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RESUMEN

En Colombia, segtn el ultimo estudio sobre el desperdicio de alimentos publicado por el
DNP en 2016, se desperdician cerca de 6,1 millones de toneladas de frutas y hortalizas al
afo, de las cuales un 20 % corresponde a pérdidas poscosecha. Las fresas son frutos altamente
consumidos a nivel mundial y nacional dadas sus propiedades sensoriales y nutricionales, sin
embargo, su comercializacion enfrenta fuertes desafios debido a su rdpida tasa de
degradacion que a consecuencia genera pérdida del fruto, una mala experiencia para el
consumidor y afectacién econdmica al productor. Esta problematica resalta la necesidad de
desarrollar tecnologias mas eficaces para el almacenamiento y conservacion de estos
productos. Entre las estrategias emergentes se encuentran los recubrimientos comestibles
(RC), elaborados a partir de compuestos naturales y biodegradables. Estos RC pueden
incorporar componentes funcionales como bacterias acido-lacticas (BAL), reconocidas como
seguras (GRAS) por la FDA, que pueden otorgarle al alimento beneficios fisiologicos
adicionales.

Con base en esta premisa, se disefid un recubrimiento comestible para fresa con adicion de
Lactiplantibacillus plantarum A6, bacteria seleccionada por su potencial antifngico frente
a hongos fitopatdogenos como Aspergillus niger, Botrytis cinerea y Rhizopus stolonifer,
previamente aislados de fresa infectada. Este recubrimiento, cuya base fue el exopolisacarido
(EPS) producido por Weissella confusa, permiti6 mantener la viabilidad de
Lactiplantibacillus plantarum A6 y demostrar su efecto antifingico a través de pruebas in
vivo, donde se observo una inhibicién completa del crecimiento de Botrytis cinerea en fresas
recubiertas.

Para seleccionar la formulacion con la mejor proporcion de compuestos usados en la solucion
formadora del recubrimiento, se llevé a cabo un disefio de mezclas en el que se evalu6 el
efecto de los componentes principales (EPS, alginato de sodio y glicerol) en las propiedades
fisicoquimicas del fruto (pérdida de peso, firmeza, acidez titulable, pH y color).
Posteriormente se realizO una optimizacion y sobre la misma se evaluaron parametros
fisicoquimicos y la capacidad inhibitoria de crecimiento de hongos.

Se observd que Lactiplantibacillus plantarum A6 presentd la mayor inhibicion de
crecimiento micelial en los hongos de interés en las pruebas in vitro e in vivo (halo de
inhibicion Aspergillus niger: 50,03 + 0,45 mm — halo de inhibicion Rhizopus stolonifer:
22,90 £+ 1,20 mm — Crecimiento radial Botrytis cinerea: 20,59 £ 3,66 mm / 90 mm). También
se observo que EPS, alginato y glicerol tuvieron efectos estadisticamente significativos en la
pérdida de peso (p = 0,024), el angulo de tono (p = 0,007) y la firmeza (p = 0,008).

Finalmente se determind que la aplicacion de un recubrimiento comestible a base de
exopolisacarido con la adicion de bacterias dcido-l4cticas en fresas, favorecio la conservacion
de factores directamente relacionados con la calidad del fruto durante el almacenamiento.

Palabras clave: fresa, recubrimiento comestible, exopolisacarido, bacteria acido-lactica.
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1 INTRODUCCION

La fresa (Fragaria x ananassa) es una de las bayas mas populares y consumidas en todo el
mundo (Kaur & Kumar, 2022) su aroma, color y textura jugosa, ademas de su Optima
composicion nutricional le otorgan favorabilidad entre los consumidores.

La produccion mundial de fresa asciende a los diez millones de toneladas para el afio 2023,
siendo los principales productores China y Estados Unidos (FAOSTAT, 2025); Colombia es
el tercer pais latinoamericano con mayor area sembrada en cultivos frutales, entre los que se
destacan el mango y la fresa. En el pais se produce fresa todo el afio y para el 2020 se registro
una produccion total nacional superior a las 86.000 toneladas (Ministerio de Agricultura,
2021).

La comercializacion de fresa fresca enfrenta fuertes desafios, ya que se deteriora con
facilidad debido a su alto contenido de humedad, exocarpio delgado y alta susceptibilidad al
deterioro por hongos (Weng et al., 2020a).

Actualmente el control de enfermedades en postcosecha se realiza con productos sintéticos
dentro de los cuales, algunos ocasionan reacciones adversas en organismos no objetivo como
los seres humanos (Wolde & Airdew, 2019), motivo por el cual se hace necesario migrar
hacia alternativas naturales, seguras y efectivas, que garanticen al consumidor final un
producto de alta calidad.

Frente a la necesidad de conservacion que presenta, no solo el mercado de la fresa, sino el
mercado de productos alimenticios de origen vegetal en general, los recubrimientos
comestibles representan una opcion valiosa, dado que han sido evaluados en diferentes
investigaciones y se les atribuyen resultados positivos (Cruz-Monterrosa et al., 2023;
Upadhyaya et al., 2024; Mitelut et al., 2021). Los recubrimientos comestibles se definen
como capas de material aplicadas en estado liquido directamente sobre el producto, formando
un revestimiento delgado que se puede consumir con el mismo, cuyo proposito es separar el
alimento del ambiente circundante, reduciendo el deterioro causado por factores fisicos,
quimicos y bioldgicos y proporcionando una barrera contra los dafios mecénicos, evitando la
degradacion y prolongando la vida util (Tufan et al., 2021).

Los exopolisacaridos son una red polimérica constituida por cadenas de hidratos de carbono
y otros compuestos, que se encuentran presentes, en su mayoria, en la superficie externa de
las bacterias, su estructura es altamente atractiva como insumo principal para la produccion
de peliculas o recubrimientos comestibles que aumenten la vida en almacenamiento de frutas
y hortalizas altamente vulnerables frente a ataques fingicos (Kaur & Dey, 2023).

También se ha investigado sobre la posibilidad de incorporar componentes funcionales a los
recubrimientos comestibles con el fin de potenciar su funcién conservativa, este grupo
incluye también bacterias con caracteristicas protectoras que pueden inhibir el crecimiento
de microorganismos no deseados en los alimentos. En este sentido, las bacterias acido-
lacticas (BAL) representan un enfoque prometedor, debido a su capacidad para inhibir
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microorganismos patdogenos y agentes de descomposicion a través de las sustancias que
producen (Agriopoulou et al., 2020).

Existen estudios en los que se comprueba la efectividad de los recubrimientos y de las
bacterias acido-lacticas en el tratamiento para la inhibicion de hongos y el aumento de la vida
atil de algunos productos alimentarios de origen vegetal. Por ejemplo Temiz & Ozdemir,
(2021) concluyen que los recubrimientos de gelatina-probidtico y gelatina-probiotico-inulina
inhibieron el crecimiento de los recuentos de levaduras y mohos en comparacién con el
control durante todo el tiempo de almacenamiento, y se pueden utilizar para aumentar la vida
util y la funcionalidad de frutas y verduras perecederas. Ademas, en el trabajo investigativo
realizado por Alvarez et al., (2021), se identifica que el recubrimiento comestible compuesto
de exopolisacaridos con contenido de L. plantarum A6 como agente antifingico, preservo la
calidad microbiolégica del tomate cherry al inhibir el crecimiento del
hongo Fusarium sp.y Rhizopus stolonifer, este ultimo causante también del deterioro en
fresas.

Por lo anterior, el objetivo del presente trabajo de investigacion fue el desarrollo de un
recubrimiento comestible a base de exopolisacaridos producto de la actividad metabdlica de
Weissella confusa con adicion de bacterias acido-lacticas y la posterior evaluacion sobre su
capacidad para mantener las propiedades fisicoquimicas y microbioldgicas durante el tiempo
de almacenamiento en fresas.

2  MARCO TEORICO

2.1 Fresa (Fragaria x ananassa) y fisiologia poscosecha

La fresa es una fruta cultivada ampliamente en Colombia (més de 113.000 toneladas en el
afio 2022) (Agronet, 2024) y el mundo, especialmente en regiones con clima frio. A nivel
nacional se reporta produccion en el altiplano cundiboyacense, la zona alta del Valle del
Cauca y la region andina. Es cosechada durante todo el afo, pero el volumen de recoleccion
mas alto tiene lugar entre agosto y diciembre; los principales departamentos productores de
fresa son Cundinamarca, Antioquia, Valle del Cauca, Boyacd y Tolima (Ministerio de
Agricultura, 2021). En el Valle del Cauca, el cultivo de fresa se desarrolla principalmente en
municipios como El Cerrito (“Tenerife”) y Tulua (“Barragan”), con un area sembrada
promedio de 22 hectireas y un rendimiento estimado de 30,3 toneladas por hectarea
(Ministerio de Agricultura y Desarrollo Rural, 2018). Las fresas se cultivan principalmente
en invernaderos y se cosechan a mano, pero estas pueden ser cultivadas en campo abierto a
temperaturas entre los 15 y 25 °C (Mora Cabeza & Florez Faura, 2010).

La fragaria, arbusto que origina las fresas, es una planta herbacea perenne, lo que quiere decir
que no forma tejido lefioso y cumplen el ciclo de vida en 1 o 2 afios. Pertenecen a la familia
Rosaceae y es altamente apreciada por su fruto de sabor dulce y reconocidas propiedades
nutricionales, siendo “ananassa’ la especie mas comun en el mundo. La fragaria cuenta con
un sistema radicular fibroso y superficial lo que facilita la absorcioén de nutrientes y agua. El
tallo estd compuesto por estolones que son ramificaciones en forma horizontal que crecen a
lo largo del suelo y permiten el crecimiento de nuevas plantas, las hojas son rugosas y de
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color verde brillante pero algunas especies pueden tener hojas con tono rojizo en brotes
jovenes (Rhodes et al., 2023). La fresa, es una baya y es un fruto agregado, esto quiere decir
que se forma a partir de multiples ovarios de una flor, cada semilla visible en la superficie de
la fresa es en realidad un fruto conocido como ‘“aquenio” que contiene una semilla.
Generalmente, la fresa presenta una forma conica que varia segln la especie, con un tamano
que oscila entre 2 cm y 6 cm, dependiendo de la variedad o del tipo de fresa (cultivada o
silvestre). Al llegar a su maxima maduracidn, su color es rojo brillante, aunque en algunas
especies pueden encontrarse frutos blancos, amarillos o morados, con un sabor dulce y
ligeramente acido (Cosme et al., 2022). Desde el punto de vista nutricional, 100 g de fresas
aportan aproximadamente 37 kcal y 7 g de carbohidratos, de los cuales 2 g corresponden a
fibra y 5 g a azlicares como fructosa y glucosa. Asimismo, su contenido de grasa (0,8 g) y
proteina (0,3 g) es bajo, mientras que destaca su elevado aporte de vitamina C, que alcanza
unos 58,8 mg por 100 g, cubriendo mas del 50 % de la ingesta diaria recomendada para
adultos que es de 100 mg (Lewis, 2019) En cuanto a su origen, la fresa es el resultado de
cruzamientos entre especies nativas de Norteamérica (Fragaria virginiana) y Sudamérica
(Fragaria chiloensis). Su cultivo a gran escala comenz6 en Europa y América a partir del
siglo XIX, si bien su consumo es mucho mas antiguo, ya que las culturas precolombinas ya
aprovechaban fresas silvestres (Mezzetti et al., 2018). Actualmente, se conocen distintas
variedades, entre ellas Alba, Camarosa y Sequoia, que difieren en tamafio, sabor y resistencia
a enfermedades (Ladika et al., 2024).

La fisiologia postcosecha de la fresa reviste gran importancia debido a su susceptibilidad a
diversos factores durante esta etapa. Se trata de una fruta no climatérica, es decir, una vez
cosechada detiene su proceso de maduracion (Parvez & Wani, 2018). Ademas, presenta una
elevada tasa de respiracion en su punto de madurez, registrandose valores entre 44 y 48 mg
COq/kgh (Escalante Varona, 2015). Esta alta actividad respiratoria compromete su vida 1til,
ya que favorece la degradacion de tejidos y la sintesis de metabolitos secundarios. En
condiciones sin tratamiento poscosecha, su periodo de conservacion oscila entre 6 y 9 dias
(Jima, 2015), lo cual es limitado frente a otros frutos como la guayaba, que, a pesar de
presentar tasas respiratorias ain mayores —entre 1500 y 1600 mg CO2/kgh—, alcanza hasta
12 dias de vida util sin intervencion tecnologica (Angel Espinoza & Ruelas Chacon, 2015).
La fresa es un fruto muy sensible al dafio fisico, estas laceraciones provocan vias directas
para el ataque de microorganismos patdgenos. Es fundamental que después de la cosecha el
almacenamiento sea a temperaturas bajas para prolongar la vida util en anaquel, ya que
disminuye la tasa de respiracion para asi mantener la calidad de la fresa (Parvez & Wani,
2018). Para el almacenamiento correcto de las fresas se aplican temperaturas entre 3y 1 °C,
una humedad relativa entre 80 y 85 % y un cuarto frio limpio y ventilado para evitar la
acumulacion de gases (ICONTEC, 1996).

2.2 Recubrimientos Comestibles (RC)

Los recubrimientos comestibles son materiales utilizados para la conservacion de alimentos,
estos son aplicados sobre el producto y sus ventajas son la capacidad de prolongar la vida
util y la facilidad que permite en el consumo humano (Osorio Mora et al., 2016).También
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existe en la industria las denominadas peliculas comestibles, su diferencia radica en la forma
de aplicacion sobre el alimento, siendo el recubrimiento una solucion en la cual el producto
es tratado mediante técnicas de aplicacion como la inmersion o la aspersion durante un
tiempo determinado y posteriormente dejado en reposo hasta que la capa este seca, en
cambio, las peliculas comestibles son materiales que en su fabricacion son formados en
moldes y tienen un espesor ligeramente mayor que los recubrimientos (Osorio Mora et al.,
2016). Estos materiales son fabricados a partir de polimeros de origen bioldgico como lo son
los polisacaridos y un compuesto proteico o lipidico, y en algunos casos una combinacion de
ambos (Lopez de Lacey, 2013).

El uso de los recubrimientos comestibles se viene dando desde la antigiiedad, cuando se
utilizaban sustancias naturales como la cera de abejas y la resina de los arboles para proteger
los alimentos y mejorar su apariencia (Gennadios et al., 1997). En las Glltimas décadas, se han
producido importantes avances en la investigacion y desarrollo de recubrimientos
comestibles con el objetivo de mejorar su calidad y funcionalidad, ademas, se han
desarrollado distintas tecnologias para su aplicacion (Dhall, 2013).

2.2.1 Materiales de los recubrimientos

Los RC son muy importantes debido a su aporte en la conservacion y mejoramiento de la
calidad organoléptica y nutricional del alimento tratado. Ademas, su impacto en la proteccion
del medio ambiente, al favorecer la reduccion del uso de plasticos y otros materiales no
biodegradables en el envasado de alimentos, es de gran relevancia (Azeredo, 2009).

Los RC son producidos a partir de tres materiales que pueden ser: polisacéridos, proteinas,
lipidos o la combinacion de estas tres biomoléculas; seglin la naturaleza del material a partir
del cual fue desarrollado el RC, expone diferentes ventajas y desventajas (Massoud et al.,
2023a). Los recubrimientos de polisacaridos son hidrofilos, por lo tanto, poseen malas
propiedades de barrera frente al vapor de agua, sin embargo se afirma que otorgan una barrera
eficaz contra el oxigeno, retardan la pérdida de humedad del producto y son incoloros; por
otro lado, los recubrimientos lipidicos son excelentes barreras contra el agua debido a su
estructura hidrofobica, aumentan el atractivo visual del alimento, proporcionan una barrera
contra el oxigeno, el dioxido de carbono, el aceite y la migracion de sabor / aroma entre los
alimentos y el medio ambiente y funcionalmente poseen un valor agregado dado que ofrece
la posibilidad de incluir aditivos alimentarios como antioxidantes, antimicrobianos o
aromatizantes; a nivel de desventajas este tipo de material proporciona recubrimientos mas
gruesos y quebradizos, por lo tanto deben usarse junto con sustancias formadoras de pelicula,
posee malas propiedades mecanicas y su produccion requiere solventes y altas temperaturas;
finalmente, los recubrimientos de estructura proteica son hidrofilos, es decir, sensibles a la
absorcion de humedad, fragiles, propensos al agrietamiento, sin embargo, destaca porque
poseen excelentes propiedades mecanicas y de barrera (Tufan et al., 2021).

2.2.2 Principales funciones de un recubrimiento comestible

Debido a que los RC se aplican sobre diversos tipos de alimentos, tienen diferentes funciones
en este, reducen la pérdida de humedad del alimento, crean una barrera contra el oxigeno y
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otros gases que ayuda a prevenir la oxidacion y la degradacion, mejora la textura y el aspecto
manteniendo el atractivo visual de estos y algunos ofrecen proteccidn contra
microorganismos disminuyendo el crecimiento de hongos y bacterias (Aider, 2010). Por otro
lado, estos recubrimientos mejoran la calidad del alimento al extender su vida util, lo que
contribuye a mantener sus caracteristicas sensoriales y funcionales por mas tiempo (Raghav
et al., 2016). Asimismo, su aplicacion permite reducir significativamente el desperdicio de
alimentos y fortalecer la eficiencia en la cadena de suministros (Goémez-Estaca et al., 2010).

2.2.3 Recubrimientos comestibles con agentes bioactivos

Existe un amplio grupo de componentes funcionales que se agregan a los recubrimientos
comestibles con el fin de potencializar su funcidon conservativa, este grupo incluye también
bacterias con caracteristicas protectoras que pueden inhibir el crecimiento de
microorganismos no deseados en los alimentos. En este sentido, las bacterias acido-lacticas
(BAL) representan un enfoque prometedor, debido a su capacidad para inhibir
microorganismos patdgenos y agentes de descomposicion a través de las sustancias que
producen (Agriopoulou et al., 2020b).

2.3 Exopolisacaridos (EPS) y bacterias acido-lacticas (BAL)

Los exopolisacaridos (EPS) son polimeros extracelulares sintetizados por diversos
microorganismos, incluidas las bacterias acido-lacticas (BAL). Los EPS producidos por estas
bacterias tienen multiples aplicaciones en la industria alimentaria, debido a sus propiedades
funcionales, como su capacidad para actuar como espesantes, estabilizantes y emulsionantes.
Ademéds, se ha demostrado que los EPS de las BAL poseen propiedades prebidticas,
antioxidantes y antimicrobianas, lo que aporta beneficios significativos para la salud del
consumidor. El EPS producido a partir de Weissella confusa, que es una de las BAL que mas
producen EPS, incluso con una fuente de carbono limitada (Dey et al., 2023), ha sido
caracterizado en diferentes investigaciones, en las cuales se ha concluido que cuenta con una
actividad antioxidante de 74,3 % contra el radical hidroxilo (Benhouna et al., 2019), que tiene
actividad antibiopelicula significativa contra patdgenos transmitidos por alimentos (Moradi
etal., 2021) y que ademas presenta una textura con poros visibles, superficie lisa y estructura
interna parcialmente cristalina, atributos que son relevantes para la elaboracion de peliculas
y recubrimientos comestibles destinados a aplicaciones en el sector alimentario (Guerrero
Guevara et al., 2024). En este sentido, las bacterias acido-lacticas emergen como una
alternativa prometedora en el control de microorganismos patogenos y agentes
descomponedores, gracias a las sustancias bioactivas que secretan, contribuyendo asi a la
mejora de la seguridad alimentaria y la salud intestinal (Agriopoulou et al., 2020a). La
incorporacion de exopolisacaridos (EPS) en recubrimientos comestibles que contienen
bacterias acido-lacticas (BAL) ofrece multiples beneficios para el control bioldgico de frutas
y hortalizas. Estos polimeros extracelulares favorecen la adhesion de las BAL al
recubrimiento, fortaleciendo su implantacion sobre la superficie del alimento; ademas,
brindan proteccion frente a condiciones ambientales adversas como el estrés térmico,
osmotico o por pH (Yildiz & Karatas, 2018). También presentan una capacidad de retencion
de agua asociada a su estructura globular, porosa e irregular, lo que mejora la hidratacion de
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la célula bacteriana (Lakra et al., 2020). Su capacidad para interactuar con iones presentes en
el entorno, como sodio, potasio o magnesio, favorece el transporte de sustancias esenciales a
través de la membrana celular, contribuyendo a mantener la homeostasis y facilitando la
supervivencia de las BAL en medios hostiles (Donot et al., 2012). Asimismo, los EPS pueden
evitar la adhesion de microorganismos patdégenos mediante la modificacion de la superficie
celular o la inhibicidon de interacciones especificas, y participan en la formacion de
biopeliculas protectoras que aumentan la estabilidad mecanica del sistema y promueven la
colonizacion ordenada de las BAL en el recubrimiento (Benhouna et al., 2019).

3 ANTECEDENTES

La fresa es uno de los frutos que presenta mayores niveles de desperdicio, debido a las
condiciones que inciden durante el almacenamiento y transporte postcosecha. Esta
problemadtica, sumada a su fisiologia, provoca un rapido ablandamiento del fruto, lo cual
origina la mayoria de los dafos. La fresa se ve afectada por su alta tasa metabolica que
aumenta su vulnerabilidad ante la rapida deshidratacion, pérdida de peso, perdida de firmeza
y degradacion del tejido, lo que permite que se generen dafios mecdnicos y cambios en el
color (Contigiani et al., 2018). Estos dafios, dan via libre a hongos patégenos como Botrytis
cinerea, Rhizopus stolonifer, Aspergillus Niger, Fusarium sp., entre otros. Frente a estos
problemas, se han utilizado variedad de métodos fisicos, entre estos la del uso de los
recubrimientos comestibles (RC), estos recubrimientos han sido usados en frutas como las
manzanas y las uvas. Las caracteristicas de los RC pueden ser mejoradas con la
implementacion de distintas sustancias para generar mejoras en su funcionamiento o innovar
en su uso. En la literatura hay disponibles diversos estudios que informan la actividad
antifingica de los recubrimientos comestibles enriquecidos con probioticos (Palou et al.,
2015). Las BAL tienen la caracteristica funcional de producir metabolitos como bacteriocinas
y acidos organicos que tienen la propiedad de actuar como compuestos antibacterianos y
antifingicos (Ozpinar et al., 2024). Actualmente, es comun la incorporacién de bacterias
acido-lacticas (BAL) en recubrimientos comestibles debido a la amplia diversidad de cepas
que han demostrado poseer actividad antimicrobiana, lo que las convierte en una alternativa
eficaz para inhibir el crecimiento de microorganismos patdogenos (Dey et al., 2023).

A continuacion, en la Tabla 1, se presentan estudios sobre recubrimientos con adicién de
agentes antimicrobianos como lo son las BAL en frutas y verduras.

Tabla 1. Estudios realizados a recubrimientos comestibles con adicion de compuestos antimicrobianos.

Alimento Recubrimiento Aditivo Mlcroo.rga.nl.smo Referencias
por inhibir
Guayaba y Alginatodesodio  Bacterias Especies de (Diaz-Montes
mango acido-lacticas  Colletotrichum & Castro-
derivadas de la Muiioz, 2021)
fruta
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Carne de res Caseinato de sodio  Sorbitol y Listeria (Gialamas et
Lactobacillus ~ Monocytogenes  al., 2010)

Sakei
Pan de trigo  Alginato de sodio  Lactobacillus  Bacterias (Gregirchak et
acidophilus y aerobias al., 2020)
bulgaricus, mesofilas y
glicerol facultativas.
Queso Proteina whey Lactobacillus  Penicillium (Guimaraes et
buchneri nordicum al., 2020)
Yuca Mucilago de Lactobacillus  Bacterias (Rodrigues et
linaza, alginato y Casei aerobias en al., 2018)
fructooligosacarido general

Diaz-Montes & Castro-Mufioz, (2021) investigaron la capacidad de las bacterias 4cido-
lacticas derivadas de las frutas adicionadas a un recubrimiento comestible de alginato de
sodio, esto fue efectuado sobre guayaba y mango. Concluyeron que estos recubrimientos
enriquecidos con las bacterias acido-lacticas impactaron positivamente en algunos
parametros fisicoquimicos importantes en la postcosecha y en el aumento de la vida util de
las frutas. Durante el almacenamiento por 15 dias, la densidad de poblacion no se vio
afectada, se mantuvo en valores mayores 6 log UFC/mL.

Gialamas et al.,, (2010) demostraron que la adicion de Lactobacillus Sakei en un
recubrimiento comestible a base de caseinato de sodio, logrd inhibir el crecimiento de
Listeria Monocytogenes en carne de res fresca expuesta a diferentes temperaturas de
almacenamiento. La adicidn de sorbitol incremento6 la viabilidad de las células y la densidad
de poblacién se mantuvo en 10 UFC/cm? durante 30 dias, por lo cual, concluyeron que el
uso de este probiotico es efectivo en cuanto a el aumento de la vida util de alimentos como
la carne de res.

Otros investigadores como Gregirchak et al., (2020) analizaron el efecto de un recubrimiento
comestible de alginato de sodio con adicion de bacterias acido-lacticas para el control de
microorganismos en pan de trigo, estos consiguieron resultados positivos en cuanto al
aumento de la vida en almacén de este. El crecimiento de bacterias mesofilas y facultativas
se vio inhibido de manera representativa pues el crecimiento en el control fue exponencial.
También, la mezcla para el recubrimiento con mejores resultados de viabilidad mantuvo un
conteo de (5,7 = 0,5) x 107 unidades formadoras de colonia durante 86 horas.

Otro componente capaz de mantener la viabilidad de las bacterias acido-lacticas fue la
proteina whey, asi lo concluyé Guimaraes et al., (2020), quienes reportan que se mantuvo un
conteo de 10° UFC/ml durante 30 dias de almacenamiento a 25 °C. Asi mismo, que el queso
tratado se mantuvo protegido satisfactoriamente durante el mismo periodo de tiempo y que
en los analisis realizados no se encontr6 rastro de ocratoxina durante el intervalo de estudio.
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Con el objetivo principal de reducir los cambios fisicoquimicos durante el almacenamiento
de cubos de yuca, Rodrigues et al., (2018) desarrollaron un recubrimiento comestible que
logré prevenir incluso el pardeamiento del producto. Asimismo, evaluaron la viabilidad de
Lactobacillus casei, la cual no se vio comprometida al simular un ambiente gastrointestinal,
comprobando que las unidades formadoras de colonias se mantenian relativamente estables.
Esto permiti6é asegurar que una cantidad significativa de probiodticos alcanzara el tracto

gastrointestinal.

En cuanto a investigaciones relacionadas con la fresa, se encontraron los siguientes estudios

presentados en la Tabla 2.

Tabla 2. Estudios realizados sobre recubrimientos comestibles con adicion de compuestos microbianos utilizados en

fresa.
Recubrimiento  Aditivos Variables de Resultados Referencia
respuesta
Membrillo de Nanofibras  Aumento en la La mezcla de NC 1% (Shahbazi et
mucilago de celulosa vida util de las y EPE 0,5% obtuvo el al., 2021)
bacteriana fresas y mejor resultado en
(NO) (1- estabilidad de cuanto a la estabilidad
0,25%) y sus atributos de los  atributos
extracto de fisicos y fisicos, quimicos y la
Eryngium quimicos. mayor efectividad
planum como barrera para la
(EPE) (0,5- fruta.
0,25%)
Quitosano Extracto de Disminuir el Lograron alargar la (Pagliarulo
peonia crecimiento de vida Util de la fruta en et al., 2016)
(Paeonia hongos en la almacén hasta 16 dias,
Rockii) fruta reduciendo los dafios
por crecimiento de
hongos, perdidas de
peso, conservando
vitaminas y
antioxidantes sin
causar ningun efecto
adverso en el ambito
sensorial.
Quitosano con Nano Evaluar el La muestra expuesta (Robledo et
extracto de emulsion de crecimiento al recubrimiento tuvo al., 2018)
proteina de timol microbiano, menores ataques de
quinua calidad y hongos con respecto
propiedades al control, el aroma
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Variables de

Recubrimiento Aditivos Resultados Referencia
respuesta
sensoriales de la mejoro, no altero las
fruta expuesta a propiedades
un ambiente de fisicoquimicas de la
almacenamiento fruta y al final el
comercial recubrimiento
incremento la vida util
de la fresa en 4 dias.
Quitosano Acido Evaluar la La mezcla tuvo una (Khan et al.,
fumarico pérdida de peso, cantidad significativa 2019)
deterioro visual menor de conteo de
y analisis mohos y levaduras
microbioldgico  que la muestra control
y amplio su vida 1til
de 4 a 8 dias,
expuestas a 10 °C.
Goma a base de Extracto de Crecimiento Este  recubrimiento (Moradi et
semillas de equinacea microbiano, aumento al., 2019)
albahaca pérdida de peso, considerablemente la
degradacion de proteccion
acidos antimicrobiana e
ascorbico, incluso aumento la
fenoles y vida util de la fruta
antocianinas. hasta 20 dias.

Shahbazi et al., (2021), demostraron que el uso de recubrimientos de mucilago de okra-
mucilago de semilla de membrillo que contenian nanofibras de celulosa bacteriana y extracto
de Eryngium planum prolongaban la vida util de fresas almacenadas en condiciones de
refrigeracion. Los autores concluyeron que, tras 12 dias de almacenamiento, no solo se
mantuvieron las caracteristicas fisicoquimicas y sensoriales de la fruta estables, sino que
también se logro retardar el crecimiento de microorganismos causantes de deterioro como
los mohos y levaduras donde el grupo control registrdé una poblacion mayor a 6 log UFC/g
mientras la formulacion con mejores resultados presentd un conteo de 2,5 log UFC/g
transcurrido el tiempo del estudio.

Por otro lado, Pagliarulo et al., (2016), demostraron que un recubrimiento comestible
formulado con quitosano y enriquecido con extracto de peonia presento resultados altamente
prometedores para la conservacion de fresas. Donde se concluyd que las propiedades
fisicoquimicas se mantuvieron estables y el ataque fungico se pudo controlar en los frutos
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recubiertos. Las fresas tratadas redujeron significativamente el crecimiento de hongos y
lograron detener mas rapidamente la pérdida de peso en un 33%.

También, desarrollaron un recubrimiento con quitosano y un extracto de proteina de quinua
junto a una nano emulsion de timol para evaluar su efectividad para proteger a las fresas,
Robledo et al., (2018) encontraron que este recubrimiento tuvo muy buenos resultados, al
quinto dia de exposicion encontraron que el olor y sabor de la fresa fue afectado, pero al final
del analisis se encontrd que esto termind por mejorar ain mas. Igualmente se encontrd que
este tratamiento redujo considerablemente el crecimiento de mohos y levaduras.

Asi mismo, Khan et al., (2019) desarrollaron un recubrimiento comestible con adicion de
acido fumarico, logrando que el conteo de bacterias aerobias fuera mucho menor con valores
de 3,32 UFC/fruta contra 5,31 UFC/fruta de la muestra control. La pérdida de peso durante
el almacenamiento con el recubrimiento se redujo un 0,5% y el deterioro visual fue visto en
el dia 4 en la muestra control y en la muestra del recubrimiento en el dia 6, concluyendo con
un 28% mas de disminucion del ataque de infecciones.

Por otra parte, el uso de plantas medicinales también ha sido investigado. Moradi et al.,
(2019) investigaron la efectividad de un recubrimiento comestible a partir de goma a base de
semillas de albahaca con la adicion de extracto de equindcea, reportaron que el crecimiento
microbiano de mohos y levaduras se vio grandemente afectado pues disminuy6 su conteo en
un total de 2,12 log UFC/g después de 20 dias. La pérdida de peso se redujo en un 12% con
respecto a frutas sin recubrimiento, concluyendo asi que el uso de extractos de plantas
medicinales es efectivo para su uso en recubrimientos comestibles.

4 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La industria de la fresa es un sector agroalimentario que presenta grandes desafios en materia
de comercializacion ya que es una baya de facil descomposicion y dificil almacenamiento,
esto debido a su alto contenido de humedad, exocarpio blando y alta susceptibilidad al
deterioro por hongos (Weng et al., 2020). Las principales especies de moho responsables de
este deterioro son, en orden de importancia, Botrytis cinerea, que causa el moho gris,
Rhizopus stolonifer y Mucor spp., que causan la pudricién blanda, Colletotrichum spp.,
causante de la enfermedad de antracnosis y finalmente aquellos causantes de otras
podredumbres postcosecha de menor incidencia como Penicillium expansum, Aspergillus
spp., Alternaria spp. y Cladosporium spp (Feliziani & Romanazzi, 2016). La fresa muestra
una baja eficiencia de postcosecha y debe ser utilizada, consumida o procesada casi
inmediatamente haya sido recolectada (Camara de Comercio de Bogota, 2015). Después de
cierto periodo de almacenamiento, la fresa comienza a perder nutrientes y sabor debido a su
estructura vulnerable y su rapida tasa de respiracion durante el almacenamiento (Weng et al.,
2020). Posterior a la cosecha, las fresas se mantienen en una cadena de frio a temperaturas
normalmente de 0 °C a 4 °C lo que posibilita una vida util de 5 dias aproximadamente
(Massoud et al., 2023). Sin embargo, la refrigeracion no puede controlar el crecimiento de
mohos psicrétrofos como Botrytis cinerea y una disminucion mayor de las temperaturas
tampoco es lo ideal, ya que se pueden provocar dafios por frio como picaduras en la
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superficie, oscurecimiento, descomposicion, decoloracion, manchas himedas y pulpa de
textura harinosa (James & Zikankuba, 2017). El detrimento de la fresa produce disminucion
de la calidad, lo que reduce su comercializacion y en ultima instancia ocasiona el desperdicio
de la fruta y pérdidas econdmicas al productor.

En la actualidad, reducir el indice de pérdida y desperdicio de alimentos es un objetivo global.
Considerando que las frutas y hortalizas representan el sector con mayor incidencia en esta
problematica, en los ultimos afios se ha intensificado el interés y los esfuerzos para investigar
estrategias que permitan extender su ciclo de vida. Elultimo informe a nivel nacional senala
que en Colombia se producen 28,5 millones de toneladas de alimentos, de las cuales 9,76
millones se pierden o desperdician. Se destaca que uno de los sectores con mayores pérdidas
es el de frutas y hortalizas con una participacion del 34%. No obstante, si se segmenta el
desperdicio seglin los eslabones de la cadena de produccion, el 19,8 % de las pérdidas y
desperdicio de alimentos ocurren en la fase de poscosecha y almacenamiento (Departamento
Nacional de Planeacion, 2016).

Los métodos convencionales para la gestion de enfermedades posteriores a la cosecha en
fresas estan basados principalmente en la aplicacion de fungicidas sintéticos, algunos de
ellos; benzimidazoles, boscalid, fludioxinil y fenhexamid (Feliziani & Romanazzi, 2016). La
principal preocupacion frente a esta técnica es el desarrollo de resistencia por parte de los
hongos a los agentes fungicidas, que ha sido reportada por varios autores (Myresiotis et al.,
2007), (Shao et al., 2021), (Hao et al., 2019), ademdas de la constante preocupacion del
consumidor ante el riesgo potencial de contaminacion de los alimentos, lo cual puede generar
efectos adversos en organismos no objetivo, incluidos los seres humanos.

Mediante las dificultades ya mencionadas se sustenta la necesidad de indagar en la busqueda
de alternativas de conservacion seguras y sostenibles, es por ello que el presente trabajo de
investigacion aborda la elaboracion de un recubrimiento comestible a base de
exopolisacarido producidos por Weissella Confusa con adicion de bacterias acido-lacticas y
la posterior evaluacion sobre su capacidad para mantener la calidad durante el tiempo de
almacenamiento en fresas.

5 JUSTIFICACION

La fresa es una baya popularmente consumida a nivel mundial, caracteristica que se atribuye
a su amplia variedad de cualidades, no solo sensoriales sino también nutricionales (Moghadas
et al., 2024). Las fresas son una matriz donde conviven compuestos responsables de un
agradable sabor, aroma y aspecto apetitoso, ademas de nutrientes esenciales como vitaminas,
antocianinas, compuestos fenolicos y flavonoides que le otorgan propiedades antioxidantes,
antidiabéticas, antiobesidad, cardioprotectoras, anticancerigenas y neuroprotectoras (Jain et
al., 2025).

Es clara la importante participacion de la fresa dentro de los indices de consumo de frutas
frescas, situacion que se ve reflejada en las cifras de produccion mundial. Para el afio 2021,
con una tendencia creciente en los ultimos 10 afios, la produccion de fresa, en el mundo,
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ascendio a los 9 millones de toneladas, siendo Asia el mayor productor, seguido de la region
de las Américas, Europa, Africa y Oceania (FAOSTAT, 2024), como se muestra en el
siguiente esquema.

Oceania Africa
0.7 % \ / 6.9 %

Europa — '
19.2 %

Asia
49.4 %

Américas
23.8%

@ Afiica @ Americas Asia @) Europa @® Occania

Figura 1. FAOSTAT (2023). Proporcion de produccion de fresa por region. Recuperado de FAOSTAT.

Colombia es el tercer pais latinoamericano con mayor area sembrada en cultivos frutales,
entre los que se destacan el mango y la fresa (Ministerio de Agricultura, 2021). En el pais se
produce fresa todo el afio y para el 2022 se registro una produccion total superior a las 113000
toneladas (FAOSTAT, 2024), de alli la importancia econdmica de la misma a nivel nacional.

Actualmente la tendencia de consumo se dirige hacia los alimentos minimamente procesados,
frescos y seguros, cuyo proceso de transformacion impacte minimamente al medio ambiente.
Sin embargo, en lo que respecta a la fresa, responder a las demandas del consumidor resulta
altamente complejo debido a su marcada tendencia a descomponerse rapidamente y a la
necesidad de sustancias sintéticas para aumentar su tiempo de vida en almacenamiento, es
por esto que la industria de procesamiento de frutas en general migra hacia métodos de
conservacion eficientes, seguros y sostenibles entre los que se encuentran los RC. El uso de
RC es una alternativa llamativa a razéon de sus multiples de cualidades, tales como su
composicion, derivada de la mezcla de polimeros naturales como lipidos, polisacaridos y
proteinas, su bajo impacto al medio ambiente dadas sus propiedades biodegradables y que
pueden ingerirse con el alimento debido a su total ausencia de toxicidad (Vazquez-Briones
& Guerrero-Beltran, 2013) (Moghadas et al., 2024).

En la actualidad el desarrollo de soluciones formadoras para recubrimientos comestibles se
hace a partir de la mezcla de polimeros naturales tales como carbohidratos, proteinas y
lipidos, esto con el fin de obtener un producto que reuna las propiedades mecanicas y de
permeabilidad selectiva de cada compuesto (Momin et al., 2021). Para el caso de los
carbohidratos la gama de posibles compuestos usados abarca aquellos provenientes de
fuentes vegetales y animales como el quitosano, la pectina, el almidon (modificado) y el
alginato-carragenano, entre otros (Jiang et al., 2022). Los exopolisacaridos son una
alternativa emergente que viene a complementar el conjunto de opciones de polisacaridos
utilizables en recubrimientos comestibles, algunas de sus propiedades fueron expuestas por
Zikmanis et al, (2021), quienes destacan beneficios como la posibilidad de modificar
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genéticamente la sintesis de EPS microbiano con el objetivo de proporcionar productos
metabolicos con las propiedades y la funcionalidad deseadas, también, la facilidad de
produccion a nivel industrial, ya que el desarrollo de los microorganismos no estd
condicionado por factores climaticos, ni condiciones regionales, adicionalmente, la alta tasa
de crecimiento caracteristica de los microorganismos, y finalmente, la practicidad en la
recuperacion del producto final dado que los EPS son secretados al ambiente externo.

La adicion de células de bacterias vivas a los RC, es una técnica realizada para otorgar
funcionalidad a estos en términos de la actividad inhibitoria de patogenos, debido a la
capacidad que tiene algunos organismos bacterianos para controlar microorganismos dafiinos
y agentes de descomposicion. Convirtiéndose en una alternativa al uso de fungicidas
sintéticos, de caracter ecolodgico, que garantiza el aumento de la vida util, la mejora de la
calidad y la disminucion de la tasa de pérdida de frutas y hortalizas (Rasouli et al., 2021) (De
Simone et al., 2024).

6 OBJETIVOS
General

Evaluar el efecto de un recubrimiento comestible con actividad antifingica compuesto de
exopolisacarido obtenido a partir de Weissella confusa, con inclusion de bacterias acido-
lacticas en las propiedades fisicoquimicas de fresas (Fragaria x ananassa).

Especificos

e Comparar las bacterias acido-lacticas que presenten mayor potencial inhibitorio
contra hongos fitopatdgenos causantes del deterioro en la postcosecha de fresas.

e Realizar la formulacion del recubrimiento comestible compuesto de exopolisacarido
obtenido de Weissella confusa con la adicion de bacterias acido-lacticas.

e Optimizar la formulacion del recubrimiento y evaluar sus propiedades fisicoquimicas
en las fresas.

7 HIPOTESIS

7.1 Hipdtesis alterna

Los recubrimientos comestibles elaborados con exopolisacaridos producidos por Weissella
Confusa y con adicion de bacterias acido-lacticas ejercen un efecto de barrera que protege a
la fresa (Fragaria x ananassa) contra ataques de origen fingico y mantienen las propiedades
fisicoquimicas y microbiologicas de la baya durante el almacenamiento.

7.2 Hipdtesis nula

Los recubrimientos comestibles elaborados con exopolisacaridos producidos por Weissella
Confusa y con adicion de bacterias acido-lacticas no ejercen un efecto de barrera que protege
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a la fresa (Fragaria x ananassa) contra ataques de origen fungico y mantienen las
propiedades fisicoquimicas y microbioldgicas de la baya en la postcosecha.

8 METODOLOGIA

8.1 Ubicacion

Los ensayos experimentales fueron realizados en el laboratorio de microbiologia y
biotecnologia aplicada (MIBIA) de la facultad de ciencias naturales y exactas de la Sede Cali,
y en los laboratorios de analisis de alimentos de la escuela de ingenieria de alimentos de la
Sede Tulua.

8.2 Seleccion y evaluacion antifingica de bacterias acido-lacticas (BAL)

8.2.1 Obtencion de cepas patégenas

8.2.1.1 Origen de la fruta

Las fresas usadas para el aislamiento de hongos patdgenos fueron proveidas por un cultivo
ubicado en Barragéan, centro poblado del municipio de Tulua Valle del Cauca Colombia.
Fueron cosechadas en madurez comercial y trasladadas al laboratorio en embalaje de carton
con separacion por unidad de fruta para salvaguardar la integridad fisica de cada fresa.

8.2.1.2 Aislamiento e identificacion de hongos

Las cepas fungicas Aspergillus niger, Botrytis cinerea 'y Rhizopus stolonifer fueron aisladas
y purificadas a partir de frutos de fresa (Fragaria x ananassa) en estado de descomposicion,
que presentaban sintomas caracteristicos asociados a la patogenicidad de cada uno de estos
hongos.

8.2.1.2.1 Almacenamiento en camara himeda

Para inducir el desarrollo de las estructuras fungicas, se utilizaron fresas recién cosechadas,
las cuales fueron almacenadas en condiciones controladas mediante la técnica de camara
himeda (Agrios, 2002). Esta consistid en la colocacion de los frutos dentro de recipientes
plasticos perforados que permitieran el intercambio gaseoso, acompafiados de un trozo de
algodon humedecido (French & Hebert, 1982), con el fin de mantener una atmosfera con alta
humedad relativa que favoreciera el crecimiento micelial y la esporulacién (Santamaria &
Diez, 2005).

8.2.1.2.2 Siembra directa

Las areas del fruto que presentaban micelio o tejido visiblemente afectado por infecciones
fingicas fueron seleccionadas asépticamente utilizando un asa estéril y transferidas
directamente a cajas Petri que contenian medio Agar Papa Dextrosa (PDA) (preparado segiin
las indicaciones del fabricante) suplementado con 3% de salvado de trigo. Las placas fueron
incubadas a 25°C durante 7 dias para favorecer el crecimiento de los hongos. Este

24



procedimiento se realizd con base en la metodologia descrita por Hu et al. (2011), con algunas
modificaciones adaptadas a las condiciones del presente estudio.

8.2.1.2.3 Purificacion

Se realizaron resiembras de cada colonia desarrollada con caracteristicas macroscopicas
diferentes, para ello se realizaron cortes de micelio del borde de la colonia en crecimiento
con la ayuda de un asa estéril, la porcidon de hongo con agar retirado fue dispuesto sobre otra
caja Petri con Agar Papa dextrosa (PDA) solidificado enriquecido con 3% de salvado de
trigo, hasta obtener cepas puras (incubacion 25 °C durante 5 a 7 dias) (Hu et al., 2011).

8.2.1.2.4 Caracterizacion e identificacion preliminar

La caracterizacion se realizé con base a las particularidades del micelio, color de la colonia,
forma de los conidioforos, hifas y conidios. Para observar la estructura en el microscopio se
siguid la metodologia descrita por Plascencia et al. (2012) con algunas adaptaciones; se
tomaron muestras en varias zonas de la caja Petri con cinta adhesiva previamente esterilizada
y se dispuso sobre un portaobjeto que contenia azul de lactofenol esparcido. Finalmente se
observo en el microscopio en los objetivos 4x, 10x, 20x y 100x. La identificacion preliminar
se realizd, segun las especificaciones dadas por Larone (2002), Barnett and Hunter (1998) y
literatura cientifica publicada anteriormente.

8.2.1.3 Suspension de esporas

Una porcion del micelio previamente purificado de cada cepa fungica fue transferida a tubos
inclinados que contenian medio PDA suplementado con 3% de salvado de trigo, y
posteriormente incubada a 25 °C durante 7 dias. Finalizado este periodo, se prepararon
diluciones seriadas en agua peptonada al 0,3%, hasta obtener una suspensién con una
concentracién final de 1 x 10° esporas/mL ajustada mediante cAmara de Neubauer.

8.2.2 Cepas de bacterias antagonicas

Cinco cepas de bacterias acido-lacticas, previamente aisladas y conservadas por
criopreservacion por el Grupo de Investigacion en Microbiologia y Biotecnologia Aplicada
(MIBIA) de la Universidad del Valle (Cali, Colombia), fueron reactivadas en caldo Man,
Rogosa and Sharpe (MRS), preparado conforme a las especificaciones del fabricante (de Man
et al., 1960).

De forma resumida, se inoculd 1 mL de criopreservado en 9 mL de caldo MRS y se incub6
a 35 °C durante 24 h. La pureza de los cultivos se verific6 mediante tincion de Gram.
Posteriormente, se realizaron resiembras en cajas Petri con medio MRS (con adicion de azul
de anilina al 1% en proporcion de 100 pL por caja) solido a una concentracion de 10®
UFC/mL, para su posterior utilizacion en las pruebas experimentales (Giraud et al., 1993),
(Ramirez, 2005).
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Tabla 3. Cepas de bacterias dcido-lacticas evaluadas.

Cepas Fuente

Lactiplantibacillus plantarum A6 Almidon agrio de yuca ?

Pediococcus acidilactici Intestino de camaron ®

Lactococcus lactis subsp. cremoris ~ ATCC 19257
Lactococcus lactis subsp. lactis ATCC 19257

Weissella confusa Aislado de jugo de cafia °

4dentificado por Centro Pluridisciplinar de Pesquisas Quimicas, Bioldgicas e Agricolas
(CPQBA), Universidad Estatal de Campinas, Brasil

®Coleccién de cepas del laboratorio MIBIA, Universidad del Valle, Colombia

8.2.3 [Evaluacion in vitro de la actividad antifiingica de las bacterias lacticas

Todas las cepas bacterianas fueron analizadas para evaluar su accion antifingica. Se
desarroll6 el método reportado por Balouiri et al., (2016) y Parveen et al., (2014) con algunas
modificaciones para los antagonismos con los hongos Rhizopus stolonifer y Aspergillus
niger. Se inocularon 100 pL de la suspension obtenida en el apartado 8.2.1.3 en agar PDA y
se sobrepuso en el centro de la caja un disco de 8§ mm de didmetro de agar MRS con la
bacteria (numeral 8.2.2); cada prueba fue realizada por triplicado. Las cajas fueron incubadas
por 2, 3y 7 dias a 30 °C, después de este tiempo, la formacioén de zonas claras alrededor del
disco de agar con bacteria fueron medidas en milimetros de didmetro. La actividad
antifingica fue evaluada entre bacterias comparando el tamafio de su didmetro de inhibicion.

Para la evaluacion antifungica in vitro de las cepas bacterianas contra Botrytis cinerea, se
us6 la metodologia reportada por Chen et al. (2020) con algunas modificaciones. Se dispuso
una alicuota de 1 mL de caldo MRS fermentado a una concentracion de 108 UFC/mL de cada
cepa bacteriana en una caja Petri de 9 cm de didmetro. Las cajas Petri de control se prepararon
con 1 mL de MRS estéril. Y luego se vertieron 18 mL de PDA estéril fundido a 45 °C.
Después de la solidificacion del agar, un tapon de agar de 8 mm del micelio de crecimiento
activo de Botrytis cinerea se coloco centralmente en la placa de agar de prueba. El didmetro
de la colonia se midié después de la incubacion a 25 °C los dias 1, 3 y 7. Todos los
tratamientos se replicaron dos veces.

Como prueba complementaria al ensayo in vitro, se realizé la identificacion de la produccion
de biosurfactantes por parte de las cepas bacterianas evaluadas, con el fin de reforzar y
sustentar los resultados obtenidos en la actividad antifingica observada. Esta prueba permitio
explorar un posible mecanismo de accion implicado en la inhibicion del crecimiento fiingico.

8.2.3.1 Identificacion de la produccion de biosurfactantes de las cepas bacterianas

La identificacion de produccién de biosurfactantes por parte de las bacterias lacticas fue
realizada mediante la técnica de dispersion en aceite. Las cinco cepas de bacterias fueron
cultivadas en caldo MRS e incubadas a 35 °C por 24 h. Para separar el sobrenadante, se
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centrifugaron cada una de las cepas a 3000 rpm por 5 min. Estas pruebas estan basadas en la
metodologia descrita por (Shi & Sun, 2017) y Lara-Severino et al., (2017), con algunas
modificaciones como se describe a continuacion.

8.2.3.1.1 Prueba de dispersion de aceite

El método se desarroll6 adicionando 30 mL de una dilucion de agua destilada con azul de
lactofenol al 1% en una caja petri, posteriormente se agregaron 50 pL. de aceite vegetal en el
centro; para seguidamente disponer dentro de la gota de aceite 10 uL del sobrenadante del
cultivo bacteriano, lo que produjo la formacién de una zona clara alrededor de la gota de
aceite. El cambio de la tension superficial producido por el biosurfactante permitira un
desplazamiento del aceite, seglin el procedimiento realizado por Lara-Severino et al., (2017),
estudio en el cual el diametro de la zona clara fue medido y se relacion6 dicha medida con la
capacidad de la bacteria para producir biosurfactantes. Para el presente estudio se calcul6 el
area de la zona clara por triplicado.

8.2.4 Ensayo in vivo de actividad antifungica de bacterias seleccionadas

El presente ensayo se llevo a cabo siguiendo la metodologia descrita por Fernandez Catalan
(2016) y Shi y Sun (2017), con algunas modificaciones. Se seleccionaron frutos de fresa
sanos, libres de dafios visibles, sin signos de infeccion por mohos y con aparente uniformidad
en tamafio y grado de madurez. Posteriormente, los frutos fueron desinfectados mediante
inmersiones sucesivas en hipoclorito de sodio al 2% (v/v) durante 2 minutos y en etanol al
70% (v/v) durante 30 segundos, seguidas de tres enjuagues con agua estéril y secado a
temperatura ambiente.

Se realizo una herida en la zona ecuatorial del fruto (2mm de ancho por 3 mm de
profundidad) utilizando un asa estéril. En dicha herida se inocularon 40 pL. de una suspension
bacteriana ajustada a una concentracion de 1 x 108 UFC/mL establecida mediante escala de
McFarland y comprobada por dilucion seriada y conteo en placa. Los frutos inoculados se
dejaron secar durante 2 horas en una cabina de flujo laminar. Posteriormente, se aplicaron
15 uL de una suspension fungica, ajustada a 1 x 10° esporas/mL mediante cdmara de
Neubauer, correspondiente a la cepa fungica en evaluacion.

Las fresas tratadas fueron incubadas durante 7 dias a 30 °C y 75% de humedad relativa en
una camara ambiental. Se evalud la actividad antifingica de las cepas bacterianas que
previamente mostraron mayor efecto antimicotico in vitro. El porcentaje de area infectada se
determino utilizando el software ImagelJ, aplicando la siguiente formula:

N° pixeles area infectada

x100 Ec. 1

% Area infe ctada =
% N° pixeles area total

8.2.5 Determinacion de acidos organicos

El analisis de acidos organicos se realizd con el objetivo de explorar uno de los posibles
mecanismos involucrados en la actividad antifiungica observada en las cepas de bacterias
acido-lacticas con mayor efecto antagonista, tanto in vitro como in vivo.
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Se cuantifico la produccion de acidos organicos (lactico, acético, tartarico y malonico) a la
cepa seleccionada y Weissella confusa. Las cepas fueron inoculadas en tubos con 9 mL de
caldo MRS e incubadas a 24 h a 37 °C, posteriormente se removieron las células por
centrifugacion (3000 rpm, 5 min), y el sobrenadante libre de células (CFS) fue filtrado usando
una membrana de 0,45 pum. Los acidos organicos presentes en el CFS se analizaron por
cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) inyectando 50 pLL de muestra en un equipo
Agilent 1100 con detector UV/VIS bajo las siguientes condiciones: fase movil solucion 0,1%
de H3POg4; velocidad de flujo 0,7 mL/min; y una columna Supelco Gel ™,

8.2.6 Antagonismo entre las BAL

Con el fin de evaluar un posible efecto de inhibicién conjunta entre las BAL con mayor
actividad antifungica, se determind la inhibicion entre las dos cepas con mejores resultados
en los antagonismos in vitro, por medio del método de difusion en agar. Ambas cepas fueron
sembradas e incubadas en agar MRS por 48 h y en medio liquido Azlicar — Leche de soya —
Suero de leche (ALS) por 24 h. Se diluyo6 cada cepa del medio liquido en agua peptonada
hasta una dilucién de 10 y se sembraron 100 uL en la caja de agar MRS por medio de perlas
estériles, en paralelo, se cortaron discos de agar (8 mm de didmetro) de la cepa opuesta y se
superpuso sobre el medio, se midio la inhibicion entre cepas por la aparicion de zonas claras
alrededor del disco después de 24 h.

8.3 Formulacion del recubrimiento comestible

8.3.1 Formulacion de referencia

Para la preparacion del RC se utilizé una mezcla de hidrocoloides, siendo el exopolisacérido
el componente principal. El glicerol se adicion6 como agente plastificante, como gelificante
y estabilizador se us6 alginato de sodio; también se adicion6 Tween 80 como agente
emulsificante y 4cido oleico como tensoactivo, para mejorar la adherencia a la superficie de
la fruta. La mayor proporcion de la mezcla fue agua y dicho porcentaje se mantuvo constante.
Las cepas seleccionadas adicionadas al recubrimiento fueron obtenidas segin el numeral
8.4.2.

Esta matriz, sus proporciones y limites en términos de cantidad de EPS, alginato de sodio y
glicerol, fueron determinados en ensayos preliminares llevados a cabo por el grupo de
investigacion MIBIA y evaluados para su uso en fresa mediante revision bibliografica.

A continuacion, en la Tabla 4 se relacionan los compuestos y sus proporciones.

Tabla 4. Compuestos y proporciones de referencia para la produccion del recubrimiento.

Cantidad en

Componente .
porcentaje
Agua 94,5
EPS 3*
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Cantidad en
Componente

porcentaje
| Alginato de sodio | |
Glicerol
Acido oleico 1
Suspeqsién 1
bacteriana
Tween 80 0,5

*EPS, alginato de sodio y glicerol sumados, no deben representar mas del 3% del total de la
formulacion.

8.3.2 Diseiio de mezclas y evaluacion de los componentes

Con el fin de obtener la mejor formulacion en la mezcla de tres componentes (Alginato,
Glicerol y EPS), se realiz6 un disefio de mezclas de vértices extremos de grado uno, con
puntos axiales y tres repeticiones en el punto central; los limites para cada compuesto se
determinaron mediante ensayos preliminares evaluando la pérdida de peso, y la viabilidad de
las BAL dentro del recubrimiento, como se menciona anteriormente.

8.3.2.1 Pruebas de seleccion de la formulacion adecuada

Basados en el método de elaboracion (Numeral 8.4.3) y las formulaciones arrojadas en el
disefio (Numeral 8.3.2), se realizaron pruebas fisicoquimicas sobre las fresas recubiertas con
el fin de evaluar el efecto de cada mezcla sobre el alimento. Para cada uno de los
recubrimientos se realizaron tres réplicas y los datos de cada prueba se recopilaran al séptimo
dia luego de conservarse a 30 °C y una humedad relativa de 75 %.

8.3.2.1.1 Pérdida de peso

La pérdida de peso se determin6 como la disminucion porcentual de la masa con respecto al
valor inicial de cada muestra; se utilizo una balanza analitica BAS 31 Plus BOECO Germany
con una precision de £ 5 mg. La pérdida de peso (%) para las diferentes fresas se calculo
seguin la Ecuacion 2.

Pérdida de peso (%) = % * 100 Ec. 2

Donde:
w; (g): peso de la fresa antes del almacenamiento.
wr (g): peso de la fresa después del almacenamiento.

8.3.2.1.2 Firmeza

La firmeza de las fresas fue determinada usando un texturometro TX-700 (Lhamy Rheology,
Francia). Se usé una celda de 50 N y la maxima fuerza necesaria para penetrar el fruto fue
determinada usando un émbolo metélico sin punta de 3 mm de didmetro y configurando una
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distancia de penetracion de 6 mm, una fuerza de penetracion de 4 N y una velocidad de 1
mm/s. La firmeza fue reportada como el pico méximo de fuerza expresado en Newton (N),
realizando tres repeticiones por tratamiento.

8.3.2.1.3 Acidez titulable (AT) y pH

Las muestras de fresa fueron maceradas con una licuadora de inmersion marca Imusa durante
2 minutos, para posteriormente recolectar el jugo para las mediciones. La acidez titulable del
jugo fue medida de acuerdo con la Norma Técnica Colombiana 440 de 2015 (ICONTEC,
2022), por titulacion con NaOH 0,1 N con fenolftaleina como indicador; los resultados fueron
expresados como g de acido citrico por 100 g de muestra. El pH fue medido de acuerdo con
la Norma Técnica Colombiana 440 de 2015 (ICONTEC, 2022), usando un pH metro Hi 208
Hanna (Hanna Instruments S.A.S.), para ambas pruebas se realizaron tres repeticiones por
tratamiento.

8.3.2.1.4 Color

El color de la piel del fruto fue medido con un colorimetro NH310 3nh. El colorimetro fue
calibrado usando el estandar blanco. Cada medida fue tomada en dos locaciones en ecuador
del fruto de cada fresa; las coordenadas dentro del espacio CIELab: L*, a*, y b* fueron
registradas, y el efecto de los tratamientos en el color se determind por los valores de angulo
de tono arctan(b*/a*) y la diferencia cromatica (AE), que se calcul6 mediante la Ecuacioén 5.

AE = \/(AL)? + (Aa)? + (Ab)? Ec. 3

Donde;
AL*: Diferencia entre la luminosidad inicial y final
Aa*: Diferencia entre la coordenada rojo-verde inicial y final

Ab*: Diferencia entre la coordenada amarillo-azul inicial y final

8.3.3 Optimizacion

La optimizacion de la formulacion se llevd a cabo posteriormente al analisis del disefio de
mezclas, con el objetivo de estimar las proporciones dptimas de los componentes de la mezcla
que permitieran maximizar las respuestas deseadas y minimizar las no deseadas. Para este
proposito, se utilizd el software Minitab 19 Statistical Software, mediante el cual se
procesaron los datos experimentales obtenidos en el disefio. Solo se incluyeron en el modelo
de optimizacion aquellas variables de respuesta que presentaron diferencias significativas
con un nivel de significancia de p < 0,05, de acuerdo con el anélisis de varianza (ANOVA).
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8.4 Preparacion y aplicacion de la solucion formadora de recubrimiento

8.4.1 Produccion de exopolisacarido (EPS) de Weissella confusa

La produccion de exopolisacaridos (EPS) se llevo a cabo en medio ALS (compuesto por
azucar, leche de soya y suero de leche), siguiendo la metodologia descrita por Gonzales
(2017). Cepas viables y puras de Weissella confusa fueron inoculadas en medio liquido ALS
e incubadas durante 24 h a 37 °C. Posteriormente, el cultivo fermentado fue transferido a
medio sélido ALSG (ALS suplementado con gelatina) e incubado durante 36 h a temperatura
ambiente. Finalizado este periodo, se procedid con la recoleccion del EPS, el cual fue secado
por conveccion natural a 40 °C durante 12 h. El material seco fue sometido a un proceso de
reduccion de tamafio en un molino analitico y posteriormente tamizado utilizando el tamiz
nimero 100 (segun la norma ASTM E11), con el fin de obtener un tamafio de particula
<150 um. EI EPS en polvo se almacen6 bajo condiciones controladas (25 °C, 75% de
humedad relativa) hasta su utilizacidon en los ensayos correspondientes.

8.4.2 Obtencion de suspension bacteriana de la cepa seleccionada

Las cepas seleccionadas, elegidas por su poder antifungico, se inocularon en tubos de 9 mL
de medio liquido MRS por 24 h, tiempo de su maxima produccion de biomasa segiin
Floréncio et al., (2000). Los tubos se centrifugaron a 3000 rpm por 5 minutos.
Posteriormente, el sobrenadante se descartd y el sedimento fue diluido en agua estéril para
obtener una suspension de 1 x 103 UFC/ml estandarizada mediante escala de McFarland.

8.4.3 Susceptibilidad de Lactiplantibacillus plantarum A6 contra el EPS de Weissella
confusa

Con el fin de determinar un efecto antagénico del EPS producido por la cepa Weissella
confusa contra la cepa Lactiplantibacillus plantarum A6, se realizd la prueba de inhibicion
por medio del método de difusion del disco, mediante el cual se ajustd la metodologia del
apartado 8.2.6, sobreponiendo discos de papel filtro impregnados con una solucion de
exopolisacarido en agua estéril (10 % w/v), determinando la aparicion de zonas claras de
inhibicién después de 24 h en medio solido MRS.

8.4.4 Proceso de obtencion del recubrimiento

Los componentes y utensilios utilizados fueron esterilizados en autoclave por 15 minutos a
121 °C, a excepcion de aquellos que no resistian dichas condiciones, los cuales fueron
sometidos a luz ultravioleta (UV) por 1 hora. La preparacion de la solucion se realizd a
temperatura ambiente dentro de una cabina de flujo laminar con el fin de evitar posibles
agentes de contaminacion.

Los pasos para el desarrollo de la solucién formadora del recubrimiento se detallan a
continuacion.

I.  Se prepar6 una mezcla de EPS, alginato, glicerol y agua (66 % del total), agitdndola
a 3500 rpm por 4 minutos con un mixer MIX IMUSA 300 W.
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II.  El producto obtenido en el paso anterior se mezcld por 2 minutos con Tween 80 y
acido oleico, adicionando el agua restante y dejando reposar durante 20 minutos hasta
tener la temperatura adecuada para la posterior adicion de la bacteria.

III.  Se adiciono la suspension bacteriana de la cepa seleccionada.

IV.  Una vez adicionada la bacteria, se realiz6 una agitacion final durante 2 minutos con
el fin de darle homogeneidad a la solucion y distribuir las bacterias por la matriz. Las
mezclas fueron selladas y almacenadas durante 24 horas a 4 °C antes de su uso.

8.4.5 Acondicionamiento de la fruta y aplicacion del recubrimiento

Se emplearon fresas sanas, libres de dafios, sin infecciéon por mohos y en uniformidad
aparente de tamano y grado de madurez; estas fueron desinfectadas con una solucion de
hipoclorito de sodio al 2% (v/v) durante 2 min, enjuagadas con agua y secadas a temperatura
ambiente. El estado de maduracion se selecciond teniendo en cuenta un grado de madurez 5-
6 segln lo reportado en la Norma Técnica Colombiana NTC 4103 de 1997.Finalizado el
proceso de adecuacion se procedio a recubrir las fresas. Cada muestra se sumergira por 10
segundos en la solucion formadora y se dejo secar a temperatura ambiente en cabina de flujo
laminar durante 1 h.

8.5 Pruebas complementarias para validar las caracteristicas inhibitorias del
recubrimiento

8.5.1 Viabilidad de Lactiplantibacillus plantarum A6 en el recubrimiento

La solucion formadora de recubrimiento se guardo en viales estériles y se almaceno a 35 °C
durante 28 dias. La viabilidad se midio realizando diluciones en agua peptonada y sembrando
las diluciones en agar MRS por el método de conteo en placa. La prueba se realizd por
triplicado cada 7 dias y se cuantific6 como unidades formadoras de colonia por mL de
solucion (UFC/mL).

8.5.2 Evaluacion in vivo del recubrimiento contra la infeccion por hongos

Para evaluar la actividad antifiingica del recubrimiento comestible con la inclusion de las
bacterias lacticas, se realizo una prueba reto mediante la infeccion de fresas sanas, evaluando
el efecto antagdnico contra los fitopatogenos aislados Aspergillus niger, Botrytis cinerea. y
Rhizopus stolonifer, siguiendo la metodologia propuesta por Barreto et al. (2016) con algunas
modificaciones. Los hongos fueron sembrados en tubos inclinados con agar PDA durante 5
dias y sus esporas recolectadas en una solucidon ajustada en cdmara de Neubauer a una
concentracion de 1 x 10° esporas/mL. Las fresas fueron desinfectadas con hipoclorito de
sodio al 2% (v/v) y secadas a temperatura ambiente; después de secas, se infectaron mediante
inmersion en las soluciones de esporas de los hongos, se dejaron secar durante 1 h y fueron
recubiertas mediante la metodologia descrita en el apartado 8.4.4. Como control se usaron
fresas infectadas sin recubrir. Las fresas infectadas se almacenaron a 25 °C por 7 dias. Pasado
el tiempo de incubacion, se realizé el recuento en placa en agar PDA de las fresas infectadas,
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y los resultados se expresaron como unidades formadoras de colonia por mL de solucion
(UFC/mL). Se usaron cinco réplicas por tratamiento y el recuento se realiz6 por triplicado.

8.6 Analisis estadistico

Los datos se reportaron como la media + desviacion estandar. Las diferencias significativas
entre los valores de las medias fueron determinadas mediante la prueba de Tukey (p<0,05),
realizando un analisis de varianza de una sola via (ANOVA). Los andlisis estadisticos se
ejecutaron usando el programa Minitab 2018®.

9 RESULTADOS Y DISCUSION

9.1 Seleccion y evaluacion antifingica de bacterias acido-lacticas (BAL)

9.1.1 Aislamiento y caracterizacion de hongos fitopatogenos

La caracterizacion de estos hongos fitopatogenos se guia por los diagramas elaborados por
Barnett & Hunter, (1998), los cuales permitieron tener una idea de como deberia lucir cada
hongo microscopicamente. Para la forma macroscopica, se basaron en los resultados
obtenidos por Feliziani & Romanazzi, (2016) en su estudio sobre el manejo de enfermedades
en fresas. Se encontraron tres hongos diferentes que son principalmente responsables del
deterioro de las fresas: Botrytis cinerea, Aspergillus niger y Rhizopus stolonifer (Tournas &
Katsoudas, 2005), los cuales fueron identificados seglin la forma de sus hifas, conidiéforos,
esporangios, etc. La Figura 2 muestra los resultados microscopicos y macroscopicos de
Botrytis cinerea, Aspergillus niger'y Rhizopus stolonifer, respectivamente. Estos hongos han
sido seleccionados porque son los mas reconocidos por infectar fresas en la etapa de
poscosecha (Feliziani & Romanazzi, 2016).

b)
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Figura 2. Imdgenes macroscopicas y microscopicas de (a) B. cinerea, (b) R. stolonifer y (c) A. niger.

Las caracteristicas que permitieron identificar la presencia de B. cinerea a nivel
macroscopico fueron colonias lanosas, inicialmente blancas, con transiciébn a gris y
finalmente a marrén, con un volumen prominente en la fase inicial de crecimiento, que
disminuye con el paso del tiempo. A nivel microscopico, inicialmente se observan hifas
septadas y hialinas, posteriormente se observan conidiéforos septados, ramificados en la
parte superior, con una apariencia similar a un pequefio arbusto, caracteristica de este género.
Finalmente, se identificaron conidios de forma redonda a ovalada y con apariencia globosa.
Estos resultados coinciden con los reportados por Song et al., (2017), los cuales mostraron
una formacion macroscopica y microscopica similar a la obtenida en las pruebas.

Respecto al hongo Aspergillus niger se confirmdé a nivel macroscoOpico mediante la
identificacion de algunas caracteristicas, como las colonias inicialmente verdes, con una
textura pastosa, que rapidamente se vuelven negras con un borde amarillo verdoso. A nivel
microscopico, inicialmente se observan hifas hialinas, la parte superior de los conidi6foros
(Ilamada cabeza) es radial y consta de una vesicula globosa central cubierta por métulas que
soportan las fidlides (especies biseriadas), y estas a su vez soportan los conidios (pequenas
estructuras globosas). La base del conidiéforo es lisa y hialina, también se observé una
abundante esporulacion, la espora es visible a simple vista y, con un movimiento repentino,
estas se desplazan facilmente, lo que puede hacer que las fresas se infecten de manera mas
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rapida y extensa. Las caracteristicas observadas coinciden con los estudios reportados por
Nadumane et al., (2016), Romsdahl et al., (2018) y Razavizadeh et al., (2024), quienes
publicaron resultados sobre Aspergillus niger que permitieron comparar las cepas obtenidas
y corroborar su naturaleza.

Finalmente, Rhizopus stolonifer es un hongo fitopatdogeno que causa la pudricion blanda en
frutas y verduras, exacerbando las lesiones preexistentes y generando pérdidas econdmicas
significativas en la produccion agricola (Khadiri et al., 2024). Las caracteristicas que
ayudaron a identificar la presencia de Rhizopus stolonifer fueron inicialmente colonias
blancas con una textura similar al algodon de azlcar, que con el tiempo muestran puntos
oscuros hasta que el micelio se vuelve marron. La estructura muestra un crecimiento rapido
y en tres dias ocupa completamente la superficie del agar. A nivel microscopico, se pueden
observar esporangidforos, rizoidetes, esporangios y esporas de esporangio; los
esporangioforos son lisos, largos, no ramificados y de color hialino a marrén, los esporangios
se encuentran en la parte superior del esporangioforo, son redondos y en algunos casos con
una base aplanada, las esporas de esporangio son de forma redonda a ovalada y de color
hialino a marrén. Estas descripciones coinciden con las reportadas por Bautista-Bafos et al.,
(2014), Li et al., (2021) y Liu et al., (2024), quienes describieron que es un hongo que crece
rapida y abundantemente, tiene hifas blancas, ramificadas y no septadas, esporangio esférico,
inicialmente blanco y luego negro, las esporas del esporangio son de color marrén claro a
oscuro, con paredes lisas y simples, sin septo.

9.1.2 Seleccion de BAL con actividad antifungica

En los tltimos afios, varios estudios han analizado la accion antagonista de distintas cepas
bacterianas contra los hongos fitopatdogenos que afectan a las frutas en la postcosecha, lo que
ha permitido considerar su utilizaciéon como una opcion para el control de enfermedades
fingicas sin recurrir a métodos quimicos (Ma et al., 2019). Numerosas investigaciones han
sefialado que entre los microorganismos antagonistas se encuentran las BAL, las cuales
bloquean el crecimiento de los microorganismos de descomposicion a través de diversos
mecanismos (Siedler et al., 2019). Todas las cinco cepas de bacterias evaluadas fueron
purificadas y caracterizadas previamente en el grupo de investigacion de microbiologia y
biotecnologia aplicada (MIBIA) en un trabajo previamente realizado por Alvarez &
Manjarres, (2020) (Figura 3).
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L. Plantarum L. Cremoris W.Confusa L. Lactis Pediococcus

3

Figura 3. Caracteristicas coloniales y microscopicas por tincion de gram de las bacterias acido-lacticas evaluadas en
este estudio.

9.1.2.1 Evaluacién antifungica in vitro de BAL contra hongos fitopatogenos

La actividad antifungica registrada por las cinco cepas utilizadas demuestra el potencial
inhibitorio de L. plantarum A6 contra los tres hongos fitopatégenos evaluados. De las cinco
cepas utilizadas, tres mostraron actividad antifingica contra Botrytis cinerea; sin embargo,
solo L. plantarum A6 mostrd una fuerte capacidad inhibitoria al presentar los mayores
procesos de inhibiciéon en la prueba in vitro. Ademas, L. plantarum A6 presentd una
diferencia estadisticamente significativa en los halos de inhibicion contra los tres hongos y
respecto a las demas BAL. En general, el rango de halos de inhibicion varié entre 0 y 50,03
mm (Tabla 5).

Tabla 5. Inhibicion del micelio (areas claras) por la actividad antifiingica de las bacterias acido-lacticas contra Botrytis
cinerea, Aspergillus niger y Rhizopus stolonifer.

Crecimiento e,
Cepa bacteriana micelial (mm) Halo de inhibici6n (mm)
Botrytis cinerea Rhizopus stolonifer Aspergillus niger

Control 81,62 0,19 0,00 + 0,00° 0,00 + 0,00°
Lactiplantibacillus plantarum A6 20,59 + 3,664 22,90+ 1,202 50,03 +£ 0,452
Lactococcus lactic subp. Lactis 50,16 + 9,46° 0,00 + 0,00° 0,00 + 0,00°
Pediococcus acidilactici 61,6 £ 0,24° 0,00 + 0,00° 0,00 + 0,00°
Lactococcus lactis subsp. 4632 £433% 0,00 0,00 0,00 + 0,00°
Cremoris

Weissella confusa 29,8 +2,12¢ 0,00 + 0,00° 0,00 + 0,00°

Diferentes letras mintsculas en la misma columna indican una diferencia estadisticamente
significativa segun la prueba de Tukey (P < 0,05). DE= desviacion estandar. Los datos en la
tabla se expresan como la media = DE.

La actividad antifungica demostrada por las bacterias acido-lacticas, especialmente por las
cepas W. confusa 'y L. plantarum A6, resulta de la interaccion de diversos factores, como las
condiciones de crecimiento, el tipo de hongo a inhibir, la matriz alimentaria en la que crecen,
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la temperatura y el pH, entre otros. Este efecto inhibitorio puede deberse a la produccion de
un solo compuesto, varios compuestos o la sinergia entre diferentes sustancias que pueden
potenciar o0 no su accion antagonista. Ademas, se ha informado que las BAL producen acidos
con actividad antifingica, como el acido 3-fenil-lactico, el 4cido 4-hidroxifenil-lactico y el
acido 2-hidroxipropanoico, cuya sintesis y concentracion dependen del tipo de cepa (Axel et
al., 2016).

En los ultimos afios, varios estudios han analizado la capacidad de ciertas cepas bacterianas
para actuar como antagonistas contra los hongos fitopatdgenos que afectan a las frutas
durante la etapa de postcosecha. Estos hallazgos han destacado el potencial de utilizar estas
bacterias como una alternativa a los métodos quimicos para el control de enfermedades
fangicas (Ma et al., 2019). Muchos estudios han sefialado que las bacterias acido-lacticas
(BAL) se encuentran entre los microorganismos con actividad antagonista, inhibiendo el
crecimiento de otros microorganismos durante los procesos de descomposