acidilactici y P. 

pentosaceus (Pediocin) detectando la sensibilidad a tripsina, pepsina, quimiotripsina 

y proteinasa K en los sobrenadantes del cultivo. Por otra parte, una cepa de L. 

plantarum obtenida de vegetales fermentados tradicionales de China produjo una 

bacteriocina a la cual denominaron plantaricina 163. El peso molecular del péptido fue 

de 3553.2 Da. Se mantuvo estable después de calentarse a 121°C por 20 minutos, 

así como también a un rango de pH entre 3 y 5. La secuencia descubierta 

ñVFHAYSARGNYYGNCPANWPSCRNNYKSAGGKò fue diferente a las plantaricinas 

conocidas (Hu, et al., 2013). 

Durante la fermentación de masa agria se identificaron varios péptidos antifúngicos 

nuevos producidos por Lactobacillus plantarum. Sólo se caracterizó la fracción con 

menor masa molecular (᾽ 10 KDa). Se identificaron 9 péptidos nuevos de entre 14 y 

55 residuos aminoácidos encriptados en secuencias de proteínas de arroz. Todos los 

péptidos menos uno, tenían carga negativa. Las dos fracciones purificadas 

parcialmente fueron capaces de inhibir la germinación de P. roqueforti en 

concentraciones de 3.9, 4.5 y 9.6 mg de péptido/mL (Coda, et al., 2011). Por otra 

parte, Trias et al. (2008b), reportaron que el mayor efecto antimicrobiano producido 

por las cepas de BAL fue la acidificación del medio, la mayoría de las cepas perdieron 

su capacidad inhibitoria en sobrenadantes a pH neutro. 

Varios factores influencian la actividad antifúngica de las BAL. Estos incluyen: el 

período de incubación y la temperatura, el efecto del medio de cultivo en el 

metabolismo bacteriano, los compuestos nutricionales que retrasan y mejoran la 

producción de compuestos antifúngicos y el pH. Todos estos factores son muy 

específicos para cada especie. Por ejemplo, las concentraciones de ácido láctico y 

acético por si solos no se correlacionan directamente con la inhibición de la tasa de 
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crecimiento del hongo, además muchos otros metabolitos inhibidores se han sugerido 

(Ahlberg, et al., 2016).  Es muy probable que la actividad antifúngica sea una matriz 

compleja de sinergismo entre la cepa de BAL y la producción de metabolitos en las 

condiciones del medio, la temperatura y la humedad, así como la cepa de patógeno 

(Ahlberg, et al., 2016; Muhialdin, et al., 2016; El-Mabrok, et al., 2012b).  

Existen tres formas posibles de aplicación de péptidos antimicrobianos en alimentos: 

como un concentrado antimicrobiano, como un fermento o como un cultivo vivo que 

produce metabolitos en el producto (Elsser-Gravesen y Elsser-Gravesen, 2013). Se 

comenta sobre estas formas de aplicación a continuación.  

Fermentos. Son ingredientes alimentarios fermentados producidos a partir de una 

variedad de materiales (leche, azúcar, material derivado de plantas) fermentados por 

BAL, diseñados para proveer un alto rendimiento de metabolitos antimicrobianos, pero 

no tienen una composición bien definida, generalmente se suplen como un polvo libre 

de células. Aunque la documentación científica es mucho más escasa que para las 

bacteriocinas, las aplicaciones industriales son mucho más amplias (Elsser-Gravesen 

y Elsser-Gravesen, 2013). Las preparaciones del compuesto antimicrobiano activo 

pueden ser utilizadas con la ventaja de un efecto más rápido y controlable (Shafiur-

Rahman, 2007) 

Cultivos bioprotectores. La fermentación de alimentos utilizando cultivos iniciadores 

es uno de los usos más antiguos de biotecnología y aun hoy en día son parte 

importante (20-40%) de la dieta humana (Elsser-Gravesen y Elsser-Gravesen, 2013).  

Las BAL se pueden aplicar directamente como cultivo protectivo al alimento confiando 

en su proliferación y consecuente competición con los microorganismos a ser 

suprimidos (Shafiur-Rahman, 2007). Las principales funciones deseadas comprenden 

las siguientes: durabilidad mejorada debido a la acción de los metabolitos 

antimicrobianos y la disminución de la aw (salado/secado). Inocuidad debido a la 

reducción de microrganismos patógenos y sus toxinas, valor nutricional mejorado, así 

como las características organolépticas. Los cultivos microbianos son referidos como 

cultivos iniciadores o protectores, aunque estas propiedades están unidas 

inherentemente. 
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Desechos agroindustriales  

Por años, las industrias han aplicado métodos de disposición de desechos fáciles y 

económicos como por ejemplo el vertido en alcantarillado, cuerpos de agua o campos. 

Obviamente, esto ha traído como consecuencia la contaminación del ambiente (Sabo, 

et al., 2019). Para el año 2016, la producción mundial de pescado fue de 171 millones 

de toneladas de acuerdo con la Organización de alimentos y agricultura de las 

naciones unidas (FAO, por sus siglas en inglés), de los cuales, entre un 25 y un 70% 

se convierten en desechos (Vázquez, et al., 2019). Los efluentes producto de la 

elaboración de cerveza también son un desecho de importancia. La producción 

mundial de cerveza llega casi a los 84 billones de litros por año, lo que resulta en 

efluentes compuestos por una cantidad significativa de levaduras que pueden 

alcanzar los 19 millones de kg al año en el mundo (Mathias, et al., 2017). Por su parte, 

el suero de leche es uno de los sub-productos más importantes en la industria de 

alimentos ya que tan solo en el 2011, la producción mundial fue cercana a los 200 

millones de toneladas (Chalermthai, et al., 2019). Además, es un subproducto muy 

nutritivo debido a que posee considerables cantidades de nutrientes tales como 

lactosa, proteínas, vitaminas y minerales. Por ello, es de los efluentes más 

contaminantes debido a su alta demanda bioquímica de oxígeno y cuyo tratamiento 

para poder alcanzar los requerimientos legales para poder ser vertido es muy costoso 

(Boumaiza, et al., 2018; Veeravalli y Mathews, 2018). Por último, para el período del 

2011 al 2012, la producción de manzana destinada para la producción de jugo en el 

mundo alcanzó los 12.2 millones de toneladas métricas. La cantidad de bagazo 

obtenida luego de la extracción del jugo es aproximadamente un 35% de la fruta 

procesada (Bolarinwa, et al., 2015; Bravo, et al., 2019). Estos desechos pueden ser 

aprovechados a través de su inclusión en procesos de fermentación microbiana para 

la obtención de compuestos de interés para de esta forma, ayudar a reducir la 

contaminación que le causan al medio ambiente (Boumaiza, et al., 2018). Al sustituir 

sustratos costosos para fermentación por estos desechos agroindustriales se puede 
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lograr un proceso de bajo costo y amigable al ambiente al mismo tiempo que se evita 

el vertido de efluentes al ambiente (Veeravalli y Mathews, 2018).  

Aunque las BAL son microorganismos considerados fastidiosos debido a que 

demandan medios de cultivo ricos en nutrientes tales como nitrógeno, minerales y 

vitaminas, poseen un sistema proteolítico capaz de liberar aminoácidos esenciales, 

logrando crecer adecuadamente en productos ricos en proteínas (Veeravalli y 

Mathews, 2018; Mathias, et al., 2017). La tabla 7 muestra diferentes investigaciones 

sobre BAL en desechos agroindustriales.  

 

Tabla 7. Evaluaciones sobre crecimiento de BAL en desechos agroindustriales. 

