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RESUMEN 

El exceso de concentraciones tolerables de bacterias en seres humanos ha provocado el aumento 

de brotes, enfermedades, hospitalizaciones y muertes por enfermedades de transmisión 

alimentaria; observándose como foco de infección productos primarios como frutas y verduras. 

Por ello, el presente trabajo pretende, evaluar in vitro recubrimientos comestibles a base de 

quitosano con ayuda de la sinergia con otros compuestos naturales como cera de abeja y ácido 

oleico sobre cinco diferentes bacterias patógenas: E. coli DH5α, E. coli O157-H7, Listeria 

monocytogenes, Salmonella enteritidis y Shigella flexneri.  Primero se determinó la dilución ideal 

de las bacterias donde 10-5 fue escogida por estar dentro del rango permitido además de 10-4 por 

mostrar una cantidad de UFC muy similar a la dosis mínima de infección de una de las cepas. 

Después de formular los dos recubrimientos, uno con la adición de cera de abeja y otro con ácido 

oleico, se procedió a la evaluación in vitro. Tras la evaluación estadística con un IC del 95% en 

el programa MiniTab se determinó que la formulación 1 mostró mayores diferencias significativas 

con Listeria monocytogenes al presentar UFC = 0.00 a 24 horas de incubación mientras que la 

formulación 2 presenta mayor inhibición del crecimiento bacteriano en Shigella flexneri al 

mantener las UFC = 0.00  por 48 horas de incubación. La bacteria que establece diferencias 

significativas con ambas formulaciones es E. coli DH5αn sugiriendo sólo el poder bacteriostático 

al presentarse el crecimiento de ciertas colonias a las 48 horas de incubación, estos resultados 

evidencian la acción positiva del sinergismo de compuestos naturales en recubrimientos 

comestibles al darse de manera exitosa el retraso de crecimiento de bacterias patógenas, 

especialmente en aquellas poco estudiadas pero con reportes preocupantes de ETAs. 

PALABRAS CLAVE: recubrimiento comestible, enfermedades de trasmisión alimentaria, 

quitosano, aceite esencial de limón, cera de abeja, ácido oleico 
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ABSTRACT 

 

The excess of tolerable concentrations of bacteria in humans has caused an increase in outbreaks, 

illnesses, hospitalizations and deaths due to foodborne diseases; it is observed as a source of 

infection primary products such as fruits and vegetables. Therefore, the present work aims to 

evaluate in vitro edible coatings based on chitosan with the help of synergy with other natural 

compounds such as beeswax and oleic acid on five different pathogenic bacteria: E. coli DH5α, 

E. coli O157-H7, Listeria monocytogenes, Salmonella enteritidis and Shigella flexneri. First was 

determined the ideal dilution of the bacteria where 10-5 was chosen for being within the allowed 

range in addition to 10-4 for showing an amount of CFU very similar to the minimum dose of 

infection of one of the strains. After formulating the two coatings, one with the addition of 

beeswax and another with oleic acid, the in vitro evaluation. After the statistical evaluation with 

a CI 95% in the MiniTab program, determined that formulation 1 showed greater significant 

differences with Listeria monocytogenes when presenting CFU = 0.00 at 24 hours of incubation 

while formulation 2 shows greater inhibition of bacterial growth in Shigella flexneri by 

maintaining the CFU = 0.00 for 48 hours of incubation. The bacterium that establishes significant 

differences with both formulations is E. coli DH5α suggesting only the bacteriostatic power when 

the growth of certain colonies appears after 24 hours of incubation, these results show the positive 

action of the synergism of natural compounds in edible coatings in a successful manner, the delay 

of growth of pathogenic bacteria, especially in those little studied but with worrying reports of 

ETAs. 

 

KEY WORDS: edible coating, foodborne diseases, chitosan, lemon essential oil, beeswax, oleic 

acid 
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INTRODUCCIÓN 

La población urbana calculada durante los últimos 30 años, tanto en América Latina 

como el Caribe, se incrementó de 61 a 391 millones de personas (1). Este incremento de 

la población exige una agricultura sustentable, maximizando las cosechas a nivel 

mundial para aumentar la producción de alimentos (2). Es importante mencionar que los 

alimentos deben ser considerados inocuos y nutritivos para garantizar la seguridad 

alimentaria. (3) 

La seguridad alimentaria (SA) es el acceso físico y económico suficiente para alimentos 

inocuos y nutritivos, con el fin de satisfacer una necesidad básica como la alimentación

(4). El concepto de SA ha ido evolucionando con el tiempo, ya que en los años 70 se 

identificaba con un manejo de stocks y existencia de alimentos; sin embargo, para los 

años 80, el concepto se enfocó a la autosuficiencia pensando que un país tenía SA 

cuando podía producir todo lo que consumía. Ya para los años 90, se asume que el 

problema radica en la baja disponibilidad de los alimentos y el acceso a los mismos, así 

como la obtención de alimentos seguros para el consumidor (5). Para la mayoría de las 

agencias y los gobiernos, la seguridad se ve desde una perspectiva cuantitativa, 

enfocándose en el aumento de la producción, dejando a un lado la calidad e inocuidad 

del alimento (6). 

Esto ha ocasionado el incremento de enfermedades de transmisión alimentaria, las 

cuales son la consecuencia del contacto de alimentos con factores biológicos, en su 

mayoría bacterias del género E. coli, Listeria spp., Salmonella spp., Shigella spp., que 

sobrepasan los niveles tolerables de ingesta (7) y que han derivado en un problema de 

salud pública que abarca cifras de 25 000 millones de fallecimientos de niños menores 

de 5 años, una incidencia de listeriosis de 0.2 a 0.8 por cada 1000 partos en mujeres 

embarazadas además de 13 de 29 muertes por infección en adultos mayores, las cuales 

engloban junto con cifras de poblaciones no vulnerables un total de 600 millones de 

personas víctimas de ETAs cada año a nivel mundial (3) (8) (9). Uno de los vectores más 
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comunes de infección, reportado en los últimos años con mayor frecuencia, ha sido 

ligado a la producción de alimentos especialmente aquellos considerados frescos como 

frutas, vegetales y/o hortalizas (10) (11) (12); llevando a la industria a generar un sistema 

integrado de control donde se pueda prever la infección por patógenos de importancia 

en inocuidad alimentaria descritos en esta investigación.  

El control químico, conformado por diferentes compuestos de la misma naturaleza, ha 

sido el más utilizado para este combate (13), sin embargo, los subproductos que pueden 

formar al liberarse al ambiente, la producción de radicales libres, su dosis mínima, así 

como su tecnología costosa en algunos casos, han llevado la orientación hacia el control 

biológico; en donde se ha desplazado el uso de otros microorganismos ya que su 

aplicación a escala sigue siendo limitado (14), poniendo interés en la sinergia entre 

compuestos naturales que permitan mantener las características organolépticas como 

fisicoquímicas del producto además de contar con propiedades antimicrobianas (15) (16) 

que permitan la reducción o eliminación de aquellas bacterias patógenas más riesgosas, 

proponiendo a los recubrimientos comestibles como polímeros biodegradables para la 

industria alimentaria (17). 

El presente trabajo de investigación tiene como objetivo evaluar in vitro dos 

formulaciones de recubrimientos a base de quitosano y aceite esencial de limón 

adicionados con compuestos naturales como cera de abeja y ácido oleico sobre E. coli 

DH5α, E. coli O157-H7, Listeria monocytogenes, Salmonella enteritidis Y Shigella 

flexneri; bacterias patógenas responsables de enfermedades de transmisión alimentaria 

(17) (18).
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OBJETIVOS 

 

OBJETIVO GENERAL 

- Evaluar in vitro recubrimientos a base de quitosano adicionados con compuestos 

naturales como cera de abeja y ácido oleico sobre bacterias patógenas como: E. coli 

DH5α, E. coli O157-H7, Listeria monocytogenes, Salmonella enteritidis y Shigella 

flexneri responsables de enfermedades de transmisión alimentaria. 

 

OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

- Determinar la dilución ideal bacteriana para la evaluación de los recubrimientos 

mediante la metodología de diluciones seriadas 

 

- Evaluar el efecto in vitro de recubrimientos a base de quitosano con la adición de 

compuestos naturales como cera de abeja (F1) y ácido oleico (F2) sobre la reducción 

o inhibición de las UFC de E. coli DH5α, E. coli O157-H7, Listeria monocytogenes, 

Salmonella enteritidis y Shigella flexneri. 

 

- Comparar el efecto in vitro de los recubrimientos a base de quitosano con la adición 

de compuestos naturales como cera de abeja y ácido oleico sobre la reducción o 

inhibición de las UFC de E. coli DH5α, E. coli O157-H7, Listeria monocytogenes, 

Salmonella enteritidis y Shigella flexneri través del programa estadístico MiniTab. 
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HIPÓTESIS 

Dado que los recubrimientos a base de quitosano han sido reportados como agentes 

antimicrobianos, es posible que, la adición de compuestos naturales como cera de abeja y 

ácido oleico inhiba o disminuya el crecimiento de bacterias patógenas como de E. coli DH5α, 

E. coli O157-H7, Listeria monocytogenes, Salmonella enteritidis y Shigella flexneri

responsables de enfermedades de transmisión alimentaria. 
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CAPÍTULO I 

MARCO TEÓRICO 

1. INOCUIDAD ALIMENTARIA

1.1 DEFINICIÓN 

El término inocuo hace referencia a todo alimento que no causa peligro ni daño alguno a 

la población dándole la confianza de consumirlo (19), por lo cual la inocuidad alimentaria 

engloba acciones encaminadas a garantizar la máxima seguridad de los alimentos (3). La 

importancia de la inocuidad en los alimentos es básica para lograr una mejor nutrición a 

través de una alimentación sana y nutritiva. En el sector alimentario se exigen ciertos 

requisitos por parte del consumidor, lo que lleva a los productores y comercializadores a 

buscar métodos que garanticen la seguridad de los alimentos desarrollando una estructura 

uniforme para los estándares de seguridad alimentaria (20). 

1.2 INICIATIVA MUNDIAL DE SEGURIDAD ALIMENTARIA 

La Iniciativa Mundial de Seguridad Alimentaria tiene como objetivo principal garantizar 

que cada país cuide la inocuidad de los alimentos que importa, así como aquellos que 

exporta. En México se exporta el 90% del total de las hortalizas que se produce y este 

mercado obliga a los productores a cumplir con un programa adecuado de inocuidad, el 

cual consiste en el control sobre las áreas de producción, distribución y consumo de 

alimentos para evitar peligros físicos, químicos y biológicos en los mismos, garantizando 

así la seguridad alimentaria de los consumidores (21) (22); de lo contrario se presentan una 

serie de riesgos como los alimentos insalubres, las alergias e intolerancias alimentarias, 
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la contaminación química de los alimentos producida por micotoxinas y/o dioxinas y las 

bacterias. Estas últimas, son consideradas un peligro microbiológico latente por el reporte 

de enfermedades tanto en regiones desarrolladas como subdesarrolladas, 

comprometiendo el estado nutricional de las personas, especialmente de los más 

vulnerables poniendo en peligro la vida de todos (23) (24). 

2. BACTERIAS PATÓGENAS

2.1 DEFINICIÓN 

Las bacterias son definidas como organismos unicelulares no visibles al ojo humano, 

cuyo material genético no presenta membrana celular (25). Se clasifican según el 

comportamiento de su membrana frente a la tinción (Gram Positivos y Gram Negativos) 

gracias a los componentes que varían en cada uno de ellos (Figura 1). Una gran diferencia 

con los hongos es que bajo condiciones ambientales favorables de temperatura, humedad 

y nutrientes estas pueden dividirse cada 20 minutos (25) (13). 

2.2 PROBLEMÁTICA DE LAS BACTERIAS PATÓGENAS EN SALUD 

Cuando las bacterias empiezan a desarrollar un pequeño grupo de genes de virulencia 

seguido de un mecanismo de patogenicidad que causará daño al huésped son llamadas 

bacterias patógenas (BP) (26) (27). Las BP son causantes de enfermedades de transmisión 

alimentaria (ETAs) cuando sobrepasan las concentraciones de UFC tolerantes para la 

ingesta. Las ETAs generalmente son de carácter infeccioso o tóxico y son causadas por 

factores biológicos (bacterias, virus, parásitos, etc.) o sustancias químicas. Sin embargo, 

según reportes de la Organización Panamericana de la Salud, las fuentes más frecuentes 

de contaminación son las biológicas, debido a que son las responsables del 69% de los 

brotes censados (7) (28). Por otro lado, la Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria 

mostró que, de los 4362 brotes reportados en el 2015, 33.7% fueron causados por agentes 

bacterianos atribuyéndoles un 21.88% a Salmonella spp. y un 8.9% a Campylobacter spp. 

(29) 

Se estima que, a nivel mundial, 600 millones de personas son víctimas de ETAs cada año 

(3) y las poblaciones más vulnerables son los niños menores de 5 años de edad, mujeres

embarazadas y adultos mayores (Tabla 1); debido a que su sistema inmune aún no está 

completamente desarrollado ha sido alterado por cambios hormonales o presentan una 

inmunidad debilitada siendo más susceptibles a contraer diversas patologías (30).
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Figura 1.  Comparación de la Membrana y Pared Celular de las Bacterias Gram Postivas y Gram Negativas (33).
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En el caso de niños menores a 5 años se ha reportado que el 40% de las enfermedades 

presentadas son ETAs, lo que ha provocado hasta 125 000 fallecimientos por año a nivel 

mundial. Las mujeres embarazadas tienen 17% más de probabilidades de contagio que 

los otros sectores en el caso de infecciones alimentarias por Listeria monocytogenes ya 

que la enfermedad puede darse durante toda la gestación presentando una incidencia de 

0.2-0.8/1000 partos. En los adultos mayores se ha observado que cuentan con tasas altas 

de infección invasiva por Salmonella causando 13 de 29 muertes en los Estados Unidos 

(3) (8) (9).

