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RESUMEN 

Se determinó la eficiencia y efectividad del sanitizante en base a un biotensioactivo, 

se trabajó con tres formulaciones: desarrollada, control y el tensioactivo liofilizado que 

fue obtenido en el Laboratorio de Canje de Deuda de la Universidad Técnica de 

Ambato, se utilizaron como control cuatro cepas de bacterias patógenas Escherichia 

coli ATCC 11775, Staphylococcus aureus ATCC 12600, Bacillus cereus ATCC 1087 

y Listeria monocytogenes ATCC 19115,  las tres primeras bacterias se sembraron en 

medio LB sólido (Luria Bertani) y la última cepa en Agar Nutritivo, las formulaciones 

se aplicaron sobre cajas  Petri  respectivamente con los medios de cultivo mencionados 

en concentraciones del 30 por ciento al 100 por ciento en escalas de 10, mediante el 

análisis estadístico  se determinó la mejor formulación y la efectividad sobre dos de 

las cuatro bacterias, para lo cual resulto que la formula desarrolla es efectiva al 60 por 

ciento contra las cepas de  E. coli y S. aureus, por lo tanto se evaluó su eficiencia y 

efectividad en tres matrices alimentarias banano, fresa y lechuga evaluada en tres 

tiempos 0, 5 y 10 min sin lavado empleando dos métodos de exposición spray y 

sumergido siendo éste el más óptimo, se realizó la curva de crecimiento bacteriano de 

E. coli y S. aureus mostrando así su eficacia al aplicar el sanitizante.  

 

Palabras claves sugeridas: 

Formulación, métodos de exposición, microorganismos, matrices alimentarias, 

concentración.   
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ABSTRACT 

The efficiency and effectiveness of the sanitizer were determined based on a biotensive 

agent, for which three formulations were used: developed, control and the lyophilized 

surfactant in Canje de Deuda Laboratory of the Technical University of Ambato, four 

strains of pathogenic bacteria Escherichia coli ATCC 11775, Staphylococcus aureus 

ATCC 12600, Bacillus cereus ATCC 1087 and Listeria monocytogenes ATCC 19115, 

the first three bacteria were seeded in solid LB medium (Luria Bertani) and the last 

strain in Nutrient Agar, the formulations were applied on Petri dishes respectively with 

the mentioned culture media in concentrations from 30 to 100 percent in scales of 10, 

through statistical analysis the best formulation and effectiveness on two of the four 

bacteria were determined, for which it turned out that the formula developed is 60 

percent effective against the E. coli and S. aureus strains, therefore their efficiency and 

effectiveness were evaluated in three matrices banana, strawberry and lettuce food 

evaluated in three times 0, 5 and 10 min without washing using two methods of spray 

exposure and submerged being this the most optimal, the bacterial growth curve of E. 

coli and S.  aureus was performed, thus showing its efficacy at apply the sanitizer. 

 

 

Suggested keywords: 

Formulation, exposure methods, microorganism, food matrices, concentration.  
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CAPITULO I 

 

MARCO TEÓRICO 

 

1.1 Antecedentes Investigativos 

Actualmente en el Ecuador el consumo de frutas y hortalizas ha ido incrementando 

anualmente en un 12% y 4% respectivamente (CEPAL & FAO, 2018),   los hábitos 

alimenticios de las personas han ido cambiando con la finalidad de mejorar su calidad 

de vida (Cámara, et. al., 2016).  

La importancia del consumo de productos frescos e inocuos para el consumo humano 

ha sido un tema controversial, ya que influyen factores como el proceso de cosecha y 

pos-cosecha que sufren las frutas y hortalizas (Rincón & Martínez, 2015). La 

contaminación directa e indirecta de estos productos, incrementa la posibilidad de que 

las personas que lo consumen tengan problemas de salud como intoxicaciones 

producidas por la ingesta acumulada de microorganismos (Castañeda, et al., 2016).  

1.1.1 Sanitización 

Los sanitizantes se han utilizado desde hace mucho tiempo atrás a partir de los años 

50; el proceso de sanitización consiste en eliminar la mayor parte de microorganismos 

existentes en las diferentes matrices alimentarias, proporcionando así alimentos 

inocuos y seguros (Félix, 2019). Los sanitizantes se aplican en las superficies de los 

alimentos donde hay mayor acumulación de agentes patógenos por el contacto directo 

con fuentes de contaminación especialmente de aire y agua (González et al., 2016). 

1.1.1.1  Clasificación de Sanitizantes  

1.1.1.1.1 Alcoholes 

Es de uso más común, ya que tiene propiedades biocidas y germicidas eliminando un 

95% de microorganismos, teniendo mejor respuesta cuando se mezcla con agua 

destilada (F. López et al., 2017). 
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Tiene una relación directamente proporcional con el número de carbonos existentes en 

el alcohol, ya que al aumentar éstos también aumenta su eficacia germicida y también 

su toxicidad  (Decurninge, 2014). 

1.1.1.1.2 Aldehídos 

Este sanitizante es efectivo contra bacterias y hongos, debido a que tiene la propiedad 

de desnaturalizar proteínas y ácidos nucleicos mediante el proceso de reducción 

química afectando de esta manera la estructura de este microorganismos, se usa 

principalmente para sanitizar superficies preferentemente de equipos (Vignoli, 2006). 

1.1.1.1.3 Cloro  

Ocupa el segundo lugar de los sanitizantes más utilizados en los hogares de las 

familias, por su rápido acceso y por su efecto bactericida, se lo aplica por lo general 

en superficies de muebles y utensilios, para eliminar la mayor cantidad de 

microorganismos (F. López et al., 2017). Son eficaces a baja temperatura y no dejan 

ningún residual (Huertas, 2017). 

 Solución de hipoclorito. Se lo aplica para sanitizar superficies duras y para 

derrames de sangre que contengan el virus de hepatitis B en hospitales o en 

lugares de salud (MSP, 2019). 

 Cloramina. Es más eficaz que la solución de hipoclorito, contiene alrededor 

del 25% de cloro y mantiene su eficacia bactericida por más tiempo respecto a 

los demás derivados del cloro. Sin embargo, las sustancias inorgánicas la 

inactivan (Olmedo Sánchez, 2008). 

 Dióxido de Cloro: Su uso se dirige a la industria de papel para su 

blanqueamiento y en plantas de tratamientos de agua (Medina, 2010). 

 Dicloroisocianurato de Sodio (NaDCC): Su uso se dirige a centros médicos, 

con mayor estabilidad están presentes en formas de pastillas de 2.5 y 5g 

(Olmedo Sanchez, 2008). 

1.1.1.1.4 Fenólicos 

Es el compuesto activo de varios sanitizantes es el más antiguo y corrosivo, que causa 

daño e irritaciones a la piel si no se tiene el cuidado adecuado, además emana vapores 

tóxicos que pueden afectar a la salud de las personas, además puede afectar las 

características sensoriales de alimentos (Porras-Loaiza AP, 2009). 
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1.1.1.1.5 Quats  

También conocido como Compuesto de Amonio Cuaternario, son de carácter 

bactericida, fungicida y viricida; son incoloros e inodoros, no afectan a la salud de las 

personas, son solubles en agua y alcohol, tienen una mayor eficacia en medio alcalino 

y se usa en concentraciones de 0.25%. (Diomedi et al., 2017). 

1.1.1.2 Usos de los sanitizantes 

Todos estos sanitizantes anteriormente mencionados, algunos son usados con la 

finalidad de reducir la carga microbiana, especialmente en la superficie de equipos y 

productos alimenticios (Adonis et al., 2016). Estos actúan debido a que en la 

composición poseen actividad biocida y germicida, para poder atacar a bacterias, 

hongos y en algunos casos virus (EACOSAN, 2015). 

La elección de la solución de cada sanitizante a utilizar dependerá de la matriz en la 

que se vaya a aplicar, no todos los sanitizantes tienen un mismo espectro biocida, 

teniendo una relación directamente proporcional con la cantidad a utilizar, además de 

la superficie que se vaya a sanitizar previniendo así efectos secundarios por la mala 

utilización (Para & Acero, 2011). 

1.1.2 Tensioactivos 

Los tensioactivos o también llamados surfactantes o surface active agents (agente 

activo de superficies) por sus siglas en inglés, actúan sobre la tensión superficial 

disminuyéndola en la interface que esté trabajando, permitiendo la unión de estas fases 

para obtener los resultados deseados (Martín & Morales, 2016). 

Los tensioactivos son moléculas activas que al colocarse en forma de capas mono 

moleculares absorbidas en la superficie entre la fase hidrófila e hidrófoba. Esta 

ubicación impide el tráfico de moléculas que van de la superficie al interior del líquido 

disminuyendo así su tensión superficial (Narvaez, 2010). 

Los surfactantes están formados por moléculas anfifílicas, que hacen referencia 

específicamente a la solubilidad de éstas moléculas (L. Sánchez, 2006); poseen una 

parte hidrofóbica que puede contener compuestos hidrocarbonados o silanos que se 

encuentran en la cola mientras que en la parte hidrofílica tendrán grupos polares (Isch, 

2016). 
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Además de contrarrestar la tensión superficial, los surfactantes forman agregados 

coloidales, en presencia de agua obteniendo así una mejor eficacia en la aplicación del 

mismo (Sanz, 217 C.E.). La mayoría de los surfactantes se los encuentra en estado 

líquido, solución, hojuelas y cristales (Salager, 2015). 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Los tensioactivos son moléculas anfifílicas con una parte hidrofílica y otra 

hidrofóbica que actúa sobre la membrana plasmática de las bacterias con la finalidad 

de eliminarlas; se encuentran preferiblemente en la interface de fluidos con diferentes 

grados de polaridad (Jahan et al., 2020). 

 

1.1.2.1 Clasificación de los tensioactivos 

Los tensioactivos se clasifican de acuerdo a su función y a su poder de disociación que 

presentan (naturaleza del grupo hidrófilo)  cuando están en contacto con un electrolito 

y por sus propiedades fisicoquímicas (Mariano, 2015). 

1.1.2.1.1 Tensioactivos Sintéticos 

1.1.2.1.1.1 Tensioactivos Aniónicos 

Este tipo de tensioactivos representan alrededor del 55% del total que se producen en 

el año en todo el mundo. Cuando están presentes en una solución se ionizan 

produciendo un ion tensioactivo con una carga negativa, los cationes que se asocian a 

los grupos polares, por lo general son sodio y potasio los cuales incrementan la 

solubilidad en agua de la estructura hidrofílica, mientras tanto calcio, bario y magnesio 

incrementan la solubilidad en aceite ( Rodriguez & Mejia, 2002). 

Algunos de los grupos polares que se encuentran en los tensioactivos aniónicos son:  
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 Carboxilato. Presentan una cadena alquílica y un grupo amina, que le dan 

mayor estabilidad estructural (Reagenti & Reagents, 2013). 

 Sulfonatos. Para tener este tipo de surfactantes se obtiene primeramente una 

cadena carbonada y posteriormente se lleva a cabo el proceso de sulfonación, 

siendo su principal función la solubilización de surfactantes  (Romero & 

Catañeda, 2018). 

 Sulfatos. Es el surfactante más antiguo, el más importante a nivel industrial y 

comercial es el alquilbencensulfonato que forma parte de los jabones y 

champúes, este tipo de tensioactivo actúa  excelente como  humectante, 

espumante y detergente, siendo su parte hidrofílica fácil de modificar  

(Salager, 2015). 

 Fosfatos. El átomo de oxigeno adicional que contiene permite que sea más 

hidrofílico en comparación de los demás grupos polares  (Montes de Oca, 

2017). 

 

1.1.2.1.1.2 Tensioactivos Catiónicos 

Los tensioactivos que pertenecen a este grupo en su mayoría son compuestos 

nitrogenados del tipo sal amina grasa o de amonio cuaternario, tiene gran capacidad 

bactericida y actúa de manera eficaz sobre sustratos biológicos e inertes (carga 

negativa), sólo el 5% de tensioactivos son de este tipo (Altmajer et al., 2011). La 

estructura polar tiene una carga positiva que se une a un átomo de nitrógeno tipo amino 

siendo esto suficiente para obtener una estructura hidrofílica que permita la 

solubilización (Diomedi et al., 2017). 

Para incrementar la solubilidad, la amina puede convertirse en un compuesto de 

amonio cuaternario al incrementar un metilo en su estructura. Se lo utiliza en 

producción industrial y uso doméstico, son compatibles con surfactantes no iónicos, a 

lo contrario de los surfactantes iónicos. Sin embargo, una desventaja es que éste 

surfactante es costoso (Norman & Trombetta, 2007). 

1.1.2.1.1.3 Tensioactivos Anfóteros  

Son aquellos que no tienen mayor importancia en la industria de elaboración de 

tensioactivos, por lo general los anfóteros depende del medio en que se encuentren, ya 

que puede ser básico o ácido ocasionando que sean aniónicos o catiónicos 
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respectivamente (Villareal, 2019). Cuando la solución que se está utilizando está en 

un pH cercano a 7, por lo general estos tensioactivos no generan espuma (Salager, 

2015). No son solubles con compuestos orgánicos, pero la ventaja que tienen es que 

son compatibles con los demás tensioactivos mencionados, su uso principal se basa en 

la elaboración de shampoo (Rafael et al., 2017). 

1.1.2.1.2 Tensioactivos No-Iónicos 

Este tipo de tensioactivo no se ioniza, por lo que se considera que toda la molécula es 

un tensioactivo siendo compatible con los demás surfactantes, al no ionizarse no tiene 

gran poder de adsorción  (Keller, 2019). 

Tabla 1 Principales tensioactivos en la industria 

Clase Nombre Común Acrónimo 

Tensioactivos 

Aniónicos 

Lineal alquilbenceno sulfonatos LAS 

Alcanos sulfonatos secundarios SAS 

Alcoholes éter sulfatos AES 

Alcoholes sulfatos AS 

Tensioactivos  

no-iónicos 

Alquilfenoles etoxilados 
APE o 

APEO 

Nonilfenoles etoxilados 
NPE o 

NPEO 

Octilfenoles etoxilados 
OPE u 

OPEO 

Alcoholes etoxilados AE o AEO 

Tensoactivos 

catiónicos 

Sales de amonio cuaternario QAC 

Haluros de alquil trimetil amonio TMAC 

Haluros de dialquil dimetil amonio DMAC 

Cloruro de bidimetilamonio DTDMAC 

Cloruro de dietil ester dimetil 

amonio 
DEEDMAC 

Fuente: (Ríos, 2012). 
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1.1.2.2 Propiedades de los tensioactivos 

Las propiedades de cada uno de los tensioactivos dependen en gran medida de su 

estructura molecular, mediante la cual puede reducir la tensión superficial e interfacial. 

Asimismo, la formación de espuma también se ve influenciada por la estructura que 

muestran los diferentes surfactantes (Ramirez, 2017). A ciertas concentraciones las 

soluciones de tensioactivo forman agregados micelares que generalmente se lo conoce 

como Concentración Micelar Crítica (CMC), característica propia de cada surfactante 

(J. Pereira, 2012). 

Los tres factores importantes que intervienen en la CMC es la repulsión que presentan 

entre cadenas hidrófobas, repulsión entre cadenas hidrófilas y la atracción de las 

fuerzas de Van der Waals entre cadenas hidrófobas (Rodriguez, 2009). 

1.1.3 Biotensioactivo 

El uso de biotensioactivos se ha vuelto un tema controversial en la sociedad, esto se 

debe a los usos en todos los ámbitos como industrial, farmacéutico, textil, cosméticos 

e incluso alimentario. Actualmente, los tensioactivos sintéticos son de gran uso en la 

sociedad con una producción alrededor de 22000 kg al año (Jiménez Islas et al., 

2010).  Con la desventaja que al utilizarlos se contamina el medio ambiente, ya que en 

su gran mayoría  son tóxicos muchos de estos productos al estar principalmente en 

contacto con ojos, nariz y mucosa causan irritaciones a la piel (Cardozo, 2016). La 

obtención de tensioactivos a partir de microorganismos que pueden ser bacterias, 

hongoso y levaduras ha ido incrementando de manera significativa en el mercado 

global, por lo que se espera que para el año 2020  haya un incremento de ventas de 

biosurfactantes hasta $ 17.1 M (Orellana, 2014). 

Los tensioactivos de origen biológico de igual manera presentan una parte hidrofílica 

que puede ser aminoácidos, péptidos aniónicos o catiónicos y carbohidratos, así mismo 

tienen una cadena hidrófoba que puede estar constituida por ácidos grasos saturados e 

insaturados. Sin embargo una desventaja que presentan estos tensioactivos en su alto 

costo de producción a gran escala (Zaragoza, 2012). 

La clasificación de este tipo de biotensioactivos es muy variada dependen del: 

Grupo polar 
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 Glicolipidos: Es el grupo predominante de estos biosurfactantes, son 

compuestos que se encuentran en la membrana celular, están constituidos por 

mono, di, tri y tetra sacáridos de azúcares (Sancada, 2015). 

 Lipoproteínas y lipopéptidos: Es el segundo grupo de biosurfactantes, se 

relaciona con la actividad superficial en los que se coloque (Cortez, 2016).  

 Fosfolípidos: Forman parte de la membrana celular, sus principales funciones 

son comunicación y transporte de nutrientes  ( Torres & Durán, 2015). 

 Ácidos grasos. Al estar en soluciones forman bicapas de manera espontánea 

(Pereira et al., 2019). 

Peso molecular 

 Bajo peso molecular. Son capaces de reducir la tensión superficial del agua 

de 25 a 30mN/m entre estos están glicolípidos, fosfolípidos y lipopéptidos, 

muestran una alta actividad biológica (Raymundo et al., 2001). 

 Alto peso molecular: Contienen un CMC más alto que los de bajo peso 

molecular, sin embrago no son capaces de reducir la tensión superficial por 

debajo de 35 a 40 mN/m, su función principal es actuar como bioemulsionantes 

es decir estabiliza emulsiones (Aranberri et al., 2006). 