Autores Desecho BAL Investigación 

Vázquez et al. 2019 Pescado P. acidilactici Lípidos, Hidrolizados de 

proteínas. Á. láctico 

Ruthu et al. 2014 Pescado E. faecium 

P. acidilactici 

Lípidos, Hidrolizados de 

proteínas 

Sabo et al., 2019 Suero L. plantarum Bacteriocina 

Worsztynowicz et al., 

2020 

Suero E. faecium Bacteriocina 

Bartkiene, et al. 2019 Suero L. uvarum 

L. casei 

Actividad 

antimicrobiana 

Mathias, et al. 2017 Desecho de 

levaduras 

L. delbrueckii Actividad proteolítica 

Bustos et al. 2004 Efluentes de 

vinificación 

L. rhamnosus Ácido Láctico 

Gullón et al. 2008 Bagazo de 

manzana 

L. rhamnosus Ácido láctico 

Leroy et al., 2006 Bagazo de 

manzana 

L. amylovorus Bacteriocina 

Zhang et al., 2018 Avena 

forrajera 

L. plantarum Ácido láctico 
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Pediococcus acidilactici ha sido empleada con éxito en la transformación de desechos 

de pescado para la producción de soluciones de gelatina, aceites, hidrolizados de 

proteínas que incluye la obtención de péptidos bioactivos y peptonas. Además, 

produjeron ácido láctico y pediocina SA-1 a partir de un medio de cultivo de bajo costo 

formulado con las peptonas obtenidas (Vázquez, et al., 2019).  

Pediococcus acidilactici y Enterococcus faecium también fueron empleadas en la 

transformación de desechos de pescado en hidrolizados proteicos y aceites, sin 

embargo, a pesar de que su sobrenadante mostró actividad antimicrobiana no 

realizaron la determinación de péptidos (Ruthu, et al., 2014).  

De igual forma, los nutrientes contenidos en el suero de leche han sido aprovechados 

para la obtención de bacteriocinas al ser fermentado por L. plantarum (Sabo, et al., 

2019) y E. faecalis (Worsztynowicz, et al., 2020) así como para evaluar su influencia 

en la capacidad antimicrobiana de BAL, en donde determinaron que la actividad 

antimicrobiana de Lactobacillus uvarum y Lactobacillus casei fue mayor en un medio 

rico en suero de leche que en el medio MRS (Bartkiene, et al., 2019). 

La avena forrajera es un cultivo importante en muchas partes del mundo debido a que 

puede ser cultivado en ambientes adversos como por ejemplo en suelos de baja 

fertilidad. Entre otras características de importancia, la avena forrajera tiene un 

contenido de proteína cruda que puede variar entre 52 y 148 g/Kg en peso seco 

(Kafilzadeh y Heidary, 2013). Este contenido de proteínas puede ser aprovechado por 

las BAL nutrientes para el crecimiento. De esta forma, L. plantarum BAL ha sido 

utilizada como aditivo para ensilaje de avena asegurando una fermentación rápida y 

vigorosa debido a la rápida acumulación de ácido láctico y disminución del pH, 

manteniendo el ensilado en perfectas condiciones durante 7 meses. Además, se 

determinó la inhibición del crecimiento de E. coli, S. aureus; S. enterica; L. 

monocytogenes; P. aeruginosa y B. subtilis (Zhang, et al., 2018). 

Por su parte, el desecho de levadura provee aminoácidos, nitrógeno, vitaminas B, 

bases de purina y pirimidina y minerales esenciales para el crecimiento de BAL 

durante la fermentación ácido láctica (Veeravalli y Mathews, 2018; Bustos, et al., 
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2004). Esta variedad de nutrientes presentes en el extracto de levadura se debe a la 

alta probabilidad que tienen las levaduras de sufrir lisis al final de su fase activa, 

liberando de esta forma compuestos solubles en el medio (Mathias, et al., 2017). La 

influencia del desecho de levadura de cerveza sobre la producción de proteasas por 

BAL fue evaluada en medios de cultivo con diferentes concentraciones. Demostraron 

que la actividad proteolítica fue la mayor en medios conteniendo 50% o más de 

desecho de levadura de cerveza (Mathias, et al., 2017). Así mismo, los efluentes de 

la elaboración de vino fueron empleados como único nutriente para la producción de 

ácido láctico por L. rhamnosus logrando mayor rendimiento que en el medio MRS 

(Bustos, et al., 2004). 

El bagazo de manzana ha sido reportando como un ingrediente clave para mejorar el 

crecimiento de BAL ya que posee varias ventajas como son un alto contenido de 

glucosa y fructosa libre, los cuales son conocidos como excelentes fuentes de carbono 

para el crecimiento microbiano y la producción de ácido láctico. Además, posee otros 

mono, di y oligosacáridos, ácido cítrico y málico que también pueden ser 

metabolizados por las BAL. Iones metálicos como Magnesio, Manganeso e Hierro 

fundamentales para el crecimiento de las BAL también forman parte del bagazo de 

manzana (Gullón, et al., 2008). Esta diversidad de azúcares ha sido reportada como 

estimulante para la producción de bacteriocinas por una cepa de Lactobacillus 

amylovours ya que los niveles de la actividad de la amilovorina fueron superiores 

cuando el sustrato contenía mezclas complejas de azúcares que cuando se 

emplearon fuentes de energía simples (Leroy, et al., 2006). Gullón et al. (2008), 

reportan un alto rendimiento en la producción de ácido láctico empleando bagazo de 

manzana suplementado con los ingredientes similares a los empleados en el medio 

MRS.  

Por lo antes expuesto, se puede constatar la necesidad de implementar métodos de 

desinfección de frutas y hortalizas post cosecha, así como la investigación en cuanto 

al potencial uso de BAL como método de desinfección en frutas y hortalizas. Esta 

investigación se dirige al aislamiento de BAL de fuentes vegetales y su selección 

basándose en su capacidad antimicrobiana para luego identificar las cepas 
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molecularmente. Por último, se aplicará el sobrenadante libre de células del 

crecimiento de BAL sobre manzanas (Malus domestica var Golden delicious) para 

evaluar su capacidad como agente bioprotector. 
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JUSTIFICACIÓN 

 

En vista de la evidencia en cuanto a la presencia de Bacterias patógenas asociadas a 

los brotes de ETA por consumo de frutas y hortalizas frescas y de la falta de métodos 

alternativos para su desinfección durante la post cosecha, surge la necesidad de 

evaluar la actividad antimicrobiana de las Bacterias ácido lácticas aisladas de 

vegetales frescos para mejorar su efectividad al aplicar su sobrenadante libre de 

células en manzanas frescas (Malus domestica var Golden delicious) como método 

alternativo de desinfección que garantice su inocuidad y alargue el tiempo de vida útil.  
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HIPÓTESIS 

 

Los sobrenadantes libres de células del cultivo de bacterias lácticas que fueron 

aisladas de vegetales presentan actividad antimicrobiana contra bacterias patógenas 

y deteriorativas presentes en alimentos. Por ello, los sobrenadantes pueden utilizarse 

como método de biopreservación en alimentos, particularmente en manzanas enteras 

(Malus domestica var. Golden delicious). 
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OBJETIVO GENERAL. 

 

Obtener sobrenadantes con actividad antimicrobiana a partir de cultivos de bacterias 

ácido lácticas aisladas de fuentes vegetales, para utilizarse en la biopresevación de 

alimentos. 

Objetivos específicos. 

¶ Obtener cepas de Bacterias ácido lácticas a partir de fuentes vegetales y 

evaluar su capacidad antimicrobiana in vitro contra microrganismos patógenos 

y deterioradores. 

¶ Caracterizar bioquímica y molecularmente las cepas de Bacterias ácido lácticas 

que presentan actividad antimicrobiana. 

¶ Evaluar la actividad antimicrobiana de los sobrenadantes del crecimiento de 

bacterias ácido lácticas de fuentes vegetales provenientes de medios de cultivo 

formulados con desechos agroindustriales.  

¶ Evaluar la capacidad bioprotectora ex vivo de una cobertura a base del 

sobrenadante de Leuconostoc mesenteroides PIM5 durante el almacenamiento 

de manzanas (Malus domestica var. Golden delicious) frescas.  
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MATERIALES Y MÉTODOS 

a). - Materiales y equipo: 

¶ Caldo MRS, Difco. 

¶ Cloruro de sodio, Favela pro Sa de CV. 

¶ Agar MRS, Difco. 

¶ Caldo Infusión Cerebro Corazón, Bioxon. 

¶ K2HPO4 Contek Química S.A. de C.V. 

¶ Safranina Becton Dickinson and Company. 

¶ Yodo Lugol Becton Dickinson and Company. 

¶ Alcohol/acetona JT Baker. 

¶ Cristal Violeta Becton Dickinson and Company. 

¶ Peróxido de hidrógeno Laboratorios Jaloma S.A. de C.V. 

¶ Extracto de levadura, Bioxon. 

¶ Extracto de malta, Bioxon. 

¶ Leche descremada Svelty Nestlé  

¶ Peptona de caseína, Difco. 

¶ Agar, Difco. 

¶ Glucosa, JT Baker. 

¶ Ferrocianuro de potasio, JT Baker. 

¶ Citrato de hierro, JT Baker. 

¶ Citrato de sodio JT Baker. 

¶ Tributirina Sigma Aldrich.  

¶ Agar M17, Difco. 

¶ Almidón, Técnica Química, S.A. 

¶ Sacarosa, Favela pro S.A. de C.V. 

¶ Metanol, JT Baker. 

¶ Ácido acético, JT Baker. 

¶ buffer TE 1X Sigma. 

¶ Lisozima, Sigma. 

¶ Dodecilsulfato de Sodio Sigma. 

¶ Proteinasa K, Sigma Aldrich.   

¶ Vortex 

¶ Bromuro de cetiltrimetilamonio (CTAB), Sigma Aldrich.  

¶ Cloroformo JT Baker. 

¶ Alcohol Isoamílico JT Baker. 

¶ Alcohol Isopropílico. JT Baker. 

¶ Alcohol etílico, JT Baker. 

¶ Agua Mili-Q, Promega. 

¶ Go Taq® Colorless Master Mix 2X, Promega Corporation. 

¶ Primer 8F, Integrated DNA technologies. 

¶ Primer 1492R, Integrated DNA technologies.  

¶ Ciclador térmico, Biorad, T100 Thermal cycler. 
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¶ Agarosa Biorad Laboratories, Inc.  

¶ Buffer Tris Borato 1X EDTA (TBE 1X) Sigma 

¶ Syber Safe DNA gel stain, Invitrogen.  

¶ DNA mass ladder, Invitrogen. 

¶ Ácido 3,5 dinitrosalicilico Sigma Aldrich. 

¶ Reactivo de Bradford, Sigma Aldrich. 

¶ Fructosa, Materiales y Abastos Especializados S. A. de C.V. 

¶ Hidróxido de sodio, Coontek Química S.A. de C.V. 

¶ Agar cuenta estándar, Bioxon. 

¶ Agar papa dextrosa, Difco. 

¶ Ácido tartárico, Favela pro S.A. de C.V. 

¶ Unidad de Destilación Kjeldahl, Labconco. 

¶ Unidad de digestión, Novatech.  

¶ Incubadora, Shel-lab 1535, Sheldon manufacturing inc 

¶ Incubadora, Isotemp incubator, Fisher scientific 

¶ Centrífuga, Eppendorf 5810R. 

¶ Centrífuga, Velab. 

¶ Espectrofotómetro, Biorad 550. 

¶ Baño de maria, VWR Scientific 1203. 

¶ Transiluminator UV, Kodak Gel Logic 2200 Imaging System (Eastman Kodak 

Company). 

¶ Colorímetro portátil (Minolta Chroma Meter CR-300, Minolta Corp. 

¶ Teléfono móvil Samsung note 9 

¶ Bascula difital, T-fal optiss. 

¶ Licuadora de inmersión, BAPI 850 plus. 

¶ Refractómetro de mano, Master 53T, Atago. 

¶ Potenciómetro, Orion Dual star, Thermo Scientific. 

¶ Plancha de agitación, Nuova stir plate Thermolyne, 18 425 

¶ Campana de extracción, Nuaire, Class II, type A/B3. 

¶ Microscopio Olympus CX21LED 

¶ Contador de colonias Felisa FE 500 

 

b).-Métodos. 

Aislamiento de Bacterias Ácido Lácticas. 

Se tomaron muestras de frutas y hortalizas en campos de cultivo, tianguis y 

supermercados. Las muestras se colocaron en bolsas estériles de cierre rápido y se 

transportaron al laboratorio en hieleras con refrigerante. Se añadió 10 mL de Diluyente 

de Máxima Recuperación (DMR, 8,5 g/L NaCl, 1,0 g/L Peptona). Luego se transfirió 1 

mL de la muestra a tubos con caldo MRS y se incubaron a 26°C de 24 a 48 h en 
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anaerobiosis. Posteriormente, de los tubos con crecimiento se estrió una asada del 

caldo en agar MRS y se incubó a 26°C de 24 a 48 h en anaerobiosis. Se seleccionaron 

las colonias típicas de acuerdo a su morfología y se sometieron a tinción de Gram, 

prueba de Catalasa y Oxidasa. Las colonias Gram positivas, catalasa y oxidasa 

negativas fueron seleccionadas como presuntas BAL para la determinación de su 

capacidad antimicrobiana (Siroli, et al., 2015)  

 

Determinación de la actividad antimicrobiana. 

La determinación de la actividad antimicrobiana (AA) se llevó a cabo siguiendo lo 

reportado por Inglin et al. (2015), con modificaciones. Las cepas de presuntas BAL 

seleccionadas fueron inoculadas en tubos con 1.5 mL de caldo MRS y se incubaron a 

26°C de 24 a 48 h. Para la prueba se emplearon los sobrenadantes del crecimiento 

de BAL libres de células (SLC), los cuales fueron obtenidos por centrifugación de los 

cultivos (4400 g x 25 min) y se pasteurizaron a 75°C por 3 minutos. Se prepararon 

suspensiones de microorganismos patógenos a concentraciones de 1.5 x 108 cel/mL 

empleando el método del Nefelómetro de Mc Farland y suspensiones de esporas de 

hongos entre 103 y 104. En una microplaca, se colocaron en cada pozo 100 µL de 

Caldo Infusión Cerebro Corazón (BHI) suplementado con K2HPO4 (0.1 M). Para 

Mohos y Levaduras se colocaron 100 µL de caldo YM. Luego se transfirieron 50 µL 

del SLC del crecimiento de BAL y 30 µL de las suspensiones de cada microorganismo 

indicador (Tabla 8). En una fila se agregaron 150 µL de caldo BHI con K2HPO4 y 30 

µL de la suspensión de cada microorganismo indicador. Se incubó cada placa en 

condiciones adecuadas para cada microorganismo indicador (Tabla 8) y se midió la 

densidad óptica a 595 nm (OD595) a los tiempos t0h y t24h para bacterias y levaduras y 

t48 para mohos empleando un espectrofotómetro con lector de microplacas (Biorad 

550, Japón).  
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Tabla 8. Microorganismos indicadores para la prueba de determinación de la 
capacidad antimicrobiana. 

Indicador ATCC Condiciones  

Bacillus cereus 11778  

Listeria monocytogenes 19114  

Staphyllococcus aureus 25923 Aerobiosis 

Escherichia coli 35218 37ÁC, 24 h 

Escherichia coli O157:H7 43888  

Salmonella typhimurium 14028  

Lactococcus lactis Comercial 26ÁC, 24 h 

Lactobacillus casei Comercial Anaerobiosis 

Aspergillus niger Colecci·n BUAP  

Penicillium expansum Colecci·n 

UDLAP 

 

Fusarium oxysporum Colecci·n 

UDLAP 

26ÁC, 48 h 

Candida albicans 10231 aerobiosis 

Saccharomyces 

cerevisiae 9763 

 

Candida tropicalis 1369  

 

Los porcentajes de inhibición se calcularon empleando la fórmula 1: 

 

ἋἋ   ἎἛἻ Ⱦ ἎἛἫz                                          (1) 
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Donde: 

ȹDOs: Promedio de la diferencia de la densidad óptica de la muestra entre t0 y t24 ó 

t48.  

ȹDOc: Promedio de la diferencia de la densidad óptica del control entre t0 y t24 ó t48. 

 

Determinación de la actividad enzimática.  

 

Detección de proteasa, lipasa, amilasa y la capacidad de metabolizar citrato. 

Se evaluaron la capacidad de las BAL para producir proteasa, lipasa, amilasa y la 

capacidad de metabolizar citrato. Para la determinación de la producción de proteasa 

se preparó Agar leche descremada según lo establecido por Pailin et al. (2001), con 

modificaciones (Leche descremada 1.5%, peptona de caseína 1%, agar 1.5%). Para 

la determinación de la producción de lipasa se preparó Agar MRS suplementado con 

1% Tributirina. Para comprobar la producción de Amilasas se empleó Agar Almidón 

(Agar M17, almidón 1%) inundado con solución de iodo para prueba de Gram después 

de la inoculación e incubación (Abbasiliasi, et al., 2017). Cada placa con medio fue 

inoculada por punción con un cultivo de 18 h de BAL y se incubaron a 26°C por 24 h. 

La presencia del halo de hidrólisis alrededor de la punción se consideró como actividad 

positiva. Para la determinación del metabolismo de citrato se empleó Agar citrato 

(Kempler & Mckay, 1980; leche en polvo descremada 1%, peptona de caseína 0.25%, 

glucosa 0.5% y agar 1.5%), complementado con una solución de 10 mL de 

ferrocianuro de potasio (Ferrocianuro de potasio 10%, Citrato de hierro 2.5% y citrato 

de sodio 2.5%). Las placas con Agar citrato fueron inoculadas por punción con un 

cultivo de 18 h de BAL y se incubaron a 26°C por 24 h. La formación de colonias 

azules se consideró positivo para el metabolismo de citrato. 
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Producción de biopelículas. 

El ensayo para la formación de biopelículas se realizó de acuerdo con el método 

empleado por Stepanovic et al. (2000), con modificaciones.  Las cepas de BAL se 

inocularon en tubos con 2.5 mL de caldo MRS suplementado con 2% de sacarosa. De 

cada tubo se tomaron 200 µL y se colocaron en pozos de una microplaca por triplicado. 

Como control negativo se colocó 200 µL de caldo por triplicado. La microplaca se 

incubó en anaerobiosis a 26°C por 48 h. Después de incubada, se vació el contenido 

de la placa y se lavó con solución salina estéril. Las bacterias que quedaban en la 

placa fueron fijadas con 200 µL de metanol al 99% por 15 minutos. Posteriormente, 

se vaciaron los pozos y se dejaron secar. Una vez secos fueron teñidos con 200 µL 

de cristal violeta para prueba de Gram durante 5 minutos. El exceso se eliminó 

enjuagando con agua corriente y se dejaron secar. Por último, se agregaron 160 µL 

de una solución de ácido acético glacial al 33% en cada pozo y se midió la Densidad 

Óptica a 595 nm empleando un lector de microplacas (Biorad 550, Japón). 

Se determinó la desviación estándar del control negativo (ODC) con base en la cual 

las desviaciones estándar de la Densidad Óptica de las cepas (ODM) se clasificaron 

de la siguiente forma: 

ODM Ò ODC no adherente 

ODC < ODM Ò 2 x ODC débilmente adherente  

2 x ODC < ODM Ò 4 x ODC moderadamente adherente 

4 x ODC < ODM fuertemente adherente 

 

Identificación de las cepas de Bacterias ácido lácticas. 

Extracción del ADN. 

La extracción de ADN se realizó de acuerdo con lo reportado por Pospiech y Neumann 

(1995) con variaciones. Una asada de cada BAL se transfirió a un tubo Eppendorf de 

1,5 mL con 400 ɛL de buffer TE 1X y 50 ɛL de Lisozima (10 mg/mL). La mezcla se 

incubó por 1.5 h a 37°C. Luego, se agregó 70 ɛL de Dodecilsulfato de Sodio (SDS, 

10%) y 5 ɛL of Proteinasa K (10 mg/mL), la mezcla se homogeneizó en vortex y se 
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incubó a 65°C por 10 min. Posteriormente, se añadió 100 ɛL de NaCl 5 M y 100 ɛL de 

una solución de Bromuro de cetiltrimetilamonio (CTAB) y NaCl (CTAB 100 mg/mL, 

NaCl 41 mg/mL) la mezcla fue homogeneizada en vortex e incubada por 10 minutos 

a 65°C. Después de ello, se agregó 700 ɛL de una mezcla de Cloroformo/Alcohol 

Isoamílico (24:1), se homogeneizó en vortex y se centrifugó a 12.000 rpm por 10 

minutos a 20°C. El sobrenadante fue transferido a otro tubo y se agregaron 0.6 

volúmenes de Alcohol Isopropílico. El ADN se dejó precipitar a -20°C por 24 h y se 

recuperó por centrifugación a 12.000 rpm y 20°C por 15 minutos. Se decantó el 

sobrenadante y la pastilla se ADN fue lavada 3 veces con 600 ɛL de Alcohol etílico al 

70% y subsecuentes centrifugaciones a 12.000 rpm y 4°C por 5 minutes. Finalmente, 

la pastilla se dejó secar a temperatura ambiente, se re-suspendió en 50 ɛL de agua 

Mili-Q y se almacenaron a -20°C.  

 

Amplificación del ADN ribosomal 16s. 

La amplificación del rADN 16s se llevó a cabo aplicando la Reacción de cadena de la 

polimerasa (PCR) de acuerdo a lo establecido por Liu et al. (2012), con algunas 

modificaciones. Se empleó una mezcla de reacción con un volumen final de 25 ɛL. La 

mezcla contenía 5 µL de cada ADN de BAL (100 ng), 2.5 µL de agua Mili-Q, 12.5 µL 

de Go Taq® Colorless Master Mix 2X (Promega Corporation, Madison, WI, USA; ADN 

polimerasa 2X GoTaq®; buffer de reacción incoloro pH 8.5; 400 µM dATP, 400 µM 

dGTP; 400 µM dCTP; 400 µM dTTP y MgCl2 3 mM.) y 2.5 µL de cada primer. Los 

primers empleados fueron 8F- 5´ GCG GAT CCG CGG CCG CTG CAG AGT TTG 

ATC CTG TCT CAG 3´ y 1492R- 5´ GGC TCG AGC GGC CGC CCG GGT 3 TAC CTT 

GTT ACG ACT T 3´ (Integrated DNA technologies, Coralville, USA). La reacción se 

llevó a cabo en un Ciclador térmico (Biorad, T100 Thermal cycler, Singapore), con un 

programa de amplificación que incluyó los siguientes pasos: pre-desnaturalización a 

94°C por 5 min, 30 ciclos que consistían en desnaturalización a 95°C por 1 min, 

alineación a 55°C por 1 min y extensión a 72°C por 1 min. Finalmente, una última 

extensión a 72°C por 5 min. Los productos de PCR fueron confirmados por 

electroforesis en gel de agarosa al 2% (p/v) a 90 V, por 40 min, en Buffer Tris Borato 

1X EDTA (TBE 1X) con Syber Safe DNA gel stain (Invitrogen, USA) y un 
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Transiluminator UV, Kodak Gel Logic 2200 Imaging System (Eastman Kodak 

Company).  

 

Secuenciación  

Las muestras amplificadas del gen 16s rRNA fueron enviadas a Macrogen Corp. 

(Rockville, MD, USA) para ser secuenciadas por medio del método Sanger con los 

primers descritos para la amplificación. Las secuencias obtenidas (sentido y anti 

sentido) fueron comparadas con las secuencias contenidas en la base de datos 

GenBank del National Center for Biotechnology Information (NCBI) empleando el 

programa Standard nucleotide Basic Local Alignment Search Tool 

(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) con la finalidad de determinar si ambas 

secuencias coincidían con la secuencia de un mismo microorganismo. 

Posteriormente, a partir de la secuencia anti sentido se generó una secuencia 

complementaria (sentido complementario) para incrementar el porcentaje de similitud. 

Para ello se utilizó la herramienta en línea de bioinformatics.org. Una vez obtenida la 

secuencia sentido complementaria, se alinearon ambas secuencias (sentido y sentido 

complementaria) utilizando la aplicación SeaView 3.2 

(http://134.214.32.76/software/seaview3.html). La secuencia resultante se analizó de 

nuevo con el programa Standard nucleotide Basic Local Alignment Search Tool de la 

base de datos GeneBank del NCBI. Finalmente, las secuencias fueron enviadas a la 

base de datos del GeneBank para obtener los números de acceso. Adicionalmente, 

las secuencias de nucleótidos fueron analizadas con los programas Clustal.X 

(http://clustal.org/clustal2/) y Mega X (https://www.megasoftware.net/) para generar un 

árbol filogénetico. 

 

Formulación de medios de cultivo empleando desechos agroindustriales.  

Caracterización de desechos agroindustriales 

Para poder llevar a cabo la formulación de los medios de cultivo empleando desechos 

agroindustriales, previamente se caracterizaron los desechos a utilizar. Los desechos 

agroindustriales manejados fueron: Bagazo de manzana (BM) proveniente de la 

industria de elaboración de jugos La Norteñita, agua de levadura (AL) como desecho 

http://clustal.org/clustal2/
https://www.megasoftware.net/
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de la fabricación artesanal de cerveza proveniente de Tijarare Cervecería Artesanal. 

Para obtener el agua de levadura se le aplicó un tratamiento preliminar al efluente de 

la elaboración de cerveza para eliminar los desechos adicionales que contiene. A este 

efluente se le agregó agua estéril en una relación 2:1, agua/efluente y se dejó decantar 

por 30 minutos.  Una vez decantado se formaron 3 fases como se puede observar en 

la figura 1. La tercera fase o fase inferior, es la más oscura y se descartó debido a que 

corresponde a lúpulo y sustrato no utilizado. Las dos fases superiores corresponden 

a levadura activa e inactiva, fueron esterilizadas y se tomaron como agua de levadura. 

Los demás desechos utilizados fueron: harina de pescado comercial (HP) la cual fue 

adquirida en el supermercado S-mart, suero de leche (SL) de la elaboración de queso 

donado por la fábrica de queso de la Facultad de Zootecnia de la Universidad 

Autónoma de Chihuahua y avena forrajera (AF), Avena sativa L. var. Karma, suplida 

por Semillas Pura Sangre. A todos los desechos se les determinó el contenido de 

nitrógeno total y proteína por el método Kjeldahl (Wang, et al., 2016) y el contenido de 

azúcares reductores por el método del ácido 3,5 dinitrosalicilico (Miller, 1959).  

 

 

Figura 1. Decantado del efluente de la elaboración de cerveza artesanal. 
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Formulación de los medios de cultivo. 

Una vez caracterizados los desechos agroindustriales se formularon caldos de cultivo 

similares al caldo MRS. Para ello, se elaboró un medio base que contenía Tween 80 

y las mismas sales en las mismas cantidades contenidas en el caldo MRS. Además, 

se sustituyó la glucosa por BM, y el extracto de levadura por AL. Posteriormente, se 

prepararon tres caldos de cultivo agregando una fuente de proteínas diferente (HP, 

SL, AF) al medio base sustituyendo la peptona y el extracto de carne. Todos los 

ingredientes sustituidos fueron reemplazados por los desechos agroindustriales en 

cantidades equivalentes a las contenidas en el medio MRS en carbono y nitrógeno. 

Los caldos resultantes fueron caldo harina de pescado (CHP), caldo suero de leche 

(CSL) y caldo avena forrajera (CAF).  

 

Fermentación de los medios formulados y actividad antimicrobiana. 

Se colocaron triplicados de 45 mL de los caldos formulados y del caldo MRS, se 

inocularon con 5 mL de cultivos de una noche de las BAL seleccionadas de acuerdo 

con su actividad antimicrobiana. A continuación, se incubaron los medios a 26°C por 

48 h. Una vez transcurrido el tiempo de incubación los medios fueron centrifugados a 

14000 rpm durante 10 minutos y pasteurizados a 75°C por 3 minutos para obtener el 

SLC. La actividad antimicrobiana se evaluó como se explicó anteriormente empleando 

los mismos microorganismos indicadores con excepción de las bacterias Gram-

positivas y las BAL utilizadas como indicadores.  

 

Análisis químico de cultivo estéril y sobrenadante. 

El consumo de proteínas y azúcares reductores, así como el pH y la producción de 

ácido láctico de la cepa con la mejor actividad antimicrobiana se evaluó en el SLC y 

en el caldo donde las BAL desarrollaron mejor su actividad antimicrobiana y en el SLC 

y en el caldo MRS para comparar el comportamiento de la cepa en ambos medios. 

Por lo tanto, el contenido de proteínas se determinó empleando el método de Bradford 

(Bradford, 1976), los azúcares reductores expresados como fructosa por el método de 

ácido 3,5 dinitrosalicilico (Miller, 1959), los azúcares totales expresados como fructosa 
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(Dubois, et al., 1956), azúcares no reductores por diferencia, la acidez titulable total 

expresada como la cantidad en gramos de ácido láctico por cada 100 g de muestra 

(Souza, et al., 2015)) y el pH se determinó tanto en el SLC como en el caldo estéril. 

 

Evaluación del efecto bioprotector del sobrenadante de BAL.   

Solución de cubierta   

Para evaluar el efecto bioprotector del sobrenadante de BAL se empleó como solución 

de cubierta al sobrenadante del crecimiento de la BAL en los medios formulados con 

desechos agro-industriales con mayor actividad antimicrobiana. Para lo cual, se 

preparó el medio donde las BAL mostraron mayor actividad antimicrobiana y se 

inoculó con la BAL con mayor actividad antimicrobiana siguiendo el procedimiento 

explicado anteriormente. 

 

Preparación de las muestras  

Se adquirieron 100 muestras de manzanas (Malus domestica var. Golden Delicious) 

seleccionadas manteniendo el mismo color y tamaño, sin defectos, enfermedades o 

contaminación. Se transportaron al laboratorio y se desinfectaron por inmersión en 

una solución de cloro al 1% por 30 segundos, se enjuagaron tres veces en agua estéril 

y se secaron al aire. Una vez secas, se les realizaron análisis físico-químicos para 

determinar sus características iniciales (t0) y posteriormente cada cuatro días hasta el 

día 28 (t28). Luego, las muestras fueron separadas en dos grupos: El primero consistió 

en las muestras desinfectadas sin recubrimiento (SR), las cuales fueron colocadas en 

rejillas plásticas luego de la desinfección. El segundo grupo constó de las muestras 

recubiertas (R). Las muestras fueron sumergidas en la solución de cubierta por 5 

minutos, colocadas en rejillas plásticas y secadas al aire. Todas las muestras fueron 

almacenadas a 25°C ± 1°C por 28 días. 
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Análisis físico-químicos 

Los análisis físico-químicos realizados fueron Color, Índice de color, apariencia, 

pérdida de peso, acidez titulable total, contenido de sólidos solubles, Índice de 

Madurez, pH, Bacterias mesófilas aerobias y mohos y levaduras. Todas las 

mediciones se realizaron por quintuplicado con excepción de las mediciones de color, 

y se reportaron los promedios y su desviación estándar.   

 

Color y Apariencia 

Para las pruebas de color y apariencia se separaron cinco muestras de cada grupo 

(SR y R) a las cuales se les realizaron las mediciones durante los 28 días. Para la 

prueba de color externo se empleó un colorímetro portátil (Minolta Chroma Meter CR-

300, Minolta Corp., Ramsey, N.J., U.S.A.), utilizando los parámetros de color CIE 

L*a*b*: L  z(Claridad), a  z(rojo/verde), y b  z(amarillo/azul). El colorímetro fue calibrado 

con una placa blanca de calibración estándar antes de iniciar las mediciones. Se 

tomaron diez mediciones a cada una de las muestras cada cuatro días colocando las 

manzanas en la misma posición para asegurar que todas las mediciones se realizaran 

en las mismas condiciones. Adicionalmente, se determinó el índice de Color, IC (Kus, 

et al., 2017) empleando la fórmula 2: 

 

Ὅὅ
  

   
                                                                     (2) 

 

Para la prueba de apariencia, se tomaron fotos a cada muestra cada cuatro días en la 

misma posición utilizada para las mediciones de color empleando un teléfono móvil 

Samsung Note 9.  
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Pérdida de peso  

De igual forma, para la prueba de pérdida de peso se separaron 5 muestras de cada 

grupo, las cuales fueron pesadas individualmente desde el inicio de la prueba (t0) y 

cada 4 días hasta completar los 28 días.  Para la prueba se empleó una balanza marca 

Tfal, los resultados se expresaron en gramos y la pérdida de peso (P%) se expresó 

en porcentaje aplicando la ecuación 3: 

 

ὖϷ ὼ ρππ                                                                 (3) 

 

Donde Pi es el peso inicial de las muestras y Pf es el peso final de las muestras. 

(Souza, et al., 2015),  

 

Contenido de sólidos solubles  

Una vez realizadas las pruebas anteriores, a las manzanas se les eliminó el centro 

con un saca-corazones estéril y luego fueron cortadas con un cuchillo estéril. Luego, 

se convirtieron en puré empleando una licuadora de inmersión (BAPI 850 plus, Taurus, 

España), se dejó separar el jugo de los sólidos y se colocó una gota en un 

refractómetro de mano (Master 53T, Atago, Japón). El contenido de sólidos solubles 

(CSS) se expresó en °Brix (Souza, et al., 2015). 

 

pH y acidez titulable.  

Para determinar el pH se pesaron 10 g del puré y se les añadió 100 mL de agua 

destilada. Se midió el pH de la solución utilizando un potenciómetro (Orion Dual star, 

Thermo Scientific, Singapur). Luego, para la determinación de acidez titulable (AT) se 

tituló la solución con NaOH 0.1 N en agitación hasta alcanzar un pH de 8.2. Los 

resultados se expresaron porcentaje (m/m) en gramos de ácido málico (Souza, et al., 

2015). 
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Índice de madurez.  

Para determinar el índice de madurez (IC), se aplicó la relación entre el contenido de 

sólidos solubles (CSS) expresado en °Brix y la acidez titulable (AT) expresada en 

porcentaje de ácido málico (Cocci, et al., 2014).  

 

Bacterias mesófilas aerobias y mohos y levaduras.  

Para la determinación de Bacterias mesófilas aerobias (BMA) y Mohos y levaduras 

(ML), se pesaron 10 g del puré de manzana y se colocaron en 90 mL de DMR, se 

homogeneizó por 5 minutos. Se tomó como dilución madre. Luego, se realizaron las 

diluciones a 10-2 y 10-3. Posteriormente se colocó 1 mL de cada dilución en placas de 

Petri, inmediatamente se añadieron aproximadamente 15 mL de agar para cuenta 

estándar para BMA (NOM-092-SSA1-1994) o agar Papa Dextrosa para ML (NOM-

111-SSA1-1994). Los agares se vaciaron a 40°C aproximadamente y se 

homogeneizaron por rotación para obtener colonias separadas. Luego de solidificar, 

las placas se incubaron a 37 °C por 3 días, para BMA y a 26 °C durante 7 días para 

ML. Las determinaciones se realizaron por quintuplicado y se expresaron en UFC/g 

de manzana. 

 

Análisis Estadístico.  

Los resultados de la prueba de actividad antimicrobiana contra microorganismos 

indicadores y enzimática fueron agrupados en Clusters con un 85% de similitud con 

la finalidad de seleccionar las cepas con las mayores actividades. Para ellos se aplicó 

un análisis jerárquico de agrupación utilizando el método de la distancia euclidiana 

con amalgamiento completo. Se generó un dendograma para la actividad 

antimicrobiana y uno para la actividad enzimática. 

Para la evaluación de la actividad antimicrobiana de los SLC provenientes de la 

fermentación de medios de cultivo formulados con desechos agro-industriales, los 
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resultados de la AA fueron sometidos a un análisis de varianza (ANOVA) seguido de 

una prueba de Tukey para las diferencias de medias. Los análisis estadísticos se 

realizaron empleando el programa Minitab 18 con un nivel de significancia de p < 0.05.  

El análisis y reporte de los datos recopilados durante la evaluación del efecto 

bioprotector del sobrenadante de BAL se realizó a través un ANOVA y una prueba de 

t de Student con un nivel de significancia de p < 0.05 empleando el Office Excel 

professional plus 2016. 
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RESULTADOS Y DISCUSION  

 

Aislamiento de Bacterias Ácido Lácticas. 

Esta investigación se enfocó en colectar BAL aisladas de fuentes vegetales en el área 

de Chihuahua, Chih. caracterizarlas según su actividad antimicrobiana, enzimática y 

adhesiva, las cuales pueden ser de importancia para la industria de alimentos. Por lo 

tanto, a partir de una amplia variedad de muestras de vegetales (220) se aislaron 116 

cepas de presuntas BAL. Se seleccionaron de acuerdo con su actividad 

antimicrobiana, enzimática y adhesiva. Posteriormente, los aislados seleccionados 

fueron identificados molecularmente y las secuencias fueron enviadas a la base de 

datos GenBank del NCBI. Posteriormente, las cepas seleccionadas por su actividad 

antimicrobiana fueron empleadas para evaluar el efecto de medios de cultivo 

formulados con desechos agroindustriales sobre su actividad antimicrobiana. Por 

último, el sobrenadante libre de células de la cepa con la actividad antimicrobiana más 

relevante fue utilizado como cubierta protectora en manzanas (Malus domestica var 

Golden Delicious) y su capacidad bioprotectora fue evaluada. 

Las bacterias ácido lácticas son ampliamente conocidas por su participación en la 

elaboración de productos lácteos. Sin embargo, en los últimos años han sido 

extensamente aisladas de fuentes vegetales como muestran diferentes publicaciones 

(Borrero, et al., 2017; Chen, et al., 2017; Fessard y Remize, 2019; Garzón, et al., 

2017). Además, muchos autores también han reportado que BAL aisladas de fuentes 

vegetales han conseguido inhibir el crecimiento de bacterias Gram-positivas, Gram-

negativas, mohos y levaduras (Zhang, et al., 2018; Borrero, et al., 2017; Chen, et al., 

2017; Garzón, et al., 2017; Salvucci, et al., 2016). No obstante, la promoción del 

crecimiento de los microorganismos indicadores ha sido muy poco reportada. 

Se lograron aislar 116 cepas de BAL obtenidas de las diferentes fuentes vegetales 

mostradas en la tabla 9. El número de muestras tomadas dependió de su 

disponibilidad de acuerdo con la estación y de que no hubiesen sido sometidas a 

ningún tratamiento ya sea de limpieza o desinfección. La Figura 2, muestra varios 

ejemplos de aislamientos de BAL en Agar MRS. La figura 3, muestra algunas de las 

tinciones de Gram que se realizaron la para confirmación.  
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Tabla 9. Cantidad y forma de Bacterias ácido lácticas aisladas según su fuente. 

Muestra N° Forma N° Muestra N° Forma N° 

Manzana roja 21 Cocoide 4 Tomate verde 15 Coco 2 

Manzana verde 21 Cocoide 15 Cocoide 4 

Pera 6 Bacilo 3 Uva 3 Bacilo 3 

Cocoide 1 Naranja 9 Coco 1 

Granada 3 Coco  3 Bacilo 1 

Pimiento 12 Cocoide 7 Cocoide 5 

Jalapeño 27 Cocos 3 Durazno 6 Bacilo 3 

Cocoide 10 Cocoide 2 

Chilaca 24 Coco 3 Guayaba 18 Coco 3 

Bacilo 4 Cocoide 9 

Cocoide 7 Elote 9 Bacilo 2 

Mandarina 4 Cocoide 4 Cocoide 4 

Pepino 12 Cocoide 3 Lechuga 6 Cocoide 2 

Calabacita 18 Bacilo 3 Flor de Nopal 3 Cocoide 1 

Cocoide 3 Brote de soya 3 Cocoide 1 
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Figura 2. Ejemplos de aislamientos de BAL en agar MRS. 

a b 

c d 

e f 
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Figura 3. Tinción de Gram de BAL aisladas de fuentes vegetales mostrando las 
siguientes morfologías: a) cocos, b) bacilos largos y c) y d) bacilos cortos. 

 

 

Evaluación de la actividad antimicrobiana.  

La actividad antimicrobiana de los SLC del crecimiento de las BAL se evaluó por 

microtitulación. Los porcentajes de inhibición/promoción se clasificaron de la siguiente 

forma: mayor de 50% inhibición fuerte, entre 15 y 49.99% inhibición moderada, entre 

14.99 y -14.99% se consideró inhibición o promoción no significativa, de -15% a -99.99 

% se consideró como crecimiento normal y valores menores a -100% se consideraron 

como promoción del crecimiento.  

a b 

c d 
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La figura 4, muestra los porcentajes de inhibición del crecimiento de los 

microorganismos indicadores luego de ser incubados con los SLC de las BAL, 

agrupados en Clusters. Estos porcentajes fueron agrupados en 17 Clusters con un 

85% de similitud. Los sobrenadantes del crecimiento de las BAL aisladas de fuentes 

vegetales, en general, mostraron mayor actividad antimicrobiana contra las bacterias 

Gram+ (B. cereus, L. monocytogenes), BAL (L. lactis y L. casei) y levaduras (S. 

cerevisiae, C. albicas y C. tropicalis). Contra mohos, fueron mayormente efectivos 

contra P. expansum, en menor grado contra F. oxysporum y contra A. niger la actividad 

fue escasa (7/116). La actividad inhibitoria contra bacterias Gram- fue prácticamente 

nula. La mayoría de los sobrenadantes agrupados de los Clusters 3 al 17, con 

excepción del Cluster 14, inhibieron a S. aureus, a las BAL, Levaduras y P. expansum, 

sin embargo, mostraron una fuerte promoción del crecimiento de A. niger y F. 

oxysporum. El Cluster 2, agrupa aquellos SLC que mostraron mayor inhibición del 

crecimiento de los microorganismos indicadores como se puede observar en la figura 

5.  

Todos los sobrenadantes en este Cluster inhibieron entre débil y moderadamente a B. 

cereus, P. expansum, S. cerevisiae y C. tropicalis.  L. monocytogenes, L. lactis, F. 

oxysporum sufrieron una inhibición de débil a fuerte.  Además, todos los 

sobrenadantes de este Cluster inhibieron moderadamente a C. albicans. Cabe resaltar 

que los SLC del crecimiento de una cepa de BAL aislada de pimiento (PIM4) logró 

inhibir el crecimiento de todos los indicadores con excepción de las bacterias Gram ï 

y S. aureus. Los SLC de este Cluster con inhibición fuerte del crecimiento de alguno 

de los indicadores fueron seleccionados para identificarlos molecularmente. 
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Figura 4. Porcentajes de inhibición de microorganismos indicadores agrupados en 
Clusters con 85% de similitud. 

 

 

Figura 5. Sobrenadantes agrupados en el Cluster 2 con actividad inhibitoria contra 
microorganismos indicadores. 

FECHA ESTACIÓN FUENTE CÓDIGO

06/02/2018 Invierno Calabacita CAL14 22 52 ## 1 -85 22 5 ## 16 ## -5 24 23
06/02/2018 Invierno Elote ELO8 13 60 ## -3 -75 41 -3 ## ## ## -27 25 16
06/02/2018 Invierno Pimiento PIM5 19 58 ## ## -79 12 -1 42 -1 ## 2.1 16 14
06/02/2018 Invierno Pimiento PIM4 23 65 ## ## -95 13 -0 44 30 18 0.9 24 20
31/11/2017 Otoño Pepino PEP12 4 24 ## ## -39 41 ## ## ## ## 20 23 -1
31/11/2017 Otoño Pepino PEP11 -9 36 ## ## -47 52 ## ## ## -2 22 26 17
31/11/2017 Otoño Jalapeño JAV15 -1 8.8 ## ## -44 40 ## ## 54 9 20 21 8

31/11/2017 Otoño Tomate Verde TOV9 -7 31 ## ## -52 36 ## ## 57 15 21 23 20

LEVADURASGRAM + GRAM - BAL MOHOS
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Entre las propiedades más deseables en BAL por sus aplicaciones tecnológicas se 

encuentran la disminución del pH y la producción de metabolitos antimicrobianos 

(Abriouel, et al., 2012). Las BAL aisladas de fuentes vegetales en esta investigación 

mostraron actividad antimicrobiana contra patógenos Gram-positivos (B. cereus y L. 

monocytogenes); contra otras BAL (L. lactis, L. casei); mohos (F. oxysporum y P. 

expansum) y levaduras (C. albicans, S. cerevisiae, C. tropicalis). Considerando que 

los medios de cultivo empleados en la prueba de actividad antimicrobiana (BHI, YM) 

fueron suplementados con K2HPO4, se logró un efecto amortiguador, evitando la 

acción antimicrobiana derivada de la disminución del pH debido a la producción de 

ácido láctico. Por lo tanto, la actividad antimicrobiana puede deberse a que las BAL 

hayan producido metabolitos antimicrobianos. Sin embargo, tanto A. niger como F. 

oxysporum mostraron una fuerte promoción del crecimiento luego de ser incubados 

en caldo YM amortiguado con K2HPO4 y suplementado con el SLC del crecimiento de 

las BAL agrupados entre los Clusters 3 y 17, con excepción del 14. No obstante, estos 

mohos fueron incubados en el mismo caldo YM amortiguado, pero, en lugar del SLC 

de las BAL se suplementó con caldo MRS estéril en cuyo caso no mostraron la 

promoción del crecimiento mostrado anteriormente. Por lo tanto, se puede sugerir que 

la promoción del crecimiento de A. niger y F. oxysporum puede deberse a una 

estimulación causada por los metabolitos contenidos en los SLC producidos por las 

cepas de BAL. 

Entre las BAL seleccionadas por su actividad antimicrobiana (Tabla 10, Figura 6), tres 

cepas (PIM5, CAL14, PEP12) fueron identificadas molecularmente como L. 

mesenteroides, otras tres fueron identificadas como E. mundtii (ELO8, JAV15, TOV9) 

y las dos últimas (PEP11, PIM4) fueron identificadas como E. faecium. Entre los 

géneros más frecuentemente aislados de frutas crudas y vegetales se cuentan 

Lactobacillus, Leuconostoc, Weissella, Enterococcus and Pediococcus (Devriese, et 

al., 2006). El género más comúnmente aislado en plantas es Leuconostoc y L. 

mesenteroides es la principal especie asociada a los vegetales frescos. De igual 

forma, Enterococci tales como E. mundtii y E. faecium han sido reportados con 

frecuencia como aislados de plantas (Liu, et al., 2014; Di Cagno, et al., 2013; Devriese, 

et al., 2006). Entre las cepas de E. mundtii identificadas, la cepa TOV9 mostró 
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actividad antimicrobiana contra siete de los microorganismos indicadores (L. 

monocytogenes, L. lactis, F. oxysporum, P. expansum, C. albicans, S. cerevisiae and 

C. tropicalis). Se han reportado previamente, cepas de E. mundtii aislada de fuentes 

vegetales con actividad antimicrobiana sobre L. monocytogenes (Zhang, et al., 2018; 

Trias, et al., 2008a). De forma similar, una cepa identificada como L. mesenteroides 

CAL14 demostró la mejor actividad antimicrobiana debido a que inhibió fuertemente 

el crecimiento de B. cereus, L. monocytogenes, L. lactis, F. oxysporum, S. cerevisiae 

y C. tropicalis.  

 

Tabla 10. Identificación molecular de bacterias ácido lácticas aisladas de vegetales 
frescos, seleccionadas según su actividad antimicrobiana y enzimática. 

Fuente Código 
Criterio de 

selección 
pb1  % Cubierta 

de consulta 

% 

Identidad 

Cepa 

relacionada 
#Acceso 

Maíz ELO8 

a, p, l, c, e  

1011 100 100 

Enterococcus 

mundtii MN636717 

Pimiento PIM5 

a 

1106 100 99.91 

Leuconostoc 

mesenteroides MN636704 

Calabacita CAL14 

a 

574 100 99.83 

Leuconostoc 

mesenteroides MN636705 

Pimiento PIM4 

a, p, l, c, e 

897 99 99.11 

Enterococcus 

faecium MN636718 

Jalapeño JAV15 

a, p, l, c 

743 100 99.19 

Enterococcus 

mundtii MN636719 

Tomate v. TOV9 

a, l, c, e 

1019 100 99.8 

Enterococcus 

mundtii MN636706 

Pepino PEP11 

a 

780 100 95.27 

Enterococcus 

faecium MN636707 

Pepino PEP12 

a, p, l, c, e 

991 100 99.6 

Leuconostoc 

mesenteroides MN636720 

Manzana 

R. MR15 

p, l, m, c e 

881 100 99.66 

Enterococcus 

mundtii MN636721 

Mandarina MAD3 

p, l, m, c, e 

1097 100 99.54 

Leuconostoc 

mesenteroides MN636708 

Naranja NAR1 

p, m, c, e 

938 99 99.89 

Enterococcus 

mundtii MN636722 

Guayaba GUA13 

p, l, c, e 

708 99 99.43 

Leuconostoc 

mesenteroides MN636709 
1pb: Pares de bases. a: Actividad antimicrobiana, p: proteólisis, l: lipólisis, m: actividad amilasa, c: 

metabolismo de citrato, e: producción de exopolisacáridos. 
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Figura 6. Arbol filogenético de las bacterias ácido lacticas aisladas de vegetales 
frescos. Las secuencias del gen 16s rDNA fueron alineadas y la distribución evolutiva se infirió 

aplicando el método de máxima verosimilitud. Se presenta el árbol con mayor probabilidad logarítmica 
(-1775,71). Los árboles iniciales para la búsqueda heurística se obtuvieron automáticamente mediante 
el uso de algoritmos Neighbour-Join y BioNJ para una matriz de distancias por pares estimadas 
utilizando el enfoque de máxima probabilidad compuesta, y luego seleccionando la topología con el 
valor de probabilidad logarítmica superior. El árbol está dibujado a escala, con las longitudes de las 
ramas medidas en número de sustituciones por sitio. Este análisis involucró 16 secuencias de 
nucleótidos. Hubo un total de 366 posiciones en el conjunto de datos final. Los análisis evolutivos se 
llevaron a cabo en el programa MEGA X.  

 

El aislamiento de cepas de L. mesenteroides con capacidad para inhibir el crecimiento 

de L. monocytogenes (Zhang, et al., 2018; Verni, et al., 2017; Siroli, et al., 2015; Trias, 

et al., 2008a; Trias, et al., 2008b) o B. cereus (Monika, et al., 2017) también ha sido a 

menudo reportado. Las cepas de E. mundtii y L. mesenteroides aisladas en esta 

investigación no lograron inhibir el crecimiento de S. aureus, E. coli y S. typhimurium 

aun cuando ha sido ampliamente reportado (Zhang, et al., 2018; Monika, et al., 2017; 

Salvucci, et al., 2016; Siroli, et al., 2015). De las cepas aisladas identificadas como E. 

faecium, la cepa PIM4 inhibió fuertemente el crecimiento de B. cereus y L. 
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monocytogenes, A. niger, F. oxysporum, P. expansum, así como S. cerevisiae y C. 

tropicalis. 

 

Evaluación de la Capacidad enzimática. 

La actividad enzimática de las 116 cepas de BAL aisladas de fuentes vegetales se 

muestra en la tabla 11. Un total de 71 cepas (61.2%) mostraron actividad proteasa 

(Fig 7a), solo 26 (22.4%) fueron positivas para lipasa (Figura 7b), 81 (69.8%) 

mostraron habilidad para metabolizar el citrato (Figura 7c) y muy pocas (9, 7.8%) 

pudieron hidrolizar el almidón (Figura 7d).   

 

Tabla 11. Número y porcentaje de Bacterias ácido lácticas con actividad enzimática. 

 PROTEASA LIPASA CITRATO AMILASA 

Sin actividad 44 (37.9) 90 (77.6) 35 (30.2) 107 (92.2) 

Moderada  49 (42.2) 23 (19.8) 41 (35.3) 7 (6) 

Alta 22 (18.9) 3 (2.6) 40 (34.5) 2 (1.7) 

Total  + 71 (61.2) 26 (22.4) 81 (69.8) 9 (7.8) 

Total 
muestras 

116 116 116 116 

 Entre paréntesis, el porcentaje de aislados positivos para cada una de las actividades enzimáticas. 
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Figura 7. Actividad enzimática de las Bacterias Ácido Lácticas aisladas de fuentes 
vegetales. A) proteasa, b) lipasa, c) metabolismo de citrato y d) amilasa. 

 

La figura 8, describe el comportamiento enzimático de las BAL con respecto a las 

cuatro actividades enzimáticas estudiadas (proteasa, lipasa, metabolismo de citrato y 

amilasa) agrupadas en Clusters con un 85% de similitud. Todas las cepas (22) 

agrupadas en el Cluster 1 fueron positivas para proteasa, sin embargo, muy pocas 

cepas fueron capaces de degradar lípidos (9%), metabolizar citrato (18%) e hidrolizar 

almidón (4.5%).  En el Cluster 2 (35 cepas), el 77% de las cepas pudieron metabolizar 

el citrato, no obstante, sólo el 17% de estas cepas hidrolizaron proteínas y ninguna 

mostró actividad lipasa o amilasa. 

 

a 
b 

c d 










































































