Tabla 1. Factores que agravan o aumentan el riesgo de infección por ETAs en sectores 

vulnerables (34). 

Factores en el huésped Razones 

Consumo de antiácidos, particularmente 

inhibidores de la bomba de protones. 

Aumenta el pH en el estómago, 

aumentando la supervivencia de patógenos. 

Deficiencia nutricional por una mala absorción 

de los alimentos, mala nutrición o inanición 
Inadecuado sistema inmune 

Edad <5 años 
Falta de sistema inmunitario desarrollado, 

se requiere una dosis infecciosa más 

pequeña para la infección 

Edad 60-65 años 
Sistema inmune deteriorado, también 

afectados por enfermedades crónicas. 

Embarazadas Inmunidad alterada 

Ingestión de alimentos grasos (chocolate, queso, 

hamburguesa) que contiene patógenos 

La grasa protege a los patógenos del ácido 

en el estómago 

Inmunodeficiencias primarias 
Sistema inmune inadecuado para combatir 

la infección 

2.3 BACTERIAS PATÓGENAS RESPONSABLES DE ENFERMEDADES DE 

TRANSMISIÓN ALIMENTARIA 

Según la FDA existen 14 patógenos principales transmitidos por los alimentos, de los 

cuales 13 son BP (31). La mayoría de ellos son mesófilos (como algunos mencionados 

anteriormente) y se desarrollan óptimamente en un rango de 20°C a 45 °C, no obstante, 

ciertas bacterias como Listeria monocytogenes y Yersinia enterocolítica son capaces de 

crecer en condiciones inferiores a 10°C (32). Las bacterias más comunes que se presentan 
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en las ETAs y las cuales serán relevantes para esta investigación son: Escherichia coli 

patogénica, L. monocytogenes, Salmonella enteritidis y Shigella (31). 

 

 

Figura 2. Organismos más comunes asociados con brotes, enfermedades, hospitalizaciones 

y muertes por ETAs (confirmadas y sospechosas) en EE.UU, 2009 y 2015 (35). 

 

2.3.1 Escherichia coli patogénica 

Perteneciente a la familia Enterobacteriaceae, E. coli es un bacilo Gram Negativo, 

anaerobio facultativo, reductor de nitritos que puede crecer a un pH entre 6 y 8, con una 

temperatura óptima de 37°C, tiene la capacidad de fermentar azúcares simples y no forma 

esporas y algunas de sus especies pueden ser móviles (con flagelos perítricos) o inmóviles 

(36) (37). Comprende una amplia gama de hábitats según sus características fisiológicas, una 

de ellas es la flora intestinal normal, en la cual habita junto con otras bacterias entéricas 

como Proteus, Enterobacter, Klebsiella, Morganella, Providencia, Citrobacter y 

Serratia (38). Sin embargo, existen cepas de E. coli que han adquirido ciertos genes de 

virulencia, dándoles una mayor capacidad para adaptarse a nuevos ambientes generando 

un amplio espectro de enfermedades y siendo más agresivas para los humanos, (39) 

atribuyéndoles una de las principales causas de las infecciones neonatales por su alta tasa 

de morbilidad y mortalidad (40). 
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Cada cepa de E. coli tiene características clínicas específicas y una virulencia diferente 

(Tabla 2), lo que permite clasificarlas en seis grupos: enterotoxigénica (ETEC), 

enterohemorrágica (EHEC), enteroinvasiva (EIEC), enteropatógena (EPEC), 

enteroagregativa (EAEC) y adherencia difusa (DAEC) (41). En 1982, la EHEC fue la 

responsable de la primera enfermedad humana detectada, ya que con menos de 100 

células puede causar una infección. Se conoce que la ruta de transmisión es fecal-oral (37) 

localizándola principalmente en el tracto intestinal bovino, sin embargo, se puede 

encontrar en agua de riego, alimentos procesados y frescos (39) (42) (Figura 3). 

 

 

Figura 3. Descripción general de los reservorios potenciales y modos de transmisión de 

Escherichia coli patogénica (37). 
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Tabla 2. Características de los grupos de Escherichia coli causantes de diarrea (41). 

Grupo Síntomas clínicos Epidemiología 

Serogrupos y 

serotipos más 

comunes 

Factores de 

patogenicidad 

ETEC Diarrea aguda acuosa 

Niños menores de dos 

años y diarrea del 

viajero 

O8:H9, O15:H11, 

O20:H-, O25:H-

O27:H7, O78:H12, 

O148:H28, O159:H20 

ST y LT 

CFA 

EHEC 

SUH, CH, diarrea sin 

sangre, dolor 

abdominal, fiebre, 

vómito 

Niños y adultos que la 

adquieren por comer 

carne cruda o mal 

cocida 

O157:H7, O26:H11, 

O103:H2, H113:H21, 

O119, O128, O145 

STX 

A/E 

Intimina 

pO157 

EIEC 

Diarrea con moco y 

sangre o diarrea 

acuosa, también se 

presenta cuadro 

disentérico 

Niños menores de seis 

meses 

O28:H, O112ac:H-, 

O144:H-, O152:H-, 

164:H-O167:H- 

Invasividad 

Plásmido140MDa 

EPEC 

Diarrea aguda, dolor 

abdominal, vómito, 

fiebre baja 

Niños menores de seis 

meses hasta dos años 

O55, O86, O142, 

O111:H-O127 

A/E, BFP 

Plásmido EAF de 

50-70MDa 

EAEC 

Diarrea liquida, ver 

con moco, sin sangre, 

diarrea persistente 

hasta 20 días 

Recién nacidos y niños 

menos de dos años 
O44:H18 

Fimbria AAFI y II 

EAST I 

Proteínas Pet/Pic 

OMP 

Plásmido 60MDa 

Citotoxina 

DAEC 
Diarrea acousa sin 

sangre 
Niños de 1 a 5 años O126:H27 

Fimbria F1845 

OMP 

 

LT: toxina termolábil 

ST: toxina termo estable 

CFA: factor de colonización antigénico 

BFP: pili con forma rizada 

A/E: lesión adherencia y eliminación 

EAF: factor de adherencia de EPEC 

OMP: proteína de membrana externa 

STX: toxina shiga 

EAST: toxina ST de cepas enteroagregativas 

 

En 2011, una nueva cepa de EHEC causó el segundo brote más mortal de la historia, al 

enfermarse más de 4 000 personas en 16 países provocando la muerte de 50 individuos 

(36); esta aparición trajo como resultado la clasificación de un nuevo subgrupo en las 
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EHEC llamado E. coli toxigénica Shiga o STEC. Con el fin de comprender mejor la 

patogenicidad de este subgrupo se logró aislar de los pacientes a la E. coli O157-H7, 

quien representa de manera más significativa a las EHEC hoy en día (43).  

La patogenicidad de esta cepa comienza cuando coloniza la mucosa intestinal una vez 

consumidos los alimentos o agua contaminada y para que se dé de manera eficiente se 

requiere de una buena motilidad bacteriana, ya que le confieren funciones adicionales 

como la adhesión a la célula y la inmunidad innata, sin embargo, no se considera un factor 

definitivo de virulencia ya que algunas cepas no móviles también pueden ser patógenas 

(43) (Figura 4). La toxina Shiga, factor que permitió la subclasificación de las STEC, juega 

un papel importante en la patogenicidad al inhibir la síntesis de proteínas del riñón 

desencadenando la apoptosis de este (44), ocasionando diarreas leves o graves, y entre el 

5 y 10% de estas infecciones derivan en el síndrome urémico hemolítico o SUH 

caracterizado por un sangrado abundante que provoca insuficiencia renal o la muerte (43). 

 

Figura 4. Modelo de colonización de STEC al infectar humanos (45). 

 

En la Figura 4 podemos observar una célula epitelial intestinal humana que muestra las 

primeras etapas de la colonización por STEC. Las cepas STEC O157 o no O157 

interactúan con el intestino a través de las fimbrias Lpf. A esto le sigue la formación de 

lesiones A/E. La producción de Stx ocurre en el tracto intestinal, y la translocación a 
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través del lumen intestinal al torrente sanguíneo donde póstumamente se distribuye a los 

órganos diana, como los riñones. 

Los Miembros de la Unión Europea reportaron para 2009 una incidencia global de STEC 

de 0.75 por cada 100 000 habitantes (37). Scallan y col. (46) reportaron, en 2011, 63 000 

enfermedades, 2 100 hospitalizaciones y 20 muertes por año en EE. UU por STEC pero 

para el año 2015, se confirmaron 5 901 casos anualmente (29). En 1995, 40 residentes de 

Montana fueron identificados con una infección de E. coli O157-H7 (47) y en EE. UU el 

47.01% de los casos informados en 2011 fueron por esta misma cepa causando tasas de 

hospitalización más altas que el otro 52.99%. Ese mismo año, se reportó que las 

incidencias de E. coli O157-H7 disminuyó un 42% en comparación a la incidencia de los 

años 1996 a 1998, dando un panorama prometedor sobre las acciones que se tomaba ante 

esta cepa (37). La preocupación que causó estas cifras no sólo llevó al incremento de las 

investigaciones, además, busco la seguridad de quienes manipulaban estas muestras 

aumentando el uso de cepas que carezcan de los factores de virulencia como E. coli DH5α 

(48). 

2.3.2 Listeria monocytogenes 

En base a sus características, Listeria es un bacilo Gram Positivo, aerobio facultativo, no 

formador de esporas, carente de capsula, posee motilidad estando sólo entre los 10 y 25°C 

y tiene la particularidad de sobrevivir a condiciones extremas de pH (entre 4.4 y 9.4), 

concentraciones mayores a 20% de sal y temperatura, al poderse desarrollar entre un 

rango de -18°C y 45°C (8) (49) (50). De las 8 especies de este género (innocua, ivanovii, 

welshimeri, seeligeri, marthii, rocourtiae y grayi), L. monocytogenes es considerada 

mortal para los humanos por ser un patógeno intracelular que no solo penetra las células 

intestinales, también lo hace en otros órganos como bazo, cerebro, placenta en el caso de 

mujeres embarazadas e hígado, donde se multiplica principalmente. Su patogenicidad se 

da gracias a 7 factores de virulencia que tienen como objetivo la adhesión e invasión a las 

células huésped, así como resistir ante los mecanismos de defensa del sistema 

inmunitario, provocando una grave ETA, la listeriosis (49) (Tabla 3). 
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Tabla 3. Factores que determinan la patogenicidad de Listeria monocytogenes (49). 

Factores de Virulencia Descripción 

Proteína de adhesión (LAP) 

- Adherencia de las bacterias al epitelio intestinal 

- Expresión con una baja disponibilidad de oxígeno y nutrientes, 

a 37–42 ° C 

- Secretada por SecA2 al exterior de la célula y se une a la 

superficie de la bacteria en el caso de cepas patógenas 

Internalinas 

- Adhesión e invasión de las células del huésped 

- Anclado en la pared celular o unido covalentemente al 

peptidoglicano 

- El papel más importante lo desempeña la internalina A e 

internalina B ya que permiten la producción de un biofilm 

- InlA e InlB son codificados por el operón inlAB localizado en 

el cromosoma bacteriano 

- Otros internalinas son responsables principalmente de la 

adhesión de patógenos a las células huésped. 

Listeriolisina O 

- La unión a las moléculas de colesterol contenidas en las 

membranas y la oligomerización, permite la penetración de la 

listeriolisina en la membrana, formando aberturas y finalmente 

permitiendo que L. monocytogenes salga de las vacuolas 

- Evita los macrófagos y la penetración en el citosol de la célula 

huésped 

- Afecta a las vías de señal en el citosol 

Sistemas de secreción 

- Un camino que depende de Sec (un sistema clásico de secreción 

de proteínas marcado con un péptido señal en el terminal N en 

procariotas) 

- vía TAT 

- FPE (exportador de proteína fimbrilina) 

- FEA (aparato de exportación flagelar): homólogo al sistema de 

secreción tipo III 

- el sistema Esx-1 / Wss 

Fosfolipasas C  

PlcA y PlcB 

- Salir de las células huésped y transportar a las células vecinas 

- Apoyar el efecto de la listeriolisina O 

Proteínas superficiales 

ActaA 

- Activación del proceso de polimerización de actina alrededor 

de las células bacterianas, formación de la cola de actina que 

permite que L. monocytogenes se mueva y penetre en otras 

células del organismo 

- Posible promoción de la autoagregación, formación de un 

biofilm, evitando la autofagia (supervivencia del patógeno en el 

intestino) 

Proteína OrfX - Oxidación de macrófagos - desarrollo de infección. 

 

La listeriosis es una enfermedad que tiene diferentes vías de transmisión: fecal-oral, 

animal-hombre y madre-feto, sin embargo, el suelo se ha convertido en el nicho ecológico 
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ideal de Listeria monocytogenes permitiendo su transferencia hacia las plantas 

estableciendo como principal fuente de contaminación los alimentos (51) (Figura 5), los 

cuales tendrían que tener una dosis bacteriana entre 104 y 106 UFC/g para provocar una 

infección. La presencia de esta bacteria ocasiona padecimientos como 

meningoencefalitis, septicemia y abortos atacando sobre todo a las poblaciones 

vulnerables: niños menores de 5 años, ancianos mayores de 65 años y mujeres 

embarazadas además de pacientes inmunocomprometidos; estas poblaciones pueden 

contraer la infección con tan sólo 0.3 UFC/g de alimento (52) (53). En 2010, la listeriosis 

resulto ser la tercera causa de muerte por ETAs en EE. UU al reportarse 1 662 casos, 1 

520 hospitalizaciones y casi 300 muertes (54). La Unión Europea confirmó en el 2015, 2 

206 casos y la cifra de muertes de ese año fue una de las más altas reportadas desde el 

2008 que derivaba en una tasa de mortalidad del 17% y una incidencia de 0.46 por cada 

100 000 habitantes (29), por su parte la organización oficial que desarrolla normas 

alimentarias en Australia, Food Standards, reportó que cada año en ese mismo país, 150 

personas son hospitalizadas por esta misma bacteria y 15 de ellas fallecen (55). 

 

 

Figura 5. Posibles rutas de transferencia y circulación de L. monocytogenes en el 

entorno de la granja y factores que pueden afectar su supervivencia en el suelo (51). 
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2.3.3 Salmonella enteritidis 

El género Salmonella pertenece a la familia Enterobacteriaceae; son bacilos Gram 

Negativos, anaerobios facultativos, no formadores de esporas con flagelos que les 

confieren movilidad (56). Su ruta de transmisión más conocida es la oral-fecal (de manera 

directa o indirectamente) a través de los alimentos, y ha sido capaz de evadir las barreras 

del sistema inmunológico en el organismo al sobrevivir a la acidez del estómago, resistir 

la fagocitosis ejercida por macrófagos y células dendríticas con el fin de multiplicarse y 

propagarse en el intestino o el resto del organismo. La razón por la que la Salmonella ha 

logrado persistir en varios ambientes hostiles es la formación de biopelículas, gracias a la 

mezcla de sustancias poliméricas las cuales los protegen de los agentes antimicrobianos, 

evitando la deshidratación del microorganismo y la facilidad de capturar nutrientes (57). 

Salmonella spp. provoca una infección con una dosis de 106 y 108 células (49), causando 

más de 90 millones de enfermedades asociadas a diarrea por año a nivel mundial en donde 

el 85% de ellas se relaciona directamente por consumo de alimentos; pero también se 

estima que los casos reportados por salmonelosis a nivel mundial son de 200 millones a 

1.3 mil millones por año. La Unión Europea en 2009, estimó que solo 1 de 57 casos de 

salmonelosis eran reportados, provocando que el número de incidencias varíe de 16 a 11 

800 por cada 100 000 personas (58) (59). 

 

Figura 6. Principales pasos en la patogénesis de Salmonella con participación en el 

desarrollo de la restricción y adaptación del huésped (60). 
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Este microorganismo se divide en dos especies: S. bongori y S. enterica las cuales pueden 

causar enfermedades en los humanos, añadiendo la subdivisión en serotipos de acuerdo a 

las propiedades antigénicas de superficie y flagelares (36), pero la última en mención es 

quien tiene mayor potencial patogénico. S. enterica serovar Enteritidis (S. enteritidis) y 

S. enterica serovar Typhimuirum (S. typhimuirum) son los serovares que poseen un rango 

más amplio de hospedadores generando en su mayoría enfermedades gastrointestinales 

en las personas y algunos cuadros clínicos en animales (Figura 7). Sin embargo, S. 

enterica serovar Typhi (S. typhi) afecta sólo al ser humano generando fiebre tifoidea (60). 

La fiebre tifoidea es una enfermedad sistemática que tiene como huésped único a los seres 

humanos al ingerir alimentos o agua contaminada con una ruta de transmisión fecal-oral 

sobre todo en áreas con malas condiciones sanitarias. Se estimó que, en el año 2000, la 

fiebre tifoidea causó 21.7 millones de enfermedades y 217 000 muertes en todo el mundo, 

presentando el mayor número de casos en África y Asia sudoriental y central (56) (49) (61). 

 

 

Figura 7. Aislamientos de Salmonela más comunes de fuentes humanas (1996-2002) (♦) 

Heidelberg, (▪) Enteritidis, (∆) Javiana, (●) Newport, (○) Typhimurium; eje derecho: (--

*--) Número total de aislamientos de Salmonella en humanos (62). 

 

S. enteritidis y S. typhimurium también son un problema latente alrededor del mundo al 

causar 93.8 millones de enfermedades al año, el 85.6% de estas se relacionan con ETAs 
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ser humano entra en contacto directo con animales infectados y que al momento de liberar 

sus desechos al ambiente provocan un contagio indirecto (63). La patogenicidad se expresa 

a través de ciertos genes como el SPI-1 (implicado en la penetración inicial de la bacteria) 

y SPI-2, quien permite los siguientes estadios de infección (64) (Tabla 4), por eso la 

mayoría de las investigaciones dadas para estudiar este mecanismo se enfocó en S. 

typhimurium pero para la década de 1980, la S. enteritidis se convirtió en la principal 

causa de salmonelosis a nivel mundial reemplazando a la S. typhimurium. Durante el año 

2004, S. enteritidis se registró como el serotipo más común en EE. UU (65) (66) y para el 

año 2014 en la Unión Europea se registró como uno de los de mayor frecuencia al 

representar el 44.4% de todos los casos confirmados en humanos (67). 

 

Tabla 4. Factores que determinan la virulencia del género Salmonella (49). 

Mecanismo de virulencia Descripción 

Adherencia a la célula huésped 

Adherencia modulada por: 

- Fimbrias (crecimientos protoplásmicos): 

proteínas que interactúan con los receptores del 

huésped en las puntas; 

- Adhesinas (proteínas): BapA, SiiE, ShdA, MisL 

y SadA; 

- Flagelos (hasta 10 distribuidos al azar sobre la 

superficie de la célula), la movilidad de la célula 

puede facilitar indirectamente la adhesión. 

Invasión y replicación dentro de la 

célula del huésped 

- Se da después de unir el patógeno a las células 

del huésped 

- Transmisión de efectores al citosol de la célula 

infectada. Los cuales estimulan el sistema de 

señalización celular a través de la secreción tipo 

III y son responsables de la invación y replicación 

de la bacteria 

- Los genes de codificación del sistema de 

secreción se localizan en SPI 

Recubrimiento de polisacárido 

- La parte superficial de la bicapa de la membrana 

de las bacterias Gram-negativas está compuesta 

casi en su totalidad por lipopolisacáridos 

- Lípido A: la parte lipídica de la capa externa de 

lipopolisacáridos, causa diversas respuestas 

inmunológicas del organismo huésped 

Producción de toxinas 
- endotoxinas (lípidos A); 

- exotoxinas (citotoxinas y enterotoxinas) 
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2.3.4 Shigella flexneri 

Perteneciente a la familia Enterobacteriaceae, el género Shigella es un bacilo Gram 

Negativo, anaerobio facultativo, no fermenta la lactosa, no forma esporas y carece de 

motilidad. Las condiciones aptas para su crecimiento tienen rangos amplios, si bien su 

temperatura ideal es 37°C también puede desarrollarse entre 6 y 48°C; para el caso del 

pH es igual, pudiendo crecer entre 6 y 8, pero hay reportes de crecimiento en medios más 

ácidos (4.8) y alcalinos (9.3) (68) (69).  

Su ruta de transmisión más conocida es por la vía fecal-oral, que puede desglosarse en un 

contagio directo, de una persona a otra, e indirecto por la ingestión de alimentos y/o agua 

contaminada (69). Sin embargo, Ugbogu et al. (70) encontraron una nueva ruta de 

transmisión a través de las moscas domésticas, al aislar Shigella de todas las muestras 

analizadas en su investigación concluyendo que las superficies y utensilios también 

pueden ser una fuente previa de contaminación de los alimentos. La patogenicidad 

empieza colonizando las células epiteliales del colon, en donde se multiplica y disemina, 

causando la muerte de las células infectadas que al desprenderse darán como resultado 

una diarrea con sangre; esto sumando a la presencia de enterotoxinas como la toxina 

Shiga, aumentará la virulencia de la bacteria (71) (72) (73) (Figura 8). 

 

Figura 8. El proceso de invasión de Shigella en las células intestinales (77). 
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En la Figura 8 podemos observar los seis pasos que sigue Shigella durante el proceso de 

invasión en las células intestinales. (1) Transporte de la bacteria a través de las células de 

Microfold (2) Destruye y escapa de las células inmunes (3) Invasión celular (4) 

Multiplicación intracelular (5) Diseminación intra e intercelular (6) Destrucción de las 

células hospedadoras. 

Shigella spp. cuenta con 4 especies: Grupo A o S. dysenteriae, Grupo B o S. flexneri, 

Grupo C o S. boydii y Grupo D o S. sonnei (Tabla 5); y cualquiera de ellas necesitará una 

cantidad mínima de 10 a 100 células para causar shigelosis, la cual es una enfermedad 

diarreica que puede durar pocos días, provocando un malestar general, o complicarse 

hasta generar SUH, artritis reactiva, convulsiones o neurotoxicidad (74) (75).  

Tabla 5. Características de las especies de Shigella (69). 

Especies Serotipos Síntomas Lugar de ocurrencia 

S. 

dysenteriae 
1-15 

- Síntomas más severos con mayores 

tasas de mortalidad. 

- En la mayoría de los casos, causa 

inflamación y ulceración de la parte 

inferior del intestino que causa heces 

con sangre. 

- Países menos 

desarrollados 

- Causa brotes viciosos en 

poblaciones confinadas, 

especialmente en campos 

de refugiados 

S. flexneri 

1-6 (con 

15 

subtipos) 

- Diarrea, dolor abdominal, calambres 

y fiebre (pero a menudo es más grave 

que la infección por S. sonnei) 

- La inflamación y la ulceración de la 

parte inferior del intestino también 

son comunes. La enfermedad puede 

ser prolongada y más grave. 

Países en desarrollo, por ej. 

Bangladesh, China, 

Pakistán, Indonesia, 

Vietnam, excepto Tailandia 

S. boydii 1-18 

- Enfermedades diarreicas de 

gravedad variable, pero en su 

mayoría son similares a las causadas 

por S. sonnei 

Principalmente en el 

subcontinente indio. 

S. sonnei 1 

- Menos severo 

- Diarrea (que a veces es sangrienta), 

dolor abdominal y calambres, y 

fiebre. También pueden ocurrir 

náuseas y / o vómitos, pérdida de 

apetito, dolor de cabeza o malestar. 

Países desarrollados, por ej. 

Estados Unidos, Europa 
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En 2006, se registró como la tercera infección bacteriana más común de los EE. UU, al 

causar más de 5 000 hospitalizaciones y un estimado de 38 fallecimientos (66), siendo S. 

sonnei uno de los más predominantes con un 80% de las infecciones y con mayor 

frecuencia en países industrializados; el segundo más común es S. flexneri, el cual 

predomina en países de bajos ingresos siendo el transporte aéreo un modo rápido de 

propagación de esta especie, afectando a viajeros internaciones que regresan a país de 

origen (68) (76). Para el 2014, la shigelosis causo preocupación a autoridades internacionales 

tras reportarse una incidencia a nivel mundial de aproximadamente 165 millones de casos 

(74) (Figura 9) (Figura 10). 

 

 

 

 

Figura 9. Contribución relativa de las especies de Shigella que causan ETAs. (▪) S. 

dysenteriae, (∆) S. flexneri, (●) S. sonnei, (♦) S. boydii (62). 
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Figura 10. Número anual y tasa de incidencia de casos confirmados de shigelosis en 

Europa, 2006 – 2009 (69). 

 

2.4 FUENTES FRECUENTES DE CONTAMINACIÓN DE ALIMENTOS POR 

BACTERIAS PATÓGENAS 

Las bacterias patógenas pueden inducir la contaminación en los alimentos durante la 

producción (frutas y hortalizas), cosecha, transporte, almacenamiento, distribución y 

procesamiento (68). El ser humano debe consumir por lo menos 400 gramos de frutas y 

verduras por día con el fin de prevenir enfermedades crónicas y mantener una vida 

saludable, sin embargo, con el paso de los años se han identificado mayores incidencias 

de ETAs provenientes de alimentos frescos (10) (11) (12). 

Se sabe que del total de brotes de ETAs reportados en EE. UU entre 1996 y 2010, el 23% 

estaba relacionado con producción de alimentos y si bien en Europa la vinculación fue 

menor, hablando del 10% total de los brotes durante los años 2007 y 2011, el porcentaje 

de hospitalizaciones y fallecimientos atribuidas fue de 35 y 46% respectivamente (78) (79). 

En una actualización del CDC (80) se registró que, durante los años 2006 y 2014 en EE. 

UU, el 23% de todos los brotes multiestatales transmitidos por alimentos se asociaron con 

vegetales.  

En la Tabla 6, se muestra los productos frescos que han sido las fuentes más frecuentes 

que se han relacionado con las BP más relevantes para esta investigación. 
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Tabla 6. Brotes de bacterias patógenas detectadas en frutas y vegetales (Fuente propia) 

Bacteria patógena 
Fuente de 

contaminación 
Referencia 

E. coli O157-H7 

lechuga 
Scott y col. (194) 

Söderström y col. (195) 

cebollas Kozak y col. (196) 

tomate 
Frank y col. (197) 

calabaza 

coles Kupferschmidt (198) 

manzanas  Alegre y col. (199) 

espinaca fresca Maki (200) 

Listeria 

monocytogenes 

manzanas 
Angelo y col. (201) 

CDC (202) 

melones CDC (203) 

pepinos Jeyaletchumi (204) 

perejil 
Gómez y col. (205) 

Scallan y col. (46) 

lechuga Shrivastava (206) 

col Ponniah y col. (207) 

zanahorias  Ruiz y col. (67) 

maíz Aureli y col. (208) 

Salmonella spp. 

pimientos 
Warriner y Namvar (209) 

tomates 

jalapeño 
Maki (210) 

chiles serranos 

mango 
Penteado y col. (211) 

Sivapalasingam y col. (212) 

cilantro Campbell y col. (213) 

Shigella spp. 

espinaca Kozak y col. (196) 

guisantes  Mei-Soon y col. (214) 

zanahorias  Warriner y Namvar (209) 

perejil  Naimi y col. (215) 

 

Existen factores de riesgo que elevan las posibilidades de una baja inocuidad 

especialmente en productos frescos; ya que el agua de riego, los fertilizantes biológicos 

y las prácticas en el manejo de los alimentos también han sido asociados a fuentes previas 

de contaminación (81) (Figura 11). En consecuencia, las bacterias patógenas transmitidas 

por los alimentos no son sólo una restricción para la seguridad de aquellos productos que 

se establecen antes y después de una cosecha, también causan grandes pérdidas 
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económicas a los propios agricultores, indicando como BP más significativas a E. coli 

O157:H7, Salmonella spp. y Listeria spp. (82) (83) (84), despertando la necesidad de prevenir 

la contaminación a través de controles más efectivos más allá de las buenas prácticas 

agrícolas (85). 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 11. Representación esquemática de las posibles rutas de contaminación de 

fuentes contaminadas en las primeras etapas de la cadena alimentaria (68). 