Tabla 2  Clasificación de los biotensoactivos a partir de su grupo polar y del 

microorganismo que lo genera. 

Tensioactivo Microorganismo 

Glucolípidos 

Ramnolipidos Pseudomonas spp. 

Trealosalípidos 
Arthrobacter paraffineus, 

Rhodococus erythropolis 

Soforosalípidos Candida spp. 

Manosileritrolípidos Candida antartica 

Lipopéptidos y 

Lipoproteínas 

Surfactina Bacillus subtilis, Bacillus pumilus 

Iturina Bacillus subtilis, Bacillus pumilus 

Viscosina Pseudomonas fluorescens 

Liquenisina Bacillus licheniformis 

Fosfolípidos y 

ácidos grasos 

Ácidos 

corynomicólicos 

Acinetobacter sp. 

Corynebacterium lepus 

Fuente: (Orellana, 2014) 
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1.1.4 Fermentación o Biorreactores 

Es un equipo en el cual se realizan procesos fermentativos en los que intervienen 

microorganismos o sustancias bioquímicamente activas, el biorreactor es capaz de 

mantener los requerimientos necesarios para el crecimiento y desarrollo de los 

compuestos biológicos (James & Zimmerman, 2014). 

El biorreactor permite tener un medio uniforme en todo el sistema fermentativo, 

proporcionando de esta manera fuentes de carbono y energía que faciliten el desarrollo 

del producto final, que por lo general es una biomasa y compuestos carbónicos que no 

afectan en gran medida al medio ambiente, por lo que son biodegradables (Brand, 

2008). 

Estos fermentadores tienen modos de operación: en forma discontinua (batch), 

continua (cultivo continuo) o semi continua (batch alimentado), siendo el más utilizado 

el primero, por su uso que no requiere mayor costo por las cantidades empleada en esta 

producción (Acosta & Lavín, 2019). 

1.1.4.1 Obtención del biotensioactivo 

Por lo general se utilizan medios de cultivos de microorganismos los más comunes  

son las bacterias, por su genoma que presentan para la obtención de los diferentes 

productos con actividad biocida (Sanchez et al., 2002). 

1.1.4.1.1 Bacillus subtilis 

Este microorganismo es una bacteria Gram Positiva que pertenece a la familia 

Bacilliaceae, este género ha presentado gran variedad de investigaciones debido a los 

cambios que presenta su genética, existiendo más de 200 especies de Bacilos, con una 

movilidad flagelar y tamaño variable que oscila entre 0,5 a 10 𝜇m (Rooney et al., 

2009). 

Las características principales de esta bacteria es que son quimio heterótrofos, 

producen esporas, siendo estas resistentes a los cambios bruscos en las condiciones 

ambientales en las que pueden habitar (López, 2015). Además son considerados como 

aerobios estrictos es decir necesitan de oxígeno para su supervivencia, algunos 

estudios revelan que también son anaerobios permitiendo la supervivencia mediante la 

fermentación de nitratos y por la fermentación de medios ricos en glucosa, proteína y 

piruvato (Cobo, 2017). Sin embargo presentan un potencial antagonista, esto se debe 
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a que ésta bacteria contiene enzimas líticas, antibióticos y también presenta actividad 

biocida (Cuervo, 2010; Méndez-Úbeda et al., 2018). 

Bacillus subtilis es capaz de producir péptidos cuyo peso molecular es inferior a 2000 

Da. Sin embargo tienen una excelente actividad anti-fúngica, antibacteriana, además 

de un alto valor biotecnológico mediante la producción de metabolitos secundarios 

(Lomeli González et al., 2011).  

Estos microorganismos están formados por una capa de proteínas deshidratadas 

utilizando el ácido poli-𝛽-hidroxibutirico respecto a los aerobios, mientras que para el 

caso de los anaerobios utilizan polisacáridos (Lomeli González et al., 2011; 

Villarreal et al., 2018). 

 Surfactina. Es un metabolito secundario que se obtiene a partir de B. subtilis 

el cuál está formado por lipopéptidos cíclicos que contienen aminoácidos en su 

cola, tienen una actividad anti fúngica muy baja en comparación de la iturina 

y fengicina, pero un aspecto positivo que presenta es que tiene un gran poder 

surfactante en unión de estos dos metabolitos mencionados, también tienen 

actividad antitumoral e inclusive tiene un amplio espectro biocida (Coronel & 

Yánez, 2018). 

 Iturina. Es otro metabolito secundario producido por B. subtilis, los cuales 

están formados a partir de una estructura de 7 aminoácidos que forman el anillo 

peptídico y una parte hidrófoba que consta alrededor de 11 a 12 átomos de 

carbono (Martínez, 2018). Presentan una actividad biocida y anti-fúngica 

especialmente tienen una mejor acción sobre Saccharomyces cerevisiae 

además éste metabolito le da característica surfactante, siendo este menos 

potente que la surfactina. Sin embargo cuando actúan conjuntamente tienen un 

alto potencial. Una de sus principales funciones es actuar como biopesticida 

utilizado en la agricultura (Farfán, 2008). 

 Fengicina.  Al ser un metabolito secundario producto de  B. subtilis, también 

está formado por un ciclo de péptidos que contienen 8 aminoácidos y la 

estructura hidrófoba contienen 14 átomos de carbono en su estructura 

(Castañeda & Sánchez, 2016). Su actividad anti fúngica se centra más su 

acción hacia hongos filamentosos mediante la interacción del esterol y 
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fosfolípidos, los cuáles son responsables del cambio de la estructura de la 

membrana fúngica (Fan et al., 2017). 

 

1.1.5 Inocuidad Alimentaria  

Las enfermedades transmitidas por el consumo de alimentos no inocuos es un peligro 

para la salud de todos los consumidores, por ello la importancia de conocer sobre la 

inocuidad alimentaria (Matos et al., 2005). La inocuidad alimentaria es un sistema que 

se encarga de garantizar la seguridad de los alimentos es decir proveer alimentos 

inocuos, exento de peligros físico, quimios y biológicos, que sean nutritivos y 

agradables proporcionando de esta manera alimentos de calidad, aquellos que no 

causen daño cuando lo consuman (FAO, 2015b). 

1.1.5.1 Peligros de contaminación. 

1.1.5.1.1 Peligros físicos 

Son aquellos objetos indeseables o extraños que se pueden encontrar en los diferentes 

alimentos causando lesiones o daños al consumidor. La gravedad de este agente 

especialmente depende de sus dimensiones; entre algunos peligros físicos tenemos 

fragmentos de vidrio, trozos de madera o metal, residuos de materiales de empaque o 

embalaje, que afectan las características sensoriales del producto final (Elika, 2013). 

1.1.5.1.2 Peligros químicos 

Este tipo de peligro se debe en gran medida  a la presencia de compuestos químicos en 

los alimento o en su gran mayoría por la presencia de trazas principalmente de  

plaguicidas o fertilizantes que contienen nitratos o nitritos, otro factor que afecta es el 

uso de químicos prohibidos en concentraciones altas, residuos de antibióticos que 

pueden ser contaminadas de manera directa e indirecta afectando a las salud de los 

consumidores (Bejarano & Suárez, 2015; Bello, 2014). 

 

 

1.1.5.1.3 Peligros biológicos 

Los alimentos presentan diferentes tipos de peligros, pero el más importante es el 

biológico que está formado por microorganismos como bacterias, hongos y virus 
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(Salcido & Corona, 2010). Algunos de estos microorganimos pueden ser patógenos, 

que son aquellos que causan enfermedades provocando intoxicaciones alimentarias, el 

medio de contaminación con los virus es por medio de aguas contaminadas, en tanto 

que los hongos son los responsables principalmente de la micosis (FAO, 2009). 

 

1.1.6 Matrices alimentarias tratadas en el estudio.  

1.1.6.1 Banana 

La banana es una planta que pertenece a la familia de las musáceas y a la clase de las 

monocotiledóneas, además fue una de las primeras plantas que se comercializó en todo 

el mundo (AEBE, 2016). 

La producción de banano se da en zonas tropicales húmedas donde hay una fluctuación 

de temperatura entre 25 a 30 °C (Torres, 2012).  

Después del proceso de postcosecha las bananas pueden presentar daños fisiológicos 

ocasionados por varios factores: clima, humedad, presencia de microorganismos, 

afectando las características físicas y sensoriales por lo que se procede a rosear la fruta 

con una solución de sulfato de aluminio y un fungicida para prevenir el daño de la 

corona (Borja, 2016) 

Sin embargo, la manipulación de este producto en su cadena productiva tienen como 

resultado contaminación, centrándonos especialmente en la biológica, es por ello la 

importancia de utilizar un agente sanitizante que elimine la carga microbiana existente 

en la superficie del producto con la finalidad de obtener productos inocuos (Borja, 

2016; León & Mejía, 2012; Taipe, 2017).  

1.1.6.2 Frutilla 

La frutilla es una planta herbácea, pertenece a la familia de las Rosáceas que proviene 

del género Fragaria que significa fresa, se deriva de fragum refiriéndose así a la 

fragancia de la fruta (Chiqui et al., 2010; Parra, 2018). 

Para producir este tipo de fruta se requiere condiciones ambientales óptimas para su 

crecimiento, un factor importante es la temperatura que debe variar entre 16-20°C, esta 

planta puede crecer a una altura de 2 a 3 m, siendo la altura óptima de 90 cm, a pesar 
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que en su gran mayoría crecen hasta 25cm respecto al 90% del total de la producción 

(Rivera et al., 2017).  

La fresa es una fruta que por su alto valor nutritivo y por sus características físico 

químicas es de gran importancia, debido a las exigencias del mercado nacional e 

internacional (Muñoz, 2011). El periodo de vida útil evaluado es de 3 a 4 días, 

iniciando desde el día que se produce, una ventaja de este cultivo es que se lo realiza 

dos veces por semana (Adriano, 2017). 

El consumo de frutas en nuestra dieta se ha vuelto un tema de gran importancia, ya 

que la carencia de frutas y hortaliza en la dieta pueden causar la aparición de 

enfermedades crónicas (Cámara et al., 2016). Hay otras formas de consumir esta 

fruta, pueden expenderse de forma congelada, alrededor del 28% de productores lo 

hacen de esta manera (Vizcaino, 2015).  

1.1.6.3 Lechuga 

La lechuga es una planta que pertenece al género Fanérogama a la familia de 

Asteraceae  con más de 120 especies siendo la más producida en Ecuador Lactuca 

sativa (Sádaba et al., 2017). 

El cultivo de lechuga en Ecuador se da en zonas donde hay una precipitación de 400 a 

600 mm, con una temperatura que oscila entre 12 y 18°C, en una área que tenga 

suficiente riego en presencia de un suelo arenoso o en cultivo hidropónicos que son 

los más recomendables para esta hortaliza, el ciclo del cultivo varía desde 100 a 150 

días, llega a una altura aproximadamente de 60cm (García & Romero, 2012). Por lo 

general estos cultivos se dan en forma de hidropónica lo que significa que no se utiliza 

el suelo para su cultivo, se emplea un sustrato constituido de material sólido, de esta 

manera se previene la contaminación de patógenos existentes en el suelo (Sádaba et 

al., 2017; Vera & Méndez, 2018).  

La lechuga es la cuarta hortaliza más consumido en Ecuador por su valor nutricional, 

contiene 94,8% de agua, 1,2% de proteína, el 0,2% de grasas, 2,9% hidratos de carbono 

(Muñoz, 2018).  Además contiene gran cantidad de minerales, vitaminas entre ellas la 

la vitamina A que ayuda a prevenir la ceguera nocturna, ácido fólico que actúan como 

anticancerígeno, tiene propiedades medicinales beneficiando así al ser humano 

(Jaramillo et al., 2014). 
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1.1.7 Enfermedades Transmitidas por Alimentos (ETA). 

Las ETAs se originan por la ingesta de alimentos contaminados por microorganismos 

que contienen toxinas que afectan a la salud de los consumidores, produciendo 

síntomas como dolor abdominal, diarreas, vómitos y fiebre. Entre el 15%y 70% de las 

diarreas que tienen los niños menores a 5 años se debe a intoxicaciones o infecciones 

provocadas por alimentos contaminados.  

Alrededor del 70% de la población ha tenido infecciones o intoxicaciones, 

principalmente las personas de escasos recursos económicos, quienes compran 

productos a bajo costo donde no se ha comprobado la inocuidad y calidad, ocasionando 

así este tipo de enfermedades, que en muchos casos al no poder ser controlado se 

vuelve una pandemia ocasionando miles de muertes en todo el mundo.  

 

1.1.7.1 Tipos de enfermedades.  

En la Tabla 3 se detalla los principales microorganismos que podemos encontrar en 

diferentes matrices alimentarias afectando así las características físicoquímicas y 

sensoriales, ocasionando enfermedades como: 

 

 Intoxicaciones alimentarias. Su principal causa es el consumo de alimentos 

contaminados por microorganismos patógenos que producen toxinas o por  el 

exceso de carga bacteriana, en algunos casos este puede ser leve pero en otros 

puede ocasionar hasta la muerte dependiendo del grado de intoxicación (Durán 

& Abajas, 2008). 

 

 Infecciones alimentarias. Se produce cuando se consumen alimentos 

contaminados de manera directa e indirectamente, éstos pueden tener bacterias, 

virus, parásitos u hongos, que han logrado permanecer en el alimento ya que 

allí tienen condiciones óptimas para su desarrollo, afectando la salud de los 

humanos (Zúñiga & Caro, 2017).  
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Tabla 3  Contaminación microbiana en matrices evaluada en matrices 

alimentarias 

Microorganismo Matriz Alimentaria 

Salmonella spp. 
Hamburguesa, chorizo, jugos, carne fresca, huevos, 

aguas residuales 

Escherichia  coli 
Carne, huevos, ensaladas, frutas frescas, pescado 

fresco, carne y hortaliza 

Listeria 

monocytogenes 

Leche, queso, carne, hortaliza, cortes de carne, aves, 

pescado fresco 

Bacillus cereus Carne, leche, hortaliza, arroz, alimentos con almidón 

Staphylococcus 

aereus 

Carne y producto cárnicos, ensaladas, rellenos de 

panadería, leche y productos lácteos 

Fuente: (FAO, 2015a; Rodríguez, 2009; Soto et al., 2016) 

 

1.1.8 Microrganismos que afectan a las matrices alimentarias en estudio 

1.1.8.1 Bacillus cereus 

Es una bacteria Gram Positiva, anaerobia facultativa que tiene un amplio rango de 

temperatura para su crecimiento que oscila desde 4° hasta 48°C, con una temperatura 

óptima de 37°C (Pérez, 2012). Es un microorgnismos patógeno que se encuentra en 

los alimentos, es peligroso ya que es una bacteria termo resistente, que produce esporas 

y flagelos que no se destruyen fácilmente, presentan resistencia a temperaturas de 

cocción y pasteurización. Se dice que la toxina que emite este microorganismo se ve 

inactivada a 121°C en 90 min (Castañeda & Sánchez, 2016). 

Esta bacteria por lo general se lo encuentra en el suelo como saprofita ya que es un 

organismo heterótrofo que obtiene energía a partir del uso de materia orgánica, 

también se lo encuentra en el aire, agua, motivo por el cuál es fácil su transferencia 

hacia los alimentos, provocando contaminación en ellos que afecten al consumidor 

(Cortés et al., 2017). 

1.1.8.2 Staphylococcus aereus 

Son bacterias Gram Positivo, anaerobio facultativo  su diámetro oscila entre 0,5 y 1,5 

µm, se presenta en formas de racimos de color blanco o dorado, presentan la actividad 

de catalasa o coagulas provocando que este sea agresivo para su huésped cuando lo 
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infecta (Alarcón et al., 2017). Este microorgnismo es común encontrarlos en agua, 

leche, agua potable y residual, siendo el principal foco de contaminación la mala 

manipulación de los alimentos, y la transferencia de los medios mencionados o 

superficies hacia las matrices alimentarias (Zendejas et al., 2014). 

Es resistente a antibiótico ocasionando un gran problema para su cura cuando es 

causante de intoxicaciones, produce alrededor de 11 serotipos de enterotoxinas que 

son causantes de intoxicaciones alimentarias, teniendo un tiempo de incubación menor 

a 3 horas (Herrera & Santos, 2015). 

1.1.8.3 Listeria monocytogenes 

Es una bacteria anaerobia facultativa, Gram Positiva no esporulada, cultivos viejos 

presentan formas filamentosas de hasta 2 mm de longitud, la temperatura óptima de 

crecimiento se encuentra entre 30 y 37°C, aunque en algunos casos también puede 

crecer a 4°C notando su presencia en algunos días (Flores et al., 2018; Mateus et al., 

2017). Entre las diferentes especies la más importante a nivel patológico es L. 

monocytogenes que causa enfermedades e intoxicaciones a las personas que lo 

consumen (Mateus et al., 2017). 

Este microorgnismos se encuentra en el suelo, aire, residuos orgánicos, materia vegetal 

en descomposición en los que crece como saprofito, alimentos frescos y congelados 

(Oteo & Alós, 2009).  L. monocytogenes produce una toxina citolítica y hemolítica 

causando de esta manera enfermedades como la listerosis que es una enfermedad que 

se obtiene por transmisión alimentaria, provocando enfermedades como la 

gastroenteritis (Valero et al., 2019). 

1.1.8.4 Escherichia coli  

Es una bacteria Gram Negativa, aerobio facultativo, no esporulados fermenta la lactosa 

y glucosa teniendo como producto un gas, es una bacteria mesófila que crece en rangos 

de temperatura entre 35 a 43°C, además también puede crecer hasta a 7°C con la 

diferencia que demorará su crecimiento (Gibert, 2010). Se lo encuentra 

principalmente en el tracto intestinal y en animales de sangre caliente, es muy común, 

hay cepas que son patógenas (Kai et al., 2010). 

E. coli es sensible a temperaturas superiores a 70°C, por ello la importancia de que los 

alimentos que se vayan a consumir tenga un tratamiento térmico. para eliminar este 
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tipo de microorganismos (Margall et al., 1997). Algunas cepas son patógenos 

emitiendo la toxina shiga, que provoca intoxicaciones a los seres humanos, 

presentándose con dolores abdominales y diarreas (Soto et al., 2016). 

 

1.2 Objetivos 

1.2.1 Objetivo General 

 Determinar la eficiencia y efectividad de un sanitizante en base a un 

tensoactivo de origen microbiano sobre diferentes matrices alimentarias.  

1.2.2 Objetivos Específicos 

 Analizar la eficiencia de la formulación del biosanitizante en placa sobre 

bacterias patógenas. 

 Analizar la cinética de crecimiento de las bacterias patógenas afectadas por el 

sanitizante. 

 Analizar la eficiencia del biosanitizante en diferentes formas de aplicación de 

la formulación en  matrices de productos alimenticio. 
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CAPITULO II 

METODOLOGÍA 

2.1 Materiales y Métodos 

2.2.1 Materiales, reactivos y equipos  

2.2.2 Materiales 

 Vasos de precipitación 100, 250, 500, 1000mL 

 Probetas 10, 100, 500, 1000mL 

 Papel filtro 

 Papel aluminio 

 Papel film 

 Tubos Falcon de 50mL  

 Film plástico 

 Puntas para pipetas de 200 𝜇L,1mL, 10mL 

 Pipetas  

 Micropipetas de volumen variable  

 Balones de aforo 

 Fundas ziploc 

 Papel absorbente  

 Papel industrial 

 Hisopos 

 Cajas Petri desechables y de vidrio 

 Mechero 

 Espátulas estériles 

 Gradillas 

 Tubos bacteriológicos  

 Frascos de tapa azul  

 Atomizador 

 Guantes de nitrilo  

 Mascarillas 

 Rotuladores  
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 Masking 

2.2.3 Reactivos 

 LB agar  

 Extracto de levadura 

 Cloruro de sodio (NaCl) 

 Triptona 

 Agar nutritivo  

 Glicerol (C3H8O3) 

 D-glucosa (C6H12O6) 

 Nitrato de Sodio (NaNO3) 

 Fosfato disódico (Na2HPO4) 

 Fosfato mono potásico (KH2PO4) 

 Sulfato de mangnesio heptahidratado (MgSO4*7H2O) 

 Sulfato de hierro heptahidratado (FeSO4.7H2O) 

 Cloruro de calcio (CaCl2) 

 Hidróxido de sodio (NaOH) 

 Ácido clorhídrico (HCl) 

 Ácido sulfúrico (H2SO4) 

 Butilglicol  

 

2.2.4 Equipos 

 Refrigerador (Lg). 

 Ultra congelador (Binder) 

 Autoclave (HIRAYAMA/HV-110). 

 Incubadora (Isotherm). 

 Balanza analítica (Adventurer Pro). 

 Balanza analítica (Mettler Toledo XSE205 DualRange) 

 pH metro de brazo (Thermo Scientific). 

 Cámara de flujo laminar (OptiMAIRR). 

 Balanza Analítica (Mettler Tpoledo/Xpe 204). 

 Espectofotómetro para placas (Fisher Scientific evolution/201). 
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 Biorreactor (Winpact SG/02 series) 

 Estufa (Precisión-Thermo Scientific) 

 Agitador incubador orbital (Shaker mini-Benchmarle). 

 Micropipeta manual (Thermo Scientific, Dinamarca) 

 Centrífuga (Rotina 380-Hettich Zentrifugen) 

 Liofilizador (Labconco) 

 Software estadístico 

2.2.5 Material biológico  

Se utilizó cepas de 4 bacterias Escherichia coli ATCC 11775, Staphylococcus aureus 

ATCC 12600, Listeria monocytogenes ATCC 19115,  Bacillus cereus ATCC 10876 

para probar la efectividad del sanitizante. Para la obtención del biotensioactivo se 

utilizó Bacillus subtilis DS23. Las cepas fueron proveídas por el banco de cepas del 

Centro de Investigación Biotecnológica del Ecuador (CIBE), proporcionado por el Dr. 

Jonathan Coronel León y conservadas en el Laboratorio de Canje de Deuda de la 

Facultad de Ciencia e Ingeniería en Alimentos y Biotecnología en un cultivo líquido 

con 20% de glicerol a -80°C.   

2.3 Métodos 

2.3.1 Aislamiento y crecimiento de las bacterias ATCC. 

El medio de cultivo que se utilizó para las cepas de Escherichia coli ATCC 11775, 

Staphylococcus aureus ATCC 12600 y Bacillus cereus ATCC 10876 es LB líquido, 

mientras que para Listeria monocytogenes ATCC 19115 se utilizó caldo nutritivo. 

Se colocó 5mL de LB líquido en tubos bacteriológicos de 10mL previamente 

esterilizados, con un asa plástica estéril se inoculo el tubo con medio realizando 

movimientos circulares. Se incubó por 24 horas a 37°C con 150rpm. Se utilizó el 

mismo procedimiento para L. monocytogenes en caldo nutritivo con un tiempo de 

incubación de 48 horas a 150rpm.  

Se tomó 100𝜇𝐿 del medio de cultivo previamente sembrado y se inoculó en cajas Petri 

que contenían LB sólido para las tres cepas, para L. monocytogenes se utilizó como 

medio de cultivo agar nutritivo previamente esterilizado y vertido en cajas Petri, con 

una asa triangular estéril se dispersó el inóculo para tener una siembra microbiológica 

uniforme.  
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2.3.2 Estandarización de McFarland.  

Con las bacterias previamente sembradas en medio líquido, se realizó diluciones 

seriadas hasta 1 ×10-7, se sembró las últimas 4 diluciones con tres réplicas cada una. 

Se  sembró en medio LB sólido, L. monocytogenes se sembró en agar nutritivo, 

previamente se autoclavó y se vertió en cajas Petri, posteriormente cuando el agar se 

solidifico se inoculó 100µL de cada bacteria y se incubo por 24 horas a 37°C.  

Se realizó el recuento de microorganismos para obtener una concentración de 1.5 a 

1.8 ×10-8 ufc/mL de las cuatro cepas bacterianas utilizando la ecuación 1.  

 

 

 

Dónde: 

FD= Factor de dilución a la inversa  

V= Volumen total sembrado  

 

2.3.3 Obtención del biotensioactivo.  

2.3.3.1  Material biológico 

Se utilizó la cepa de Bacillus subtilis DS23, la cual se encuentra en el Laboratorio de 

Canje de Deuda de la Facultad de Ciencia e Ingeniería en Alimentos y Biotecnología, 

manteniéndola en glicerol al 20%.  

2.3.3.1.1 Siembra en placa del Bacillus subtilis 

Para mantener el cultivo microbiológico vivo, se sembró en medio LB sólido (Luria 

Bertani), previamente las cajas esterilizadas, posteriormente se inoculó 100 µL del 

medio líquido y se incubo a 24 horas con las cajas Petri invertidas.  

2.3.3.2  Medio empleado para la obtención del biotensioactivo  

 mLV

FDcoloniasdeNúmero

mL

Ufc 


Ecuación 1  Cálculo de unidades formadoras de colonias 
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El medio mineral que se utilizó se basa en el uso de compuestos inorgánicos para el 

cultivo del microorganismo en el biorreactor, la composición de este medio se detalla 

en la Tabla 4.  

Se realizó una solución stock de CaCl2 de 700mg/L, posteriormente se tomó 10µL y 

se añadió al medio mineral, omitiendo el peso del reactivo sólido por ser una 

cantidad efímera.  

 

Tabla 4  Medio mineral para preparar el medio de cultivo del biotensioactivo 

Medio Mineral 

Compuesto Cantidad (g) 

D-glucosa  10 

Extracto de levadura 0,5 

Nitrato de Sodio 4,25 

Fosfato disódico  2,85 

Fosfato mono potásico  2 

Sulfato de mangnesio heptahidratado  0,105 

Sulfato de hierro heptahidratado  0,005 

Cloruro de calcio  0,0000035 

Fuente: (Doménech & García, 2014). 

 

2.3.3.3  Siembra microbiana de Bacillus subtilis (biorreactor). 

Con la ayuda de una asa se tomó la bacteria y se colocó en un matraz Erlenmeyer de 

500mL que contuvo 100mL de medio mineral, se incubo a 37°C a 150rpm por 24 

horas, utilizando el shaker incubador.  

Después de haber pasado el tiempo estimado, se midió la densidad óptica en un 

espectofotómetro teniendo como resultado un valor de 0,987 g/L que significa que es 

la biomasa que se produjo en el matraz, seguidamente se añadió e inóculo al biorreactor 

que contenía el medio mineral en un volumen de 4.5L y se puso en funcionamiento al 

equipo.  

2.3.3.4  Parámetros y condiciones de operación del biorreactor 
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Para operar el biorreactor se emplearon los parámetros detallados en la Tabla 5.  

Tabla 5   Parámetros de operación del biorreactor para la obtención del 

biotensioactivo. 

Parámetro Descripción 

Temperatura 30°C 

Tiempo de cultivo 24 horas 

Tipo de agitador Turbina rushton de seis palas 

Número de agitadores 3 

Numero de deflectores 3 

Tipo de difusor de aire 
difusor en anillo con poro de 

1mm de diámetro 

Tamaño de burbuja 2-10um 

Control de pH 

Automatizado, con soluciones 

de NaOH 0,35M y H2SO4 

o,35M 

Antiespumante Butilglicol 10% 

Para obtener un mejor rendimiento del tensioactivo de origen microbiano, se utilizó el 

biorreactor en sus condiciones óptimas de operación, que se señalan en la Tabla 6. 

   

Tabla 6 Condiciones óptimas de operación del biorreactor. 

Parámetro 
Condiciones 

óptimas 

pH 6,5 

Temperatura 30°C 

Velocidad de 

agitación 
300rpm 

Aireación 5vvm 

Nota: vvm indica el volumen de aire sobre el volumen de cultivo por minuto 

(Robalino, 2020). 
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2.3.3.5  Recuperación del biotensioactivo. 

Después de haber trascurrido las 24 horas del cultivo microbiológico de Bacillus 

subtilis DS23, se tomó alrededor de 45 mL en tubos Falcon de 50mL, se centrifugó a 

4000rpm por 15 minutos con el objetivo de tener dos fases, una donde estará el pellet 

o biomasa y la otra que será el tensioactivo o sobrenadante.  

Posteriormente todo el sobrenadante recuperado se colocó en vasos de precipitación, 

se midió el pH y se añadió HCl al 37%, hasta que el pH llegó a 2. Seguidamente se 

dejó en reposo por 24 horas a temperatura ambiente (18°C). Después que transcurrió 

este tiempo se gasificó el contenido de tensioactivo, se añadió NaOH al 35% con la 

finalidad de obtener la solución con un pH de 7.  

2.3.4 Liofilización del biotensioactivo.  

Previamente, se debe congelar el tensioactivo en el ultra congelador (-80°C), alrededor 

de 1 hora. Las muestras se colocaron en el liofilizador del laboratorio de Canje de 

Deuda, las cuales se quedaron ahí por 24 horas, hasta obtener una muestra liofilizada. 

Posteriormente, se colocó las muestras en la estufa para eliminar la humedad sobrante 

y obtener el tensioactivo sólido.  

2.3.5 Efectividad de la formulación en placa.  

Se determinó la concentración mínima inhibitoria (CMB) contra las cepas de E. coli 

ATCC 11775, Staphylococcus aureus ATCC 12600, Listeria monocytogenes ATCC 

19115,  Bacillus cereus ATCC 10876, para lo cual se preparó series de diluciones de 

los formulados en las siguientes concentraciones 30, 40, 50, 60 y 70%,  se utilizó como 

control el antibiótico ampicilina al 50%. 

En las cajas Petri esterilizadas previamente se vertió LB sólido, excepto la L. 

monocytogenes que se utilizó Agar Nutritivo. Se dividió a las cajas petri en 3 partes 

iguales, se perforó el agar, se sembró en las placas 100µL de las cepas bacterianas, 

posteriormente se agregó 20µL de las 3 formulaciones (desarrollada, control y 

tensioactivo) en las perforaciones, se incubó por 24horas a 37°C. Se realizó tres 

réplicas de cada concentración.  

Después que ha transcurrido el tiempo mencionado, se midió la distancia del halo de 

inhibición de todas las réplicas realizadas.  
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2.3.5.1  Análisis estadístico. 

Los datos obtenidos de los halos inhibidos se analizaron mediante el software 

estadístico STATGRAPHICS Centurion XVI utilizando un diseño factorial de 5 

factores para determinar la mejor concentración y cuál de los microorganismos tenia 

mayor inhibición frente a las formulaciones. 

2.3.5.2  Cinética de crecimiento bacteriano 

Mediante el análisis estadístico se tomó sólo los mejores tratamientos del halo de 

inhibición en este caso las bacterias fueron S. aureus y E. coli. Previamente se sembró 

el microorganismo en un matraz, 20mL utilizando como medio LB liquido con una 

colonia de cada cepa y se añadió 120mL del mismo medio puro al matraz de 250mL. 

Posteriormente se  agitó y se midió la densidad óptica en el transcurso de cada hora, 

se realizó diluciones seriadas hasta 10-5 y se sembró en cajas Petri en medio LB sólido 

con tres réplicas de cada dilución de las bacterias en cada hora de análisis.  

2.3.6 Efectividad de la formulación en matrices alimentarias. 

Se determinará la concentración minima inhibitoria (CMI) y concentración mínima 

bactericida (CMB) de las formulaciones desarrolladas contra las cepas. E. coli ATCC 

11775, Staphylococcus aureus ATCC 12600. Sobre matrices alimentarias como la 

lechuga, banano y fresa, se realizarán dos métodos de exposición a los formulados 

(spray y sumergido), durante 5 y 10 minutos sin lavado (Skowron et al. 2018; 

Pinheiro et al. 2018). Estos ensayos serán realizados por triplicado.  
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CAPITULO III 

 

RESULTADOS Y DISCUSIÓN  

 

3.1 Análisis y discusión de los resultados 

3.1.1 Estandarización de la curva McFarland 

Se estandarizó las 4 bacterias al valor de McFarland (MF) que según Donay et al. 

(2007) este patrón contiene un estándar de 0.5 a 0.6 equivalente a MF de 1.5 × 108 

células bacterianas por mL mediante estos datos se realiza las pruebas de sensibilidad 

antimicrobiana determinando así su efectividad contra un compuesto o antibiótico.  

 

3.2 Producción del biotensioactivo 

Para la obtención del biotensioactivo los microorganismos que se utilizó fue Bacillus 

subtilis proveídas por el CIBE. Hee et al. (2011) menciona que está formado por un 

lipopéptidos que tiene una cola de ácidos grasos con 8 aminoácidos y que contienen 

de 12 a 14 átomos de carbono evidenciando de esta manera la parte hidrofílica e 

hidrofóbica que deben tener los surfactantes.  

Para la producción del biosanitizante se necesita de un sustrato que fue un carbohidrato 

en este caso la glucosa que se añadió al medio de cultivo, lo que permite la producción 

de péptidos, lipopéptidos y fosfolípidos, los cuales son metabolizados  excepto los 

lipopéptidos que son aquellos que forman los tres componentes principales del 

biotensioactivo como son la surfactina, iturina y fengicina (Donay et al., 2007; Hee 

et al., 2011). 

La surfactina tienen propiedades hemolíticas, antibacterianas, antivirales y anti 

fúngicas (Sánchez, 2016). Sin embargo inhibe la formación de biopeliculas que se 

encuentran en otras bacterias al intervenir con la unión de las células bacteriana que se 

encuentran en la superficie de las matrices alimentarias (Nagua, 2016).  



  

27 

 

Hay tres especies de iturina que se producen en la producción del biosurfactante, entre 

ellas la del tipo A que es la más eficiente y más fuerte respecto a su actividad biocida, 

está conformada por residuos β-amino ácidos comprobando asi la presencia de este 

compuesto en el tensioactivo por la cadena hidrófoba (Lomeli González et al., 2011). 

La fengicina principalmente tiene poder anti fúngico lo cual permitirá combatir este 

tipo de microorganismo con la producción de este tensioactivo (Ariza & Sánchez, 

2012). Al actuar en conjunto estos tres componentes le dan ese poder fuerte biocida 

capaz de combatir contra pátogenos como S. aureus, E.coli, B. cereus y L. 

monocytogenes y anti fúngico lo que asevera que inhibirá microorganismos que afecta 

la inocuidad productos alimenticios.  

 

3.2.1 Requerimiento nutricional 

Para que el microorganismos pueda reproducirse y obtener el producto deseado, es 

necesario que el medio en el que va a permanecer  no exceda más del 5% de NaCl lo 

que coincide con la formulación empleada Tabla 4, sin embargo  Hee et al. (2011) 

menciona que también puede crecer en condiciones salinas de hasta 7%. Además debe 

contar con fuentes carbonadas que actúan como  aceptores de electrones para obtener 

energía y también lo usan en su carboxilación (Javaheri et al., 2005).  

La presencia del medio mineral como fuente de aniones y cationes, siendo este último 

el más importante cabe mencionar que el ión potasio interviene en la activación de 

enzimas en el caso de las bacterias predomina la hidrolasa, el ión magnesio actúa como 

estabilizador y ayuda a la trasferencia de grupos fosfatos, el hierro actúa como cofactor 

de las enzimas, y muchas bacterias tienen moléculas hidrófobas que captan este hierro 

(Cobo, 2017).  

 

3.3 Inhibición microbiana.  

Los resultados obtenidos respecto al halo de inhibición al realizarse por antibiogramas 

de las cuatro bacterias se presentan en la Tabla 7.  
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Tabla 7 Halos de inhibición: efectividad de las diferentes concentraciones de 

biosanitizantes aplicadas a cuatro cepas bacterianas ATCC 

Bacillus Cereus 

Concentración 

(%) 

Tensoactivo 

(cm) 

Desarrollada 

(cm) 

Controlada 

(cm) 

30 0,43 0,50 0,60 

40 0,68 0,90 0,98 

50 0,53 0,68 1,23 

60 0,43 1,10 1,67 

70 0,45 0,49 0,00 

100 0,90 1,70 2,23 

Listeria monocytogenes 

Concentración 

(%) 

Tensoactivo 

(cm) 

Desarrollada 

(cm) 

Controlada 

(cm) 

30 0,53 1,30 0,75 

40 0,43 1,37 0,87 

50 0,73 1,45 1,02 

60 0,78 1,54 1,10 

70 1,02 1,62 1,23 

100 1,23 1,83 1,42 

Escherichia coli 

Concentración 

(%) 

Tensoactivo 

(cm) 

Desarrollada 

(cm) 

Controlada 

(cm) 

30 0,53 0,80 0,70 

40 0,63 0,90 0,88 

50 0,60 0,93 0,97 

60 0,77 1,00 1,05 

70 0,72 1,13 1,23 

100 0,90 1,40 1,47 

Staphylococcus aureus 

Concentración 

(%) 

Tensoactivo 

(cm) 

Desarrollada 

(cm) 

Controlada 

(cm) 

30 0,80 1,37 1,33 

40 0,93 1,50 1,63 

50 1,02 1,70 1,92 

60 1,10 1,93 2,00 

70 1,20 2,30 2,20 

100 1,33 2,70 2,77 

 

 

 

Se utilizó la estandarización de McFarland, para los antibiogramas realizados con las 

cuatro cepas bacterianas. Ulloa (2015) menciona que son estándares de turbidez con 



  

29 

 

una densidad de 0.5 que equivale a 1.5 × 108 ufc/mL, experimentalmente la 

concentración que se obtuvo fue de 1.8 ×108. Esta concentración principalmente se 

utiliza para la formación de antibiogramas, permitiendo conocer así la sensibilidad 

microbiana frente a antibióticos u otros compuestos que alteren su estructura (Parente 

et al., 2015).  

Para determinar que un biosanitizante es efectivo su halo de inhibición respecto a 

bacterias Gram Positivas debe oscilar entre 28 a 32mm lo que se asemeja con los 

valores obtenidos experimentalmente como se observa en la Tabla 8 y para las Gram 

Negativas tendrá un halo de oscilación de 35 a 40 mm, experimentalmente el halo de 

inhibición de esta bacteria fue inferior ocasionándose por errores sistemáticos del 

analista  (Gutiérrez & Agudelo, 2009). 

Como se muestra los datos en la Tabla 8,  la mayor distancia respecto a los halos de 

inhibición de los biosanitizantes aplicados se evidencia en las cepas de Staphylococcus 

aureus y Listeria monocytogenes, ambas bacterias son Gram Positivas sin embargo 

se realizó el análisis estadístico en el que intervinieron los factores que fueron los tipos 

de bacterias, la  formulación y las diferentes concentraciones analizadas  

Como se observa en la Figura 1, las bacterias que tienen una mejor tendencia son los 

factores A2  y A3 que corresponde a Staphylococcus aureus y Listeria monocytogenes 

respectivamente, sin embrago para el estudio de este biotensioactivo se decidió probar 

con Staphylococcus aureus y Escherichia coli, respecto al banano según Taipe (2017), 

menciona que el microorganismo que presenta problemas en la cáscara de este 

alimento es  E. coli, es por ello la importancia de eliminar este patógeno para que no 

ingrese a la parte comestible del fruto, el banano tiene una presión positiva que empuja 

el látex de la fruta hacia los tallos, permitiendo que la membrana se mantenga 

impermeable. Sin embargo, según bibliografía realizada respecto a los patógenos más 

comunes que se encuentran en la lechuga son Escherichia coli, Sthapylococcus aureus, 

Aspergillus niger, y Pseudomonas aeriginosa, ya que se encuentran en mayor 

cantidades en los suelos (Carrillo, 2016; Duan et al., 2017; Guentzel et al., 2008).  
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FIGURA 1  Anova multifactorial, en el eje x se muestran los microorganismos  

utilizados en el análisis donde A1, A2, A3, A4 son Escherichia coli, Sthapylococcus 

aureus, Listeria monocytogenes y Bacillus cereus respectivamente, en relación con el 

diámetro inhibitorio  dado por la acción del biosanitizante. 

 

En la Figura 2 S. aureus no forma parte de la campana de Gauss, sin embargo  estudios 

mencionan que éste microorganismo se encuentra en gran cantidad en frutas y verduras 

frescas afectando de esta manera su inocuidad (Castro del Campo et al., 2014; Y. 

Rodriguez, 2018). 

Por otro lado Bacillus cereus también está fuera de esta campana Gaussiana, la 

formulación del biosanitizante contiene Bacillus subtilis DS23 al tener semejanza del 

88% en su estructura celular, no afectará la membrana de este microorganismo, por lo 

cual su afectación no es significativa respecto a los demás halos de inhibición 

(Javaheri et al., 2005; Villareal, 2019).  
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FIGURA 2  Factores que afectan la  inhibición bacteriana 

Los biotensioactivo presentan un índice de mortalidad alta respecto a las bacterias y 

hongos, esto ocurre en concentraciones altas y por su relación es bioestática (Jiménez 

Islas et al., 2010), por lo que la concentración óptima del uso del tensioactivo es del 

60% de la formula desarrollada, como se muestra en la Tabla 8 con esta concentración 

se tuvo mejores resultados en relación al diámetro de los antibiogramas (halos de 

inhibición). Según Alba & Araujo (2017) menciona que al aplicar concentraciones 

superiores al 50% de sanitizantes altera la viabilidad de los microorganismos 

provocando una lisis celular o daños bioquímicos a la célula.   

3.4 Efectividad del biosanitizante en matrices alimentarias   

3.4.1 Inmersión. 

El método que dio resultados favorables fue el de inmersión, éste método es más 

eficaz, debido a que todo el producto está en contacto directo con el biotensioactivo 

que se encuentra concentrado al 60%, permitiendo que incrustaciones o bacterias 

adheridas sean atacadas por la presencia del biotensioactivo, su estructura celular se 

ve afectada especialmente la membrana extracelular permitiendo el ingreso del 

tensioactivo que destruirá el ADN del patógeno, lo cual da como resultado la muerte 

(Novak et al., 2015; Serra, 2017). 

ANOVA Gráfico para Diámetros del halo de inhibición

-3 -1 1 3 5

Residuos

Microorganismo P = 0,0000
A4 A1 A3 A2

Réplicas P = 0,4894
B3B1 B2

Formulación P = 0,0000
C1 C3 C2

Concentración P = 0,0000
D1 D2 D5 D4
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Sin embargo la membrana citoplasmática interna puede presentar resistencia al estar 

compuesta por lipoproteínas previniendo de esta manera la difusión pasiva de las 

moléculas hidrofílicas del sanitizante, lo cual no facilitará el proceso de lisis bacteriana 

(Gutiérrez & Agudelo, 2009). 

En la Tabla 8 se detallan los resultados de la reducción logarítmica, se observa que los 

mejores resultados sobre los microrganismo presentes en las matrices alimentarias 

suceden cuando éstas se encuentran en contacto con el sanitizante durante  10 min, lo 

que significa que la matriz alimenticia tuvo mayor tiempo de contacto con el 

sanitizante llegando a una eficiencia del 100% en diluciones realizadas de 10-5 donde 

los ufc/mL fueron de cero.  

El mayor grado de reducción se evidencia en el tiempo de 10 min, especialmente se 

observa un mayor grado respecto a la fresa y lechuga, siendo estas matrices las más 

complejas (Fino & Kniel, 2008). La lechuga se siembra en el suelo a una profundidad 

de 50 a 60cm, con una semejanza de sembrío de la fresa, ya que cuando se embebe 

con agua que es la fuente principal de los patógenos en estudio, provocan daños físicos 

afectando la inocuidad del producto (INIA, 2017b, 2017a). Cuando se aplica procesos 

de saneamiento debe reducirse ese número a un valor de 103 en las matrices 

alimentarias para considerar como seguro e inocuo.  

Tabla 8  Reducción logarítmica obtenida mediante el método de inmersión. 

Matriz 

Alimentaria 

Tiempo (min) 

5 10 

Banano 0,40 1,48 

Fresa 1,82 3,34 

Lechuga 0,93 3,25 

 

Según datos reportados por CODEX (2015) la carga microbiana inicial de 

Staphylococcus aureus que presenta la lechuga y las frutas en un tiempo inicial (0 min) 

es de 108, sin embargo el límite máximo permisible para los productos de ensaladas 

verdes (lechuga) y frutas frescas es de 1,50E+03 ufc/mL (Fuentes et al., 2005; INEN, 

2008; Moragas & Bustos, 2017) al contrastar con los valores de la Tabla 9 se 
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evidencia que los valores obtenidos en el tiempo de 10 min corresponden al límite 

máximo  

Como se observa en la Tabla 9, en el tiempo cero la carga microbiana es alta, debido 

a que no ha sufrido ningún proceso de saneamiento las matrices alimentarias, al 

encontrarse en el suelo y en contacto directo con el aire que son fuentes de 

contaminación directa, provocando que el producto no sea inocuo (Feliziani et al., 

2016; Keeratipibul et al., 2011). 

Un proceso de saneamiento se da cuando al menos se elimina el 50% de los 

microorganismos presentes en el producto (Feliziani et al., 2016), como se muestra 

los datos en las tabla 9 se ha logrado reducir especialmente los microorganismos 

presentes en la fresa, y en menor medida al banano.  

La fresa es la fruta más importante debido a que se consume directamente, en tanto 

que el banano tiene una cubierta que le dan la rigidez necesaria para que no ingresen 

las bacterias dentro del fruto (Blasco López & GómezMontaño, 2014; Vizcaino, 

2015). 

Como se mencionó en la dilución 10-5 presenta una eficiencia cercana al 100%, al no 

presentar colonias evaluadas en fresa y lechuga, en tanto que en el banano se visualiza 

aun una colonia.  

 

Tabla 9 Cuantificación en la aplicación del biosanitizante por el método de 

inmersión en las matrices alimentarias 

Matriz 

Alimentaria 

Ufc/mL 

0 min 5 min 10 min 

Banano 1,01E+05 4,00E+04 3,33E+03 

Fresa 2,45E+06 3,67E+04 1,11E+03 

Lechuga 1,95E+06 2,30E+05 1,11E+03 

 

3.4.2 Aspersión. 

La aplicación del sanitizante a través de este método no dio resultados favorables 

respecto con el de inmersión. Delgado & Díaz (2006), menciona que al aplicar el 
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método de aspersión depende de la fuerza del aspersor siendo directamente 

proporcional con la fuerza mecánica que se ejerce sobre la superficie de las matrices, 

el spray que se utilizó no proporciono las fuerza necesaria para eliminar incrustaciones. 

Tabla 10 Reducción logarítmica después de sanitizar las matrices 

Matriz 

Alimentaria  

Tiempo (min) 

5 10 

Banano  0,70 0,74 

Fresa 0,79 0,84 

Lechuga  0,85 1,68 

 

Como se observa en la Tabla 11, Según la INEN (2008) & Moraga &Bustos (2017), 

mencionan que el límite máximo permisible de mesófilos aerobios es de 1,50E+05 

ufc/mL para hortaliza y frutas, las unidades formadoras de colonias obtenidas en el 

tiempo de 5 minutos se cumple para las tres matrices, en el tiempo de 10 min no hay 

ningún cabio significativo.  

Significativamente la reducción logarítmica se evidencia a los 10 min después de haber 

aplicado el sanitizante respecto a la lechuga se evidencia un mayor grado de reducción 

en contrate con las demás matrices. Una eficaz actividad del biotensioactivo se da entre 

10 min respecto a hortalizas mientras que para frutas frescas el tiempo estimado es de 

10min aplicado en superficies de matrices alimentarias (Coelho et al., 2007; Cruz et 

al., 2006) lo cual coincide con lo reportado en la Tabla 11.  

 

En el tiempo inicial la carga microbiana después del proceso de pos cosecha es 

elevado, evidenciado por el uso de agua de riego contaminada, mala manipulación de 

los productos, además de las condiciones de almacenamiento que no son adecuadas, 

ocasionando daños superficiales e incremento en la flora bacteriana (Ramos et al., 

2013; Sanzani et al., 2016). 

 

La lechuga es la matriz que presenta aún microorganismos a los 10 min de haber 

aplicado el Tensioactivo (Tabla 11), debido a que el método de aspersión no tuvo la 

fuerza necesaria para eliminar incrustaciones, además que es un cultivo con mayor 
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riesgos, ya que a nivel gourmet por lo general se lo consume crudo (Feliziani et al., 

2016; Sádaba et al., 2017).  

 

Tabla 11 Cuantificación en la aplicación del sanitizante por el método de aspersión 

en las matrices alimentarias 

Matriz 

Alimentaria  

Ufc/mL 

0 min 5 min 10 min 

Banano  3,09E+05 6,22E+04 5,67E+04 

Fresa 3,36E+06 5,44E+05 4,80E+05 

Lechuga  1,80E+06 2,56E+05 3,78E+04 

 

3.5 Cinética de crecimiento bacteriano  de las cepas bacterianas de Escherichia 

coli y Staphylococcus aureus.  

 

La curva de crecimiento bacteriano se la realizo mediante la concentración celular por 

mL y con la medición de la densidad óptica (D.O), A medida que la concentración 

celular aumenta, el cultivo se hace más turbio y se reduce la cantidad de luz transmitida 

que alcanza la célula fotoeléctrica (Ramírez et al., 2005). Esta reducción de la 

intensidad de luz transmitida es consecuencia de la difracción de la luz por parte de las 

células, mientras que el conteo en placa permite el recuento de células viables capaces 

de reproducirse y generar colonias sobre un medio sólido (Díaz, 2016).  
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FIGURA 3 Cinética de crecimiento bacteriano de Escherichia coli 

 

La D.O es el método más rápido pero es menos sensible que el método del conteo en 

placa. Castañeda & Sánchez (2016) menciona que la fase estacionaria inicia cuando 

los nutrimentos se están agotando, en tanto lo que se genera es acumulación de 

desechos como se observa en la Figura 3 pesta fase empieza en una absorbancia 

alrededor de 0.9.  
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FIGURA 4 Variación de la densidad óptica a través del tiempo de E. coli 

La fase de latencia de E coli, sembrada en medio LB, termina alrededor de las dos 

horas, en tanto que la fase exponencial según Castañeda & Sánchez (2016)  debe 

tener un tiempo máximo de 18 horas, en la Figura 4 se evidencia la fase exponencial 

se termina aproximadamente a la hora 15 reduciéndole en 3 horas con la aplicación del 

sanitizante, después de ello el crecimiento se vuelve constante, consumiendo los 

nutrientes del medio, el primer compuesto que se termina es el carbono o nitrógeno 

(Kacena et al., 2016; Kehr et al., 2004). 

 

FIGURA 5  Cinética de crecimiento bacteriano de Staphylococcus aureus. 
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FIGURA 6   Variación de la densidad óptica a través del tiempo de Staphylococcus 

aureus 

 

Para la bacteria de Staphylococcus aureus la fase estacionaria empieza a una 

absorbancia de 0,6 cuándo se aplica un sanitizante como se observa en la figura 5 con 

resultados obtenidos después de aplicar el biotensioactivo  (Franco et al., 2013). Se 

asemeja con los resultados obtenidos experimentalmente, la fase exponencial de la 

cinética bacteriana se evidencia un ligero pico el cual se debe  a las condiciones en las 

que estaba el medio de cultivo en los que interfiere temperatura, condiciones del medio 

y velocidad de agitación en la que se mantiene hasta que se realice la lectura de la 

densidad óptica.  
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CAPÍTULO IV 

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES 

4.1 Conclusiones 

 Se  determinó la eficiencia y efectividad del biosanitizante sobre cuatro cepas 

bacterianas, el análisis estadístico mostro que  los mejores resultados en la 

placa fue sobre  Escherichia coli ATCC 11775 y Listeria monocytogenes 

ATCC 19115. 

 

 La formulación que obtuvo mejores resultados aplicados en placas en medio 

LB para S aureus, E coli, B cereus  y Agar Nutritivo  para L monocytogenes 

fue la formulación desarrollada en una concentración del 60%, teniendo el 

mayor halo de inhibición frente a las cuatro cepas bacterianas con las que se 

realizaron los ensayos.  

 

 Se determinó que el tiempo de crecimiento de E. coli es de 15 horas y llega a 

una O.D  de 0.7, en tanto que para S. aureus es de 14 horas  con un O.D. de 

0.6, datos que son necesarios para los cálculos de la IC50 y la CMI 

(Concentración mínima inhibitoria).  

 

 El mejor método de aplicación del biosanitizante fue el de inmersión en un 

tiempo de 10 min respecto a las tres matrices alimentarias: banano, fresa y 

lechuga, asegurando la inocuidad del producto y cumpliendo con los límites 

permisibles de carga microbiana para frutas y hortaliza.  

4.2 Recomendaciones  

 Evaluar la eficiencia del sanitizante en base a un tensioactivo de origen 

microbiano  en diferentes matrices alimentarias como en tubérculos.  

 Determinar nuevos métodos de extracción de biotensioactivo utilizando 

fuentes orgánicas con el objetivo de reducir costos y obtener un mayor 

rendimiento del  tensioactivo. 
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 Utilizar discos de dispersión en la inhibición bacteriana  que se aplique a 

matrices alimentarias o en placa.  

 Evaluar el uso de aplicaciones como SMART DISNTANCE para la detección 

de los diámetros de los halos inhibitorios obtenidos.  
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ANEXOS 

Anexo 1 Antibiograma de la muestra control de Escherichia coli 

 

Anexo 2 Antibiograma de Bacillus cereus a una concentración del 60%  
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Anexo 3 Antibiograma de Staphylococcus aureus a una concentración del 60% 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Anexo 4 Producción del biotensioactivo a partir de Bacillus subtilis DS23 
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Anexo 5 Liofilización del biotensioactivo 
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