 

3. MÉTODOS DE CONTROL DE BACTERIAS PATÓGENAS, EFECTIVIDAD 

Y DESVENTAJAS 

Para el control de bacterias patógenas se han empleado diferentes tecnologías como 

intervención térmica, radiación gamma y UV, métodos físicos y control químico; las 

cuales tras su utilización deberán reducir las poblaciones microbianas a través de la 

medición del crecimiento de las mismas con diferentes métodos como el de las diluciones 

seriadas (86), determinando así su efectividad. Basado en lo anterior, el control químico ha 

sido el más utilizado para controlar o eliminar bacterias patógenas en los alimentos (13). 

      

3.1 CONTROL QUÍMICO 

El control químico se conoce como el uso de sustancias químicas para matar o inhibir al 

patógeno en alguna etapa de su diseminación (87), los compuestos químicos más utilizados 

son: cloro, ozono y agua ozonizada, peróxido de hidrógeno, ácido peroxiacético y 

plaguicidas o agentes antimicrobianos (88). 
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3.3.1 CLORO 

Los desinfectantes a base de cloro se consideran un biocida de elección para la industria 

alimentaria al tener la capacidad de desinfectar productos y herramientas utilizadas en el 

área de procesamiento (89), también cuenta con un amplio espectro de actividad, ya que es 

capaz de repercutir en bacterias Gram Positivas como Gram Negativas además de 

presentar cierta actividad frente a los microorganismos formadores de esporas. Su 

mecanismo de acción recae en su carga, ya que el cloro es electronegativo lo que permite 

oxidar las uniones peptídicas provocando la desnaturalización de las proteínas (90). García-

Robles y col. (91) comprueban la efectividad del cloro a 10 y 20 ppm al reducir en un 100% 

a E. coli, además de probar con hipoclorito de sodio donde obtuvieron una eliminación 

del 99.3% y 99.54% a 10 y 20 ppm respectivamente. Sin embargo, actualmente los 

desinfectantes a base de cloro se indican como destructores de la microflora además del 

efecto perjudicial para la salud al formarse subproductos halogenados, como los 

trihalometanos y cloraminas, debido a su reacción con otros compuestos orgánicos (92). 

3.1.2 OZONO Y AGUA OZONIZADA 

El ozono es un oxidante 1.5 veces más potente que el cloro, muy corrosivo y no se 

acumula en tejidos grasos ni causa efectos crónicos, mutagénicos o cancerígenos (92) 

promoviendo su aplicación en alimentos y considerado como una sustancia GRAS 

(Generally Recognized Safe) (93). Su aplicación permite inactivar múltiples 

microorganismos (como las bacterias) (Tabla 7) y bajo condiciones adecuadas de 

exposición en el lavado y almacenamiento de frutas y hortalizas, ha logrado extender la 

vida útil de anaquel preservando las características organolépticas (94) (95). El ozono 

destruye la pared celular y membrana plasmática de las bacterias mediante una oxidación 

progresiva demostrando su acción en BP como L. monocytogenes y S. enteritidis. y a 

pesar de que no genera ningún subproducto, es un gas inestable que solo debe estar 

expuesto con el alimento por 4 minutos con una concentración máxima de 0.4 mg/L, 

además que su producción in situ requiere de una gran inversión de capital por su 

tecnología costosa  (96) (97) (Figura 12). 
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Tabla 7. Comparación de la resistencia de diferentes microorganismos a la inactivación 

con ozono (47). 

Organismos pH 
Temp. 

(°C) 

Concentración 

(mg/L) 

Tiempo 

(min) 

Escherichia coli 
7.2 

7.2 

1 

1 

0.007 

0.065 

0.083 

0.33 

Mycobacterium 

fortuitum 
7.0 24 0.8 – 1.08 0.58 

Poliovirus 1 
7.2 

7.2 

20 

5 

0.15 

0.15 

0.5 

1.47 

Poliovirus 2 7.2 20 0.15 0.83 

Giardia muris 
7.0 

7.0 

25 

5 

0.03 – 0.15 

0.15 – 0.7 

9.0 - 1.8 

12.9 – 2.8 

Naegleria gruberi 
7.0 

7.0 

25 

5 

0.3 – 1.2 

0.55 – 2.0 

4.3 – 1.1 

7.8 – 2.1 

Entamoeba histolytica 

(quiste) 

7.5- 

8.0 
19 0.7 – 1.1 <5.0 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 12. Componentes básicos del proceso de ozonización (47). 
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3.1.3 PERÓXIDO DE HIDRÓGENO 

Utilizado ampliamente como biocida, el peróxido de hidrógeno es una solución 

relativamente segura ya que, al momento de descomponerse, libera agua y oxígeno los 

cuales son subproductos no tóxicos. Su amplio espectro de toxicidad, que incluye 

endosporas bacterianas, además de su nula toxicidad al ambiente son sus principales 

ventajas; las que han permitido su uso en superficies, ambientes y sobre todo alimentos 

frescos (98) (99). Según revisiones generales, su mecanismo de acción se da por ser un 

agente oxidante y producir radicales hidroxilos que serán eficaces al momento de reducir 

patógenos en frutas y verduras como uva, ciruelas, manzana, naranja, champiñones, 

melón, tomate, pimiento rojo y lechuga además de prolongar su vida útil sin dejar 

residuos, que puedan generar una pérdida en la calidad del producto (89). El problema de 

este compuesto radica es que no es considerado una sustancia GRAS por lo cual cualquier 

ingestión provoca dolor de garganta, dolor abdominal, náuseas y vómitos (100). 

3.1.4 ÁCIDO PEROXIACÉTICO 

Este compuesto, producto de la combinación del ácido peracético y peróxido de 

hidrógeno, ha demostrado ser un fuerte antioxidante efectivo para el control de 

microorganismos patógenos. Inicialmente se utilizó para la desinfección de superficies 

destinadas a la preparación de alimentos con dosis de 85 ppm (92) (93), años después se vio 

factible el utilizarlo como solución de lavado para los alimentos ya que la principal 

ventaja del compuesto es el gran espectro biocida además de ser efectivo en un rango 

amplio de temperaturas y pH entre 1 y 8 (89), permitiendo un mayor empleo en frutas y 

hortalizas. Se ha probado su efectividad para controlar E. coli, Salmonella spp. y L. 

monocytogenes en productos como melones, espárragos, lechuga, fresas, zanahorias y 

manzanas (101) (65) (102).  El mecanismo de acción de este compuesto radica en la oxidación 

por medio de una transferencia de electrones, mientras más oxidante es el compuesto 

mayor es la transferencia lo que provoca la inactivación o eliminación de las células. Sin 

embargo, este mecanismo ha puesto en duda que no sea riesgoso para la salud humana 

habiendo reportes sobre la posible producción de radicales libres y subproductos 

orgánicos halogenados (103). 
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3.1.5 PLAGUICIDAS Y AGENTES ANTIMICROBIANOS 

Los plaguicidas y agentes antimicrobianos son compuestos sintéticos con alto poder 

biocida destinados a prevenir, destruir o controlar cualquier plaga. Su clasificación varía 

de acuerdo a la plaga que controla que en nuestro caso son los bactericidas además del 

modo de acción, estrategia de uso, familias químicas, grado de toxicidad, época de 

aplicación y tipo de formulación (104). El mecanismo de acción para los bactericidas es 

amplio ya que hay diferentes maneras de afectar la pared celular bacteriana: en diferentes 

etapas de síntesis, transporte de sus precursores metabólicos o por acción directa sobre su 

organización estructural (105).  

Gracias a esto han adquirido un papel preponderante en la protección de cultivos, sin 

embargo, su empleo intensivo ha provocado efectos negativos sobre el ambiente al 

eliminar a los enemigos naturales de los organismos nocivos causándoles la muerte o 

reduciendo las poblaciones que les sirven de alimento, provocando alteraciones en el 

ecosistema (14). Otros efectos considerados son la resistencia de plagas y los efectos 

adversos sobre la salud de las personas que entran en contacto con estos compuestos, ya 

que los contaminantes que desprenden tienen la característica de ser liposolubles y 

acumularse progresivamente en la grasa de los seres vivos causando efectos fisiológicos 

de largo plazo (106) (107),  lo que conlleva a la necesidad de buscar otras alternativas a las 

tradicionales a través de un manejo integrado de plagas, donde el control biológico 

despierta gran interés al buscar la preservación del ambiente y la inocuidad alimentaria.  

 

Figura 13. Introducción de los plaguicidas a la cadena alimentaria (107). 
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En la Figura 13 se puede observar como los plaguicidas ingresan en las cadenas 

alimentarias y se distribuyen a través de ellas. Estos compuestos químicos se concentran 

en cada nicho ecológico y se acumulan sucesivamente hasta que alcanzan una 

concentración letal para algún organismo constituyente de la cadena, o bien hasta que 

llegan a niveles superiores de la red trófica. 

2.2 CONTROL BIOLÓGICO 

El control biológico es el uso de organismos, o sus metabolitos o subproductos, que son 

considerados enemigos naturales y previenen, reducen o retrasan el desarrollo excesivo 

de las plagas (13) (14). En países como México donde el 50% de pérdidas de toda la 

producción era provocado por patógenos, la aplicación de agentes de control biológico es 

crucial para promover la exportación de productos inocuos (108). Los plaguicidas 

biológicos es una de las opciones más estudiados destacando a Bacillus thuringiensis, al 

ser la combinación de un control biológico con la ingeniería genética, sin embargo, esta 

tecnología se utiliza más para insectos que para bacterias (14). Los bacteriófagos también 

son un método prometedor y se describieron inicialmente en 1900 al prevenir y tratar con 

éxito BP como Salmonella, Shigella y Staphylococcus spp. sin embargo, actualmente es 

más estudiado en E. coli O157-H7 por su capacidad de lisar cultivos a 4 y 37°C (109).  

 

Figura 14. Mecanismo de acción de las toxinas Cry de Bacillus thuringiensis (108). 
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El mecanismo de acción de las toxinas Cry es muy complejo, se necesitan varios pasos y 

sería imposible que esta toxina evolucionara para tener efecto en organismos mamíferos, 

en otros animales o en plantas. Para el caso de las toxinas Cry activas contra mosquitos, 

la bacteria Bti que sintetiza estas toxinas también sintetiza a las proteínas Cyt, estas 

interaccionan con la membrana de las células del intestino y se insertan formado un poro 

que termina por romper las células y posteriormente matar al insecto (108). 

A pesar de que se ha invertido gran cantidad de esfuerzos para el estudio y desarrollo de 

agentes de control biológico, lamentablemente su uso comercial y producción a gran 

escala aún es limitado por las tecnologías, en algunos casos, costosas (14). Esto ha 

desencadenado la profundización de nuevos métodos biológicos a través de compuestos 

que no pretendan ser riesgosos para el ambiente o la salud humana además de ser 

económicas. 

2.3 COMPUESTOS BIODEGRADABLES COMO ALTERNATIVAS 

NATURALES DE CONTROL 

En los últimos 10 años, los compuestos biodegradables han sido la fuente de diferentes 

productos aplicados para el empaque de alimentos o destinados a la agricultura, ya que 

su uso requiere de menos energía no renovable con respecto a otros compuestos (110) (111). 

Existen muchos productos que pueden tener propiedades antimicrobianas en los que 

destacan el quitosano, las ceras y la extracción de aceites esenciales a partir de productos 

vegetales; todos estos han logrado prolongar la vida útil de los alimentos, reduciendo 

riesgos para la salud humana y pérdidas económicas a la agricultura debido a la presencia 

de BP (112) (113).  

3.3.1 QUITOSANO  

La quitina es un compuesto biodegradable que ha logrado un mayor enfoque al extraerse 

de desechos orgánicos como los exoesqueletos de los crustáceos obteniendo un producto 

con propiedades antimicrobianas denominado quitosano (114). El quitosano es un 

aminopolisacárido obtenido de la desacetilación parcial de la quitina por un fuerte 

tratamiento alcalino junto a altas temperaturas (115) (116), durante este proceso se eliminan 

los grupos acetilo (Figura 14) y a la vez se produce una reacción de despolimerización, 

siendo el grado de desacetilación y el porcentaje molar las propiedades fisicoquímicas 

más importantes que diferencian a la quitina del quitosano además de que este último 
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presenta la característica de ser soluble en ácidos orgánicos (117) (118) (119) (120), estimándolo 

como un biomaterial muy versátil y con aplicaciones promisorias (121). 

 

 

Figura 15. Estructuras químicas de quitina y quitosano (122). 

 

Las propiedades de biocompatibilidad, biodegradabilidad y seguridad del quitosano han 

despertado el interés del campo biotecnológico, farmacéutico y de la biomedicina (123), 

aunque su poder antimicrobiano ha tenido mayor impacto en la conservación de 

alimentos, así como la reducción del uso de conservantes químicos (124) (125). Los efectos 

bacteriostáticos y bactericidas del quitosano involucran los grupos aminos cargados 

positivamente (-NH3
+) de este compuesto y los grupos carboxilato cargados 

negativamente (-COO-) de la superficie de las membranas bacterianas, las cuales al 

momento de unirse, alterarán la distribución de las cargas llevando al debilitamiento y/o 

ruptura de la membrana celular (126) (127) (Figura 15),  esto se ha logrado confirmar por 

estudios de microscopía electrónica y  microscopía de fuerza en donde se logra visualizar 

con gran facilidad este fenómeno (128) (129). 

Quitina 

Quitosano 
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Figura 16. Representación esquemática de los efectos antimicrobianos del quitosano 
(130). 

 

 

 

Figura 17. Representación esquemática del mecanismo de acción del quitosano sobre 

bacterias Gram Negativas y Gram Positivas (131).  

 

 
Si bien este mecanismo es fuerte como para inhibir BP, en la Tabla 2 podemos observar 

que el sinergismo del quitosano con otros compuestos químicos y naturales puede 

potencializar su acción antimicrobiana o mantener las características organolépticas de 

los alimentos en donde serían aplicados. Para descartar el uso de compuestos químicos 

totalmente, las investigaciones hacen hincapié en la combinación del quitosano con 

compuestos naturales para obtener estos mismos efectos. 
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Tabla 8. Efectos del quitosano y otros compuestos naturales sobre BP de importancia en 

inocuidad alimentaria (Fuente propia) 

Polímero Aditivos 
Bacteria 

patógena 
Metodología 

Efecto 

antimicrobiano del 

aditivo 

Referencia 

Quitosano 

Almidón 

E. coli 

Método de zona 

de inhibición 

Influye más la 

naturaleza 

policatiónica del 

quitosano  

Shen y col. (216) 

Aceite esencial 

de orégano 

Método de zona 

de inhibición 

Compuesto fenólico 

carvacrol y 

monoterpeno p-cimeno 

del orégano 

Pelissari y col. (217) 

Lactoferrina 

Ensayo de 

difusión en agar 

y recuento 

celular 

Actividad quelante 

como hierro de la 

lactoferrina, sin 

embargo, se necesita 

del sinergismo de otros 

componentes 

Brown y col. (218) 

Lisozima 
Cuantificación 

log UFC 

Actua sobre el 

peptidoglicano en las 

paredes celulares y 

provoca la lisis celular 

Duan y col. (219) 

Ácidos 

orgánicos y 

EDTA 

Cuantificación 

log UFC/mL 

Interferencia del EDTA 

respecto a los 

polisacáridos de la 

membrana 

Chung y col. (220) 

Aceite de 

orégano  

L. 

monocytogenes 

Cuantificación 

log UFC/cm2 

Concentración de 

compuestos volátiles 
Sánchez y col. (221) 

Lactoferrina 

Ensayo de 

difusión en agar 

y recuento 

celular 

Actividad quelante 

como hierro de la 

lactoferrina, sin 

embargo, se necesita 

del sinergismo con 

otros componentes 

Brown y col. (218) 

Hidroxipropil 

Porcentaje de 

reducción de las 

UFC  

Influye más la 

naturaleza 

policatiónica del 

quitosano  

Möller y col. (222) 

k-Carragenina, 

Extracto de 

mostaza más 

EDTA 

Salmonella spp. 

Cuantificación 

log UFC/g 

Alto contenido 

fenólico de la mostaza 

Olaimat y Holley 
(223) 

Aceite de 

orégano 

Método de zona 

de inhibición 

Compuesto fenólico 

carvacrol y 

monoterpeno p-cimeno 

del orégano 

Pelissari y col. (217) 
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3.3.2 CERA DE ABEJA 

La cera de abeja es ampliamente utilizada como un aditivo para mantener la calidad de 

un producto gracias a su alta hidrofobicidad y excelente resistencia a la humedad además 

de ser de gran interés en la industria alimentaria por no ser tóxico para el ser humano (132); 

contiene ácidos libres, ésteres y otros componentes naturales que aportan propiedades 

emulsificantes, plasticidad y un olor agradable. Esto ayudará a mantener características 

organolépticas de los alimentos, aunque también se ha demostrado su propiedad 

antimicrobiana al estudiarse otros componentes como los propóleos, que están formados 

por cera de abeja, resinas y en su mayoría por flavonoides, estos poseen una acción directa 

sobre la membrana de algunas BP reduciendo su permeabilidad (133) (134).  

Se ha reportado su estudio junto con hidroxipropimetilcelulosa sobre mango, ciruelas, 

naranjas y mandarinas considerándose la proporción entre ambos como el factor con 

mayor repercusión en la calidad postcosecha de estos frutos (135) (136). Estudios realizados 

por Tosne y col. (137) mencionan que un recubrimiento de almidón con cera de abeja al 

1.5% permitió una conservación del fruto de Bactris gasipaes de 16 días con respecto a 

los 12 días del control además de reducir la pérdida de peso y firmeza, retrasando el 

desarrollo de la madurez y la tasa de respiración, manteniendo de esta manera las 

características físicas del fruto. Ramos-García y col. (18) evaluaron la actividad 

antimicrobiana de recubrimientos a base de quitosano con la adición de la cera de abeja 

0.1% y aceite esencial de lima y tomillo al 0.1% permitiendo la inhibición completa de 

E. coli DH5α. 

3.3.3 ÁCIDO OLEICO  

El ácido oleico es un ácido graso mono insaturado encontrado de forma natural en muchas 

plantas y algunos productos de origen animal. Es considerado como una grasa natural 

saludable y el componente principal de muchos aceites vegetales, especialmente en el 

aceite de oliva (138). Se sabe que la actividad antimicrobiana recae en los polifenoles 

además se ha podido observar actividad antimicrobiana por parte de los ácidos grasos y 

monoglicéridos (Figura 18) frente a un amplio rango de bacterias y levaduras (139) (140), 

adicionando su notable actividad frente a patógenos del tracto intestinal. (141) Vargas y 

col. (142) concluyeron que recubrimientos a base de quitosano adicionado con ácido oleico 

al 2 y 4% incrementaban el poder antimicrobiano del quitosano además de tener mayor 

resistencia al vapor de agua y disminuir la tasa de respiración de fresas durante su 
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almacenamiento. En un estudio realizado por Aguirre-Loredo y col. (143) un recubrimiento 

de quitosano de 10 g/L con la adición de ácido oleico al 3 y 6 g/L fue eficaz al no afectar 

la transferencia de vapor de agua. Por otro lado, Janakat y col. (144) mostraron la potente 

actividad antimicrobiana del aceite de oliva a una concentración de 60 μL/mL a 10°C al 

reducir en un 100% las poblaciones iniciales de L. monocytogenes, E. coli O157-H7 y S. 

enteritidis después de 7 días; obteniendo resultados similares con una concentración de 

aceite de oliva de 80 μL/mL a 37°C en las mismas BP. 

 

 

Figura 18. Representación esquemática de los mecanismos detrás de la actividad 

antibacteriana de los ácidos grasos y los monoglicéridos (145). 

 

3.3.4 ACEITES ESENCIALES 

Los aceites esenciales son líquidos oleosos aromáticos provenientes de una mezcla de 

compuestos fenólicos, terpenoides, alcoholes, aldehídos y otros compuestos bioactivos 

importantes, que se han aplicado ampliamente para una variedad de propósitos durante 

miles de años (146). Varios reportes han probado sus propiedades antimicrobianas, 

antifúngicas, insecticidas, antioxidantes y antiinflamatorias (147) (148) (149) (Figura 19) por 

lo que su aplicación a la conservación de cultivos y alimentos post cosecha no se hizo 
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esperar. Se han encontrado numerosas investigaciones del efecto antibacterial de los 

aceites esenciales, sin embargo, aquellos derivados de frutos cítricos han sido más 

estudiados por contar con más de 40 compuestos implicados en la actividad 

antibacteriana, encontrando la mayoría de ellos en las cáscaras propiciando una 

extracción de aceites económicamente viable (146) (150) (Tabla 9). 

 

Figura 19. Mecanismo antimicrobiano de los aceites esenciales en microorganismos 

(155). 

 

En la Figura 19 podemos observar como los aceites esenciales desestabilizan la 

arquitectura celular, lo que lleva a la ruptura de la integridad de la membrana y al aumento 

de la permeabilidad, lo que interrumpe muchas actividades celulares incluida la 

producción de energía (acoplado a la membrana), el transporte de la membrana y otras 

funciones reguladoras metabólicas. La interrupción de la membrana celular por los aceites 

esenciales puede ayudar a varios procesos vitales, como los procesos de conversión de 

energía, el procesamiento de nutrientes, la síntesis de macromoléculas estructurales y la 

secreción del regulador del crecimiento (155). 

Settani y col. (151) evaluaron la actividad antibacterial de 23 especies de cítricos, y de los 

cuales sólo 2 extraídas del limón que diferían en la variedad, lograron zonas de inhibición 

entre 9mm y 15mm en las 42 cepas de L. monocytogenes que se trataron en su 

investigación. En 2006, Prabuseenivasan y col. (152) determinaron una zona de inhibición 

de 21.6 mm y 18.9 mm del aceite esencial de limón a concentraciones 1:1 y 1:5 

respectivamente sobre E. coli, este resultado se confirma por Öntaş y col. (153) quienes 
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obtuvieron zonas de inhibición mayores a 15 mm utilizando aceite esencial de limón al 

10% contra BP Gram Negativas. Todas estas investigaciones juntos con aquellas donde 

el aceite esencial de limón ha logrado mantener las características organolépticas y 

fisicoquímicas de alimentos frescos, como el jitomate (154), han despertado grandes 

expectativas para buscar un producto donde se puedan englobar varios compuestos 

naturales aprovechando sus características antimicrobianas y propiciando el sinergismo 

entre ellos. 

Tabla 9. Principales compuestos solubles en agua e insolubles en agua presentes en el 

aceite esencial de cítricos (156). 

Componentes solubles en 

agua 
Componentes insolubles en agua 

Alcohol metílico 
Alcanfor Limoneno 

Octanal Ocimeno 

Alcohol etílico 
1-Terpineno b-pineno 

3-hexen-1-ol Decanal 

Sulfuro de hidrógeno 
a-pinene a-terpincol 

Ocimeno Mirceno 

Acetaldehído 

Citronelal Neral 

Carveol Dodecanal 

Ácido acético 

Geranial Nerolidol 

Carvone Óxido de linalol 

Furfural 1,4 – 

Ciclohexanediona 

Citronelal Geraniol 

Oxido linalool Ácido cáprico 

Acetona Nerol 

 

 

3. RECUBRIMIENTOS COMESTIBLES  

El avance de la tecnología ha permitido nuevas técnicas enfocadas a la conservación de 

frutas y hortalizas que les permitan mantener su inocuidad, preservar sus características 

originales y alargar su vida útil, ya que este último factor será vital para reducir en lo 
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máximo posibles pérdidas económicas (15) (16), abriendo un campo satisfactoriamente 

para los recubrimientos comestibles (RC). 

4.1 DEFINICIÓN 

Los RC son una matriz continua y delgada que se adhiere a la estructura del alimento, 

con una o varias capas finas del material elaborado, y que en algunos casos son 

biopolímeros naturales de alto peso molecular (17) (157), pudiéndose aplicar por inmersión, 

pulverización o filtración (158). La práctica del uso de los recubrimientos, tanto en frutas 

como hortalizas, es muy antigua y se desarrolló en un inicio para imitar las cubiertas 

naturales de los productos vegetales existiendo reportes que datan de los siglos XII y 

XIII, en los cuales China realizaba la inmersión de naranjas y limas en cera para retardar 

la pérdida de agua (15) (159), esto se relaciona con la finalidad actual de los RC, ya que 

crean una atmosfera modificada que reduzca la velocidad de transpiración además de 

formar una barrera semipermeble a los gases y vapor de agua retrasando así el deterioro 

del producto y alargando su vida útil (160) (Figura 20). De esta manera, los RC han 

demostrado ser herramientas útiles para mejorar la calidad de los alimentos frescos, y al 

estar elaborados de compuestas GRAS, pueden ser ingeridos sin pensar en un efecto 

adverso (161) (160). 

 

Figura 20. Principales funciones de los recubrimientos comestibles (162). 
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4.2  TIPOS DE RECUBRIMIENTOS COMESTIBLES 

Los recubrimientos pueden estar elaborados a partir de compuestos naturales o de 

subproductos de industrias agroalimentarias; teniendo siempre una base que puede venir 

de fuentes renovables como proteínas, lípidos y polisacáridos las cuales cuentan con 

características propias que permiten el éxito en su uso (163) (Figura 21). 

 

Figura 21. Composición de los recubrimientos comestibles (162). 

4.2.1 PROTEÍNAS  

Los recubrimientos a base de proteínas más comunes son: gelatina, caseína, lactosuero, 

colágeno, zeína, gluten de trigo y proteína de soja, las cuales formaran redes 

macromoleculares que permitan la estabilización de la estructura de sus compuestos 

permitiendo tener una mejor propiedad de barrera ante los gases, sin embargo, es 

susceptible a la humedad por su naturaleza hidrofílica (164) (165) (Tabla 10). 
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Tabla 10. Algunos recubrimientos a base de proteínas para diferentes productos 

alimenticios con funciones significativas (166). 

Recubrimiento con aditivos Producto alimenticio Funciones significativas 

Recubrimientos de gluten y 

zeína con caseinato de potasio, 

caseína de cuajo, goma xantana, 

aditivos de algarrobo 

Filetes de trucha 

Atributos sensoriales y las 

cualidades bioquímicas 

físicos. 

Recubrimientos de proteína de 

suero con orégano, aceites 

esenciales de clavo y aditivos de 

glicerol 

Filetes de pechuga de 

pollo 

Mejore la calidad y 

extienda la vida útil de la 

pechuga de pollo y 

minimice el efecto 

antimicrobiano 

Recubrimientos de caseinato de 

sodio con sorbitol, aditivos de 

glicerol. 

Cactus de baya Contenidos fitoquimicos 

 

4.2.2 LÍPIDOS 

Aquellos RC hechos de lípidos tienen como fuentes más usadas las ceras, aceites 

esenciales de vegetales y los ácidos grasos que poseen puntos de fusión altos, todos ellos 

tienen la ventaja de reducir la deshidratación de los productos presentando una escasa 

permeabilidad al agua, pero su limitación radica en la pobre resistentica mecánica en 

comparación con RC a base de polisacáridos (167) (17) (Tabla 11). 

Tabla 11. Algunos recubrimientos a base de lípidos para diferentes productos 

alimenticios con funciones significativas (166). 

Recubrimiento con aditivos Producto alimenticio Funciones significativas 

Recubrimientos de cera de 

candelilla con aceite mineral 
Fruta de guayaba 

Pérdida de peso de emisión 

de etileno, brillo, retención 

del color, firmeza 

Cera de carnauba Manzana 

Incremento de la resistencia 

al vapor de agua y reducción 

de pérdida de peso 

Revestimientos de cera de abeja 

con aditivos de glicerol 
Salchicha seca 

Reducción en la pérdida de 

peso 

Recubrimiento a base de lípidos 

con ácido esteárico, (PGPR) y 

aditivos de mantequilla 

Tabletas de caramelo 
Propiedades de barrera 

contra la humedad 
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4.2.3 POLISACÁRIDOS 

Este último es más utilizado para su aplicación en frutas gracias a su propiedad de 

adherencia y flexibilidad sobre la superficie de productos hortofrutícolas (168) (17), 

destacando al quitosano como los polisacáridos más estudiados por su buena 

disponibilidad en la naturaleza. Los recubrimientos con quitosano son resistentes, 

duraderos y flexibles logrando adquirir propiedades mecánicas similares a los polímeros 

comerciales (169) además de resistir la formación de biopelículas de bacterias y levaduras, 

reduciendo en un 95 a 99.99% las poblaciones de células viables (170). Estudios diversos 

han demostrado la capacidad de mezclar diversos compuestos naturales en un solo 

recubrimiento con el fin de lograr un sinergismo que potencialice las propiedades 

antimicrobianas o mantenga las propiedades organolépticas del producto, incrementando 

su eficacia como conservador (171) (Tabla 12). 

Tabla 12. Algunos recubrimientos a base de polisacáridos para diferentes productos 

alimenticios con funciones significativas (166). 

Recubrimiento con aditivos 
Producto 

alimenticio 
Funciones significativas 

K-carragenina o tapioca 

revestimientos de almidón con potasio, 

ácido ascórbico, ácido cítrico, glicerol 

Calabaza 

fortificada 

Color y actividades 

antimicrobianas 

Recubrimientos de alginato, pectina y 

gellan con goma desaciclada, metoxil 

pectina, sal de potasio esterificada, 

glicerol, aditivos de cloruro de calcio. 

Melones recién 

cortados 

El efecto en la vida útil del 

melón recién cortado 

Polisacárido de goma de árbol de A. 

occidentale L. con sorbitol, Tween 80 

aditivos 

Manzanas 

Mejora la permeabilidad al 

vapor de agua, la opacidad y las 

propiedades mecánicas 

Hidroxipropilmetilcelulosa (HPMC) y 

recubrimientos de cera de abeja con 

ácido oleico, aditivos de glicerol 

Tomates cherry 

Pérdida de peso, color de la 

cáscara, firmeza de la fruta, tasa 

de respiración 

Recubrimientos de goma xantana con 

aditivos de ácido cinámico 

Pera recién 

cortada 

Atributos de calidad (color, 

firmeza, pérdida de peso, 

pérdida de agua) de pera 

almacenada a 4C 
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4.3 BENEFICIOS DE SU APLICACIÓN 

Han surgido varias investigaciones con respecto a los recubrimientos con el fin de generar 

mucho más conocimiento en base a este rubro. Con respecto a las propiedades 

organolépticas o fisicoquímicas del fruto, McHugh y Senesi (158) elaboraron un 

recubrimiento mezclando puré de manzana y varios componentes lipídicos como ácidos 

grasos, alcoholes grasos, cera de abeja y aceite vegetal obteniendo excelentes resultados 

con respecto a las propiedades de barrera al O2, pero deficientes con la humedad. Perdomo 

e Insuasti (172) probaron con propóleo y proteína de soja sobre fresas obteniendo una 

menor tasa de respiración además de conservar el color del fruto durante el período de 

evaluación. Un RC sobre guayabas con sábila logró una pérdida de 3.31% menos con 

respecto al control (173) y en aguacate se ha aplicado un recubrimiento con 2% de almidón 

de yuca, que al cabo de 6 días de almacenamiento mostro 10.1% menos de pérdida (174).  

Ponce y col. (175) evaluaron un RC con quitosano y romero al 1% sobre la superficie de 

calabazas (Cucurbita moschata Dutch) ante el crecimiento de L. monocytogenes, 

presentándose un efecto inhibitorio limitado al no mostrar diferencias significativas. Otra 

investigación apuntó a formar un recubrimiento a base de carboximetilcelulosa junto con 

aceite esencial de orégano a 5000ppm con el fin de ser aplicado en papaya, logrando una 

mayor tasa de respiración del 15.5%, además de una pérdida de firmeza del 5.23% 

comparado con el 14% del control, y aunque no se consiguió reducir el peso de pérdida 

del producto ni la erradicación por completo de Salmonella spp., si se disminuyó la carga 

microbiana y se retardó el crecimiento exponencial (176).  

Todas las investigaciones mencionadas proponen a los recubrimientos como metodología 

prometedora al mostrar resultados óptimos para la industria alimentaria, sin embargo, se 

debe continuar evaluando el sinergismo de compuestos naturales que tengan como 

respuesta la erradicación completa de BP, que hasta el día de hoy causan estragos 

mundiales por el continuo reporte de enfermedades, hospitalizaciones y/o muertes. 
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CAPÍTULO  II 

 

 

MATERIALES Y MÉTODOS 

 

1. MATERIALES 

 

1.1 INSUMOS 

 Aceite esencial de limón 

 Ácido acético 

 Agua destilada 

 Cera de abeja 

 Cloro  

 Etanol 70% 

 Glicerol  

 Quitosano 

 

1.2 MATERIALES DE LABORATORIO 

 Asa de kolle 

 Espátula 

 Gradillas 

 Micropipetas de 0.5-2 μL, 20-200 μL y 100-1000 μL 

 Pastillas de agitación 

 Picetas 

 Pipetas de 1mL y 5mL 
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 Puntas estériles blancas, amarillas y azules 

 Tubos de centrifuga de plástico con tapa rosca 15mL 

 Tubos eppendorf 1.5mL y 0.6mL 

 

1.3 MATERIAL DE VIDRIO 

 Beakers 100, 250 y 500 mL 

 Matraces 100, 250 y 500 mL 

 Perlas de vidrio 

 Placas Petri 100 x 15 mm 

 Probetas de 100mL 

 Tubos de ensayo de vidrio 13 x 100 mm 

 

1.4 MATERIAL BIOLÓGICO 

 Escherichia coli DH5α 

 Escherichia coli O157-H7 

 Listeria monocytogenes 

 Salmonella enteritidis 

 Shigella flexneri 

 

1.5 MEDIOS DE CULTIVO MICROBIOLÓGICO 

 Agar Nutritivo 

 Caldo Nutritivo 

 

1.6 EQUIPOS DE LABORATORIO 

 Autoclave Felisa FE-389 

 Balanza analítica Velab VE-300 

 Espectrofotómetro Hach 

 Estufa Faithful WHL-125B 

 Gabinete de Seguridad CrumaBio-1 

 Hot Plate Cole-Parmer 

 Incubadora a 37°C Felisa FE-133AD 

 Refrigerador Samsung RTA3ENPP1/XEM 

 



   
 

41 
 

1.7 OTROS MATERIALES 

 Agrofilm 

 Fósforo 

 Marcador indeleble 

 Recipiente de plástico 500mL 

 Programa estadístico MiniTab 

 

 

 

2. METODOLOGIA 

Esta investigación se realizó en las instalaciones de la Facultad de Nutrición de la 

Universidad Autónoma del Estado de Morelos y el Laboratorio de Diagnóstico y Servicio 

a la Agricultura de la Universidad Politécnica del Estado de Morelos, Cuernavaca, 

México. 

2.1 DETERMINACIÓN DE LA DILUCIÓN IDEAL BACTERIANA 

 

2.1.1 PREPARACIÓN DE MEDIOS DE CULTIVO 

2.1.1.1 AGAR NUTRITIVO 

Se pesó 96.4g de agar nutritivo que fueron depositados en 4 matraces de 1000mL y 1 

matraz de 400mL, luego se agregó 900mL de agua destilada en los matraces más grandes 

y 180mL en más pequeño, a continuación, se llevaron a una parrilla de agitación con 

temperatura, y cuando el agar se disolvió por completo el medio se esterilizó en la 

autoclave a 121°C y 15 psi. Para el llenado de placas, primero se limpió la superficie de 

la campana de flujo laminar con alcohol al 70% y luego se dejó unos 15 minutos con luz 

UV, una vez que el medio se estabilizó a una temperatura de 40°C se distribuyó 

aproximadamente 20mL de en cada placa, luego de su completa solidificación se 

guardaron en un gabinete a 25°C. 

 

2.1.1.2 CALDO NUTRITIVO 

Se pesó 1.2g de caldo nutritivo y se disolvieron en 150mL de agua destilada, con ayuda 

de una micropipeta de 5mL, se agregó 3mL por cada tubo sin cerrarse con la tapa 
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completamente. La esterilización del medio se realizó como se menciona anteriormente, 

y al finalizar este proceso, los tubos se cerraron por completo y se guardaron a 25°C. 

 

2.1.2 OBTENCIÓN DE MUESTRAS BIOLÓGICAS 

Se utilizó 4 BP responsables de enfermedades de transmisión alimentaria: Escherichia 

coli, Listeria monocytogenes, Salmonella enteritidis y Shigella flexneri; una de ellas con 

dos cepas: E. coli O157-H7 y E. coli DH5α; donadas por el Laboratorio de Diagnóstico 

y Servicio a la Agricultura de la Universidad Politécnica del Estado de Morelos. La 

patogenicidad de la cepa O157-H7 fue demostrada por el personal Laboratorio de 

Diagnóstico y Servicio a la Agricultura mediante la técnica de Reacción en Cadena de la 

Polimerasa (PCR) en tiempo real tras detectar la toxina Shiga. 

 

2.1.3  ACTIVACIÓN DE LAS CEPAS BACTERIANAS 

Se retiró de un congelador que oscilaba entre los -17 y -20°C las dos cepas de E. coli 

preservadas con glicerol al 50% y se llevó a una temperatura de 25°C durante 5 minutos 

para permitir su estabilización. Se limpió la superficie de la mesa con etanol al 70% y se 

prendió el mechero para establecer una atmósfera más estéril, después se inoculó 200 μL 

de cada cepa en dos tubos diferentes de caldo nutritivo los cuales se dejaron durante 24 

horas (overnigth) a 37°C en la incubadora. Las bacterias restantes se retiraron de un 

refrigerador con una temperatura entre 1 y 3°C preservadas en caldo nutritivo, se repitió 

el mismo procedimiento de estabilización, activación e incubación cambiando sólo la 

utilización de un asa de Kolle en vez de una micropipeta. 

 

2.1.4 METODOLOGÍA DE DILUCIONES SERIADAS 

 

Se llevó un tubo de caldo nutritivo al equipo de densidad óptica para mantener la 

absorbancia en 0.00, luego se agregó entre 800 μL y 1.2 mL del tubo con E. coli DH5α 

activada y una vez que la densidad óptica se estabilizó a 0.100±0.002 a 600 nm se 

procedió con la metodología de diluciones seriadas. Se rotuló 18 tubos eppendorf, 4 series 

y 6 por cada una, en la escala de 10-1 y 10-6 luego se agregó a cada uno 135 μL de caldo 

nutritivo y se tomó 15 μL del inóculo que se estableció a 0.100±0.002 a 600nm, se cerró 

el tubo, se homogenizó y luego se retiró 15 μL del tubo de 10-1 y se agregó al tubo 2 o de 
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10-2 y así sucesivamente hasta llegar a la dilución de 10-6.  Se repitió el mismo 

procedimiento para todas las series, y una vez preparadas las diluciones se tomó 100 μL 

de las ultimas diluciones (10-4, 10-5 y 10-6) y se agregaron a placas petri con agar nutritivo 

previamente rotuladas, para finalizar se agregó aproximadamente 10 perlas de vidrio las 

cuales permitieron la distribución homogénea del inóculo sobre la placa y se dejó durante 

1 hora y media (Figura 22). Una vez que las placas secaron, se retiró las perlas de vidrio 

y se dejaron en un vaso de precipitados con cloro para inactivarlas, luego se cerró las 

placas y se dejó en incubación por 24 horas. Una vez terminado el tiempo de incubación, 

se procedió a contar las UFC formadas en cada placa, por cada serie y cada repetición, 

con el fin de determinar la o las diluciones ideales a trabajar. 

 
Figura 22. Recuento en placa y diluciones seriadas (86). 

 

2.2 EVALUACIÓN DEL EFECTO DE LOS RECUBRIMIENTOS A BASE DE 

QUITOSANO CON LA ADICIÓN DE COMPUESTOS NATURALES: 

 

2.2.1 PREPARACIÓN DE LOS RECUBRIMIENTOS 

 

Los componentes de los recubrimientos fueron donados por la Facultad de Nutrición de 

la Universidad Autónoma del Estado de Morelos, Cuernavaca, México. Cada formulación 

se efectuó teniendo en cuenta las concentraciones establecidas en la Tabla 13. Para la 
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primera formulación se pesó 2g de quitosano y se agregó a un vaso de precipitados que 

contenía 197mL de ácido acético, la solución fue llevada a la parrilla de agitación con 

revoluciones constantes; después se agregó 0.6mL de glicerol y se controló la temperatura 

del vaso hasta que llegó a los 70°C, momento donde se agregó 0.2g de cera de abeja, se 

mantuvo constante esta temperatura con el fin de que la cera de abeja no se desnaturalice. 

Tras la completa disolución del quitosano, se agregó 0.2 mL del aceite esencial de limón 

y por último se llevó la solución a un instrumento con mayor potencial de 

homogenización durante 2 minutos. Para la formulación 2, se agregó 2g de quitosano en 

un vaso de precipitados con 195.2mL de ácido acético, este se llevó a la parrilla de 

agitación con revoluciones constantes y se adicionó 2mL de ácido oleico y 0.6mL de 

glicerol, tras la completa disolución del quitosano, la solución se llevó a un instrumento 

con mayor potencial de homogenización durante 2 minutos y por último se agregó 0.2mL 

del aceite esencial de limón (18) (154). 

 

Tabla 13. Formulaciones preparadas para la evaluación de las bacterias patógenas de 

inocuidad alimentaria  

 
Formulación 

1 

Formulación 

2 

Quitosano 1% 1% 

Cera de abeja 0.10% - 

Glicerol 0.30% 0.30% 

Ácido oleico - 1% 

Aceite esencial 

de limón 
0.10% 0.10% 

Ácido acético 98.50% 97.60% 

  

2.2.2 DISTRIBUCIÓN DE LOS RECUBRIMIENTOS 

Por cada bacteria se utilizó 36 placas de agar, de las cuales 16 placas se destinaron para 

los recubrimientos y las restantes para los controles. Primero se esterilizó la campana de 

flujo laminar con las especificaciones dichas anteriormente, luego se tomó 1 mL de la 

formulación 1 y se esparció por todo el medio nutritivo sin dejar algún espacio libre, a 

continuación, se depositó el exceso de recubrimiento en un vaso de precipitados y se dejó 

secar las placas abiertas durante 3 horas aproximadamente, una vez secas, las placas se 

guardaron a 25°C. Este procedimiento se realizó de igual manera para la formulación 2. 
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Figura 23. Distribución de los recubrimientos sobre las placas de Agar Nutritivo 

 

2.2.3 EVALUACIÓN DE LOS RECUBRIMIENTOS 

Se estabilizó la densidad óptica de la bacteria E. coli DH5α y se realizó la metodología 

de diluciones seriadas, como se mencionó anteriormente, usando como control positivo 

100 μL de cada una de las diluciones ideales en placas sin recubrimiento y se adicionó 

dos tubos eppendorf que contenían caldo nutritivo para el control negativo. Luego se 

agregó 100 μL de las diluciones ideales en las placas siguiendo el patrón de la Figura 24, 

se dejaron incubar y tras 24 horas, se procedió a contar las UFC formadas en cada placa 

y por cada serie para evaluar el efecto del recubrimiento con respecto a los controles, y 

así sucesivamente con cada una de las BP de esta investigación (18). 

Figura 24. Patrón del proceso de evaluación de los recubrimientos a base de quitosano sobre cada 

una de las BP de importancia en inocuidad alimentaria 

 Dilución ideal 1 Dilución ideal 2 
Control 

negativo  
Formulación 

1 o 2 

Control 

positivo 

Formulación 

1 o 2 

Control 

positivo 

Serie 1 

  

        

Serie 2           

Serie 3          

Serie 4      
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Figura 25. Proceso experimental para la evaluación de los recubrimientos 

A. Lectura de la densidad óptica B. Método de las diluciones seriadas C. Inoculación de 

la bacteria en placa con recubrimientos D. Proceso de secado de la inoculación E. 

Lectura a las 24 y 48 horas de las placas inoculadas 

 

2.3 ANÁLISIS ESTADÍSTICO MEDIANTE EL PROGRAMA MINITAB 

Para evaluar el efecto in vitro de los recubrimientos por bacteria y dilución se destinó 18 

placas por BP y luego se ingresó los datos al programa MiniTab donde se realizó el análisis 

estadístico por ANOVA y la prueba de rango múltiple de Fisher (0.05) con el fin de observar 

diferencias significativas. 

 

 

 

 

 

A       B                   C 

D                        E 
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CAPITULO III 

 

 

RESULTADOS Y DISCUSIONES 

 

 

 

3. RESULTADOS 

 

3.1 DETERMINACIÓN DE LA DILUCIÓN IDEAL BACTERIANA 

En la Tabla 14 se muestran las UFC obtenidas de E. coli DH5α después de 24 horas de 

incubación, observándose una media de 312 UFC en la dilución de 10-4, mientras que en 

la dilución de 10-5 se observó el desarrollo de 38 UFC, a diferencia de la dilución 10-6, 

donde se observó claramente el factor 1:10 descrito en la metodología, al reportarse el 

desarrollo de sólo 5 UFC, esto acompañado de lo que se observó de manera cualitativa 

en las placas (Figura 26).  
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Tabla 14. UFC de E. coli DH5α obtenidas por metodología de diluciones seriadas 

 

 Dilución bacteriana 

    Series      10-4   10-5  10-6   

UFC  312 38.3 5 

Desviación estándar 3.74 3.77 0.82 

Coeficiente de 

variación 
1.20% 9.84% 16.33% 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 26. Placas con medio nutritivo después de 24 horas de incubación en la dilución 

de A. 10-4 B. 10-5 C. 10-6 

 

 

 

3.2 EVALUACIÓN in vitro DEL EFECTO DE LOS RECUBRIMIENTOS A BASE 

DE QUITOSANO CON LA ADICIÓN DE COMPUESTOS NATURALES. 

3.2.1 Escherichia coli O157-H7 

Los recubrimientos F1 (quitosano 1% + cera de abeja 0.1% + aceite esencial de limón 

0.1%) y F2 (quitosano 1% + ácido oleico 1% + aceite esencial de limón 0.1%) no 

mostraron diferencias significativas sobre el crecimiento de E. coli O157-H7 a una 

dilución de 10-4 (137.33 y 221.33 UFC, respectivamente), con respecto al control positivo 

(299.33 UFC); sin embargo, en la dilución 10-5 la F2 mostró diferencia significativa a las 

24 horas de incubación (11.67 UFC ) al compararla con la F1 y el control (21.33 y 34 

UFC, respectivamente) (Tabla 15).  

 

 

 

A                       B                      C 
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Tabla 15. Comparaciones en parejas mediante Tukey con una confianza del 95% para E. 

coli O157-H7  

 

Recubrimientos   
10-4 10-5 

24hrs 48hrs 24hrs 48hrs 

F1 137.33±50.90a 191.33±96.6a 11.67±6.66a 27.67±3.21a 

F2 221.33±106.04a 272.67±47.34a 21.33±4.73b 28.00±5.57a 

Control (+) 299.33±6.79a 300.00±0.00a 34.00±4.77b 34.17±4.51a 
a Las medias seguidas por la misma letra no son significativamente diferentes (P ¼ 0.05) determinadas por las múltiples pruebas de 

Fisher 

 

 

3.2.2 Escherichia coli DH5α 

Para E. coli DH5α los recubrimientos F1 y F2 inhibieron por completo el desarrollo de la 

bacteria (0.00 UFC) en las diluciones de 10-4 y 10-5 a las 24 horas de incubación, ambas 

formulaciones fueron estadísticamente diferentes al control positivo (289 UFC y 46.67 

UFC respectivamente) (Tabla 16).  

Tabla 16. Comparaciones en parejas mediante Tukey con una confianza del 95% para E. 

coli DH5α  

 

Recubrimientos 
10-4 10-5 

24hrs 48hrs 24hrs 48hrs 

F1 0.00±0.00a 40.67±70.44a 0.00±0.00a 9.00±15.59a 

F2 0.00±0.00a 3.67±6.35a 0.00±0.00a 0.33±0.58a 

Control (+) 289.00±17.84b 289.00±17.84b 46.67±3.55b 48.83±2.93b 
a Las medias seguidas por la misma letra no son significativamente diferentes (P ¼ 0.05) determinadas por las múltiples pruebas 

de Fisher 

 

 

3.2.3 Listeria monocytogenes 

Para el caso de L. monocytogenes, ambos recubrimientos establecen diferencias 

significativas a ambas diluciones y tiempos de incubación, pero, cabe destacar que la F1 

tuvo una mayor inhibición sobre el crecimiento bacteriano al observarse una reducción 

total de las UFC (Tabla 17). 
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Tabla 17. Comparaciones en parejas mediante Tukey con una confianza del 95% para L. 

monocytogenes  

 

Recubrimientos 
10-4 10-5 

24hrs 48hrs 24hrs 48hrs 

F1 0.00±0.00a 0.00±0.00a 0.00±0.00a 0.00±0.00a 

F2 0.00±0.00a 54.00±59.63a 0.00±0.00a 4.33±7.51a 

Control (+) 300.00±0.00b 300.00±0.00b 105.67±12.29b 109.00±11.17b 
a Las medias seguidas por la misma letra no son significativamente diferentes (P ¼ 0.05) determinadas por las múltiples pruebas 

de Fisher 

 

3.2.4 Salmonella. enteritidis 

En S. enteritidis, la F2 fue el recubrimiento que obtuvo mayor efecto inhibitorio en la 

dilución 10-4 y 10-5 durante 24 horas de incubación, al presentarse una inhibición total a 

diferencia del control positivo (300 y 87.33 UFC, respectivamente) (Tabla 18); sin 

embargo, la dilución 10-5 mostró diferencias significativas con la F1, al cuantificarse un 

crecimiento bacteriano de 29.67 y 50.33 UFC a las 24 y 48 horas de incubación 

respectivamente con respecto al control positivo (87.33 y 91.17 UFC, respectivamente). 

Tabla 18. Comparaciones en parejas mediante Tukey con una confianza del 95% para S. 

enteritidis 

 

Recubrimientos 
10-4 10-5 

24hrs 48hrs 24hrs 48hrs 

F1 300.00±0.00b 300.00±0.00b 29.67±11.85b 50.33±9.61b 

F2 0.00±0.00a 32.00±31.58a 0.00±0.00a 3.33±3.51a 

Control (+) 300.00±0.00b 300.00±0.00b 87.33±9.25c 91.17±8.58c 
a Las medias seguidas por la misma letra no son significativamente diferentes (P ¼ 0.05) determinadas por las múltiples pruebas 

de Fisher 

 

3.2.5 Shigella flexneri 

Para el caso de S. flexneri, la F2 establece diferencias significativas en su crecimiento 

bacteriano al mostrar valores de 0.00 UFC en todas las variables estudiadas a diferencia 

de sus controles positivos. A una dilución de 10-4, la F1 no mostró diferencias 

significativas al contabilizarse medias iguales comparadas con el control positivo (300 

UFC en ambos tiempos de incubación) y de la misma manera en la dilución 10-5 al 

contabilizarse UFC cercanas al control (Tabla 19). 
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Tabla 19. Comparaciones en parejas mediante Tukey con una confianza del 95% para S. 

flexneri 

 

Recubrimientos 
10-4 10-5 

24hrs 48hrs 24hrs 48hrs 

F1 300.00±0.00b 300.00±0.00b 57.00±24.25b 65.67±18.15b 

F2 0.00±0.00a 0.00±0.00a 0.00±0.00a 0.00±0.00a 

Control (+) 300.00±0.00b 300.00±0.00b 81.33±18.09b 82.83±18.5b 
a Las medias seguidas por la misma letra no son significativamente diferentes (P ¼ 0.05) determinadas por las múltiples pruebas 

de Fisher 

 

3.3 EVALUACIÓN DE AMBAS FORMULACIONES  A TRAVÉS DEL PROGRAMA 

MINITAB 

 

Figura 27. Diferencias significativas de todas las BP a 10-4 por 24 horas de incubación 

mediante Tukey (IC 95%) 

A. F1       B. F2           BP con UFC = 0 
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Figura 28. Diferencias significativas de todas las BP a 10-5 por 24 horas de incubación 

mediante Tukey (IC 95%) 

A. F1       B. F2           BP con UFC = 0 

 

4. DISCUSIONES 

 

Todos los valores reportados en esta investigación mostraron coeficientes de variación 

menores al 20%, estableciendo que los datos presentados son confiables (177). Se ha 

reportado que la dilución ideal bacteriana es 10-5 al estar dentro del rango permitido (178) 

(18). En esta investigación, además de la dilución 10-5 se incluyó la dilución de 10-4, ya 

que, el género Shigella spp. necesita una dosis mínima de 10 a 100 células para causar 

una infección, sugiriendo este valor para observar el efecto de inhibición en una dilución 

menor. (74) 

Con respecto a la evaluación in vitro de los recubrimientos, la F1 mostró mayor efecto 

sobre E. coli O157-H7 y L. monocytogenes al observarse diferencias significativas en 
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algunos de los parámetros establecidos. Con la primera BP mencionada, sólo se observa 

inhibición a las 24 horas a 10-5 indicando un poder bacteriostático al retrasar el 

crecimiento bacteriano. Podemos atribuir este efecto a la cera de abeja, la cual es el 

elemento que difiere en las formulaciones y que puede contener de 67 a 75% de ésteres 

saturados y lo restante de ácidos grasos, hidrocarburos, alcoholes y ácidos (179) (180) (181); 

aunque existe poca evidencia que evalúa este componente sobre la inhibición de esta BP, 

se ha reportado la evaluación antimicrobiana de otros compuestos constituidos por cera 

de abeja como el propóleo (18) (182), el cual contiene fenoles que inhiben los ácidos 

nucleicos y degradan la membrana plasmática de las Gram Negativas, siendo este su 

mecanismo de acción (182). Gil y col. (183) observaron un efecto bacteriostático parcial con 

esta cepa usando una concentración mínima de 0.4% de propóleo en comparación con el 

0.1% de cera de abeja utilizado en nuestra investigación. Sagdic y col. (184) reportaron 

actividad antimicrobiana significativa en concentraciones de 2 y 5% de propóleo, lo que 

difiere de la investigación de Erkmen y Ozcan (185), quienes observaron ineficacia en 

concentraciones de 0.02 a 2.5% (v/v); lo que sugiere que el efecto inhibitorio de este 

compuesto no sólo dependerá de la concentración; involucrará además su composición 

química (variable y compleja) que depende del lugar de origen (133).  

Para el caso de L. monocytogenes, la F1 resulta ser efectiva a ambos tiempos de 

incubación y diluciones bacterianas al no reportarse UFC en placa, lo que sugiere que las 

bacterias Gram Positivas tienden a ser más susceptible a la cera de abeja confirmando lo 

reportado por Velazquez y col. (186) quienes observaron mayor inhibición en este grupo al 

obtener lecturas de 0.00 de esta BP en un espectrofotómetro tras ser expuesta a 400 μg/mL 

de éster fenetílico del ácido cafeico, un constituyente del propóleo extraído de Ures, 

Sonora a través de la metodología de microdilución por 48 horas; lo que difiere de lo 

reportado por Choi y col. (187) al relacionar el efecto antimicrobiano con la presencia de 

flavonoides gracias al sinergismo con los fenoles.  

Por otro lado, la F2 mostró mayor efecto sobre L. monocytogenes, S. enteritidis y S. 

flexneri al observarse diferencias significativas en algunos de los parámetros establecidos. 

En el caso de L. monocytogenes, se observó una inhibición completa sólo por 24 horas 

sugiriendo un efecto bacteriostático al registrarse UFC a las 48 horas de incubación. Este 

efecto es atribuido al ácido oleico que se encuentra en mayor proporción en el aceite de 

oliva. Godínez-Oviedo y col. (188) evaluaron aceite de oliva ozonizada sobre la inhibición 

de esta BP, reportando que una concentración bacteriana de 103 UFC/mL presentaba un 
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mayor diámetro del halo de inhibición (34mm); relacionando su poder antimicrobiano 

con el índice de peróxido, mientras que otras investigaciones han atribuido el mecanismo 

de acción a la presencia de ácido elenólico, que forma parte de la estructura de ciertos 

compuestos fenólicos del aceite de oliva (189). 

Para el caso de S. enteritidis, en la F1 se observó una diferencia significativa parcial a una 

dilución de 10-5 a ambos tiempos de incubación pudiéndose dar un efecto bacteriostático 

al retrasar el crecimiento de la bacteria si se compara con las UFC del control; esto se 

relaciona con lo establecido por Fratini y col. (191), quienes atribuyen los efectos de 

inhibición al sinergismo con productos naturales como la cera de abeja o el aceite de 

oliva. En la evaluación con la F2 establece mayor diferencia significativa durante 24 horas 

en ambas diluciones con respecto a la evaluación a 48 horas, pudiendo darse no sólo un 

efecto bacteriostático si no también bactericida. Este efecto de inhibición se muestra en 

Medina y col. (139), quienes lograron una actividad antibacteriana más fuerte con extractos 

acuosos de aceite de oliva virgen tras cinco minutos de exposición contra S. enteritidis, 

al reducir log de una concentración inicial de 106 UFC/mL. Karaosmanoglu y col. (190), 

por su parte, compararon la actividad antibacterial del aceite de oliva extra virgen 

(AOEV) con respecto a otros aceites refinados, reportando que el primero inhibía por 

completo el crecimiento bacteriano partiendo de una concentración  de 5 x 103 UFC/mL 

después de una hora con respecto a los otros aceites donde no se observó una reducción 

de logaritmo; atribuyendo el efecto bactericida del AOEV a la alta concentración de 

compuestos fenólicos estudiados en la misma investigación (ácido cinámico, ácido 

ferúlico, ácido 4-hidroxibenzoico, luteolina, ácido sirínico, tirosol, ácido vanílico y 

vainillina).  

Para S. flexneri, la F2 es la única que establece una diferencia significativa continua 

durante el tiempo de incubación y diluciones establecidas, aunque no se ha encontrado 

investigaciones con respecto a esta BP, se ha logrado evaluar la actividad antimicrobiana 

de diferentes extractos fenólicos de aceite de oliva virgen en S. sonnei obteniéndose 

resultados negativos al no encontrar diferencias significativas con respecto al control (192). 

La única bacteria susceptible a F1 y F2 en ambas diluciones a 24 horas es E. coli DH5α, 

ya que se observó una diferencia significativa bastante alta en las placas con 

recubrimiento con respecto a sus controles; si bien en el segundo tiempo de incubación 

todavía se observa diferencia significativa solo es sugerido el poder bacteriostático al 
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reportarse el crecimiento de UFC. El efecto bactericida o bacteriostático de cada 

formulación radica en los componentes que varían, en el caso de la F1 el mecanismo de 

acción será el mismo de E. coli O157-H7 donde los ésteres juegan un papel importante al 

ser uno de los componentes en mayor proporción, por su lado, la F2 presenta su actividad 

antimicrobiana por el ácido oleico y la presencia de fenoles en su composición. 

Resultados reportados por Ramos-García y col. (18) muestran el efecto inhibitorio 

completo bajo la misma metodología y con la misma cepa hasta las 48 horas obteniendo 

mejor efecto con el recubrimiento elaborado a base de (1) quitosano 1% + cera de abeja 

0.1% + aceite esencial de tomillo 1% y (2) quitosano 1% + cera de abeja 0.1%; sin 

embargo, se cree que la atenuación de cepas patógenas de laboratorio provoca efectos 

significativos en las propiedades fisiopatologías permitiendo que sean más susceptibles a 

diferentes métodos de inhibición con compuestos variables (193). 
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CONCLUSIONES 

 

 

1. Las diluciones escogidas para desarrollar la evaluación de los recubrimientos fueron 

adecuadas al poder realizar el conteo de las UFC de manera exitosa además de poder 

observarse claramente el efecto inhibitorio o de disminución de las colonias en 

aquellas bacterias donde los recubrimientos tuvieron éxito. 

 

2. Se observó diferencias significativas con la aplicación del F2 sobre E. coli O157-H7 

a una dilución de 10-5 y 24 horas de incubación. Para la E. coli DH5α y L. 

monocytogenes se observó diferencias significativas con ambas formulaciones a 

ambas diluciones y tiempos de incubación. Con respecto a S. enteritidis, se observó 

diferencias significativas con la F1 a una dilución de 10-5 y ambos tiempos de 

incubación y en la F2 con ambas diluciones y con ambos tiempos de incubación. Por 

último, S. flexneri sólo demostró diferencias significativas con la F2 en todos los 

parámetros observados. 

 

3. La F1 tuvo un efecto bactericida total sobre L. monocytogenes, un efecto 

bacteriostático sobre E. coli DH5α a ambas diluciones bacterianas y tiempos de 

incubación, E. coli O157-H7 y S. enteritidis (ambos tiempos de incubación); 

demostrando que la cera de abeja si tiene un efecto determinante para el éxito del 

recubrimiento. La F2 presenta un efecto bacteriostático sobre S. enteritidis y E. coli 

DH5α y un efecto bactericida total sobre S. flexneri, confirmando lo descrito por 

otros autores en donde el ácido oleico presenta una buena actividad antibacteriana. 
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RECOMENDACIONES 

 

 

1. La adición de la cera de abeja con quitosano  (F1) para evaluar la inhibición 

bacteriana de L. monocytogens así como el sinergismo entre el quitosano y el ácido 

oleico (F2) sobre la inhibición del crecimiento bacteriano de S. enteritidis y S. 

flexneri permite continuar investigaciones sobre la aplicación de recubrimientos 

especialmente con estas cepas al reportarse poco artículos. También es importante 

continuar la evaluación de los recubrimientos utilizados en esta investigación in vivo 

con el fin de observar la actividad antimicrobiana y los cambios sobre las propiedades 

fisicoquímicas de los productos frescos. 

 

2. Se sugiere poder evaluar en ambos recubrimientos ciertos parámetros de firmeza así 

como la permeabilidad al vapor, con el fin de poder confirmar que las formulaciones 

no sólo cumplen con el poder antimicrobiano si no también con la finalidad como tal 

del RC, de poder prolongar la vida post-cosecha del producto y mantener las 

propiedades sensoriales del mismo.  

 

3. En el caso de que los recubrimientos sean empleados en frutas y/o verduras que 

permanezcan bastante tiempo en medios de transporte hasta llegar a su destino final, 

sería bueno evaluar a más tiempos de incubación las bacterias. Además, de otros 

parámetros extremos como temperaturas, presión atmosférica para certificar si el 

recubrimiento aguanta otros valores que difieren de los de temperatura ambiente. 
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ANEXO 1 

MEDIOS DE CULTIVO MICROBIOLÓGICOS  

1. AGAR NUTRITIVO 

Fundamento 

Medio de cultivo nutritivo no selectivo, en el cual la pluripeptona y el extracto de 

carne constituyen la fuente de carbono, nitrógeno y aportan nutrientes para el 

desarrollo bacteriano. El agregado de cloruro de sodio mantiene el balance 

osmótico y el agar es el agente solidificante. 

Puede ser suplementado con sangre ovina desfibrinada estéril para favorecer el 

crecimiento de microorganismos exigentes en sus requerimientos nutricionales y 

permite una clara visualización de las reacciones de hemólisis. 

Composición 

Agar Nutritivo 

Composición Cantidades (g/L) 

Pluripeptona 5.0 

Extracto de carne 3.0 

Cloruro de sodio 8.0 

Agar 15.0 

pH final 7.3 ± 0.2 

 

Instrucciones  

Suspender 31 g del polvo en 1 litro de agua purificada. Mezclar y dejar reposar 5 

minutos. Calentar agitando frecuentemente y hervir 1 o 2 minutos hasta su 

disolución total. Distribuir en recipientes apropiados y esterilizar en autoclave a 

121° durante 15 minutos.  
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2. CALDO NUTRITIVO 

Fundamento 

Medio de cultivo nutritivo no selectivo, contiene pluripeptona (una mezcla de 

partes iguales de peptona de carne y de caseína) y extracto de carne constituyen 

la fuente de carbono y nitrógeno necesarios para el adecuado desarrollo 

bacteriano. 

Puede ser utilizado además, como preenriquecimiento cuando se analizan ciertos 

alimentos y productos lácteos para Salmonella spp. En los alimentos secos o 

procesados, las salmonelas pueden sufrir lesiones subletales y estar presentes en 

números bajos por eso la presencia de otras bacterias y componentes de muestras 

alimentarias pueden dificultar el crecimiento y recuperación de esta bacteria. El 

preenriquecimiento en un medio no selectivo como el caso nutritivo permite la 

reparación de daños celulares, diluye sustancias tóxicas o inhibidoras y 

proporciona una ventaja nutricional sobre otras bacterias.  

Composición 

Caldo Nutritivo 

Composición Cantidades (g/L) 

Pluripeptona 5.0 

Extracto de carne 3.0 

pH final 6.9 ± 0.2 

 

Instrucciones  

Suspender 8 g del polvo en 1 litro de agua purificada. Reposar 5 minutos y 

calentar con agitación frecuente, llevando a ebullición para disolución total. 

Distribuir en tubos o recipientes apropiados y esterilizar en autoclave a 118 – 

121°C durante 15 minutos. 
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ANEXO 2 
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Figura 29. Evaluación del recubrimiento F1 sobre E. coli O157-H7 a ambos 

tiempos de incubación 
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Figura 30. Evaluación del recubrimiento F2 sobre E. coli O157-H7 a ambos tiempos 

de incubación 
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Figura 31. Evaluación del recubrimiento F1 sobre E. coli DH5α a ambos tiempos de 

incubación 
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Figura 32. Evaluación del recubrimiento F2 sobre E. coli DH5α a ambos tiempos de 

incubación 
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Figura 33. Evaluación del recubrimiento F1 sobre L. monocytogenes a ambos tiempos 

de incubación 



   
 

92 
 

 10-4 

 24 hrs. 48 hrs. 

F2 

  

Control 

(+) 

  

 10-5 

 24 hrs. 48 hrs. 

F2 

  

Control 

(+) 

  

 

Figura 34. Evaluación del recubrimiento F2 sobre L. monocytogenes a ambos tiempos 

de incubación 
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Figura 35. Evaluación del recubrimiento F1 sobre S. enteritidis a ambos tiempos de 

incubación 
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Figura 36. Evaluación del recubrimiento F2 sobre S. enteritidis a ambos tiempos de 

incubación 



   
 

95 
 

 10-4 

 24 hrs. 48 hrs. 

F1 

  

Control 

(+) 

  

 10-5 

 24 hrs. 48 hrs. 

F1 

  

Control 

(+) 

  

Figura 37. Evaluación del recubrimiento F1 sobre S. flexneri  a ambos tiempos de 

incubación 
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Figura 38. Evaluación del recubrimiento F2 sobre S. flexneri  a ambos tiempos de 

incubación 
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ANEXO 3 

 

 

Tabla 20. Composición del recubrimiento F1 

Quitosano 1% 

 

Cera de abeja 0.10% 

Glicerol 0.30% 

Ácido oleico - 

Aceite esencial 

de limón 
0.10% 

Ácido acético 98.50% 

 

 

Tabla 21. Composición del recubrimiento F2 

Quitosano 1% 

 

Cera de abeja - 

Glicerol 0.30% 

Ácido oleico 1% 

Aceite esencial 

de limón 
0.10% 

Ácido acético 97.60% 

 

 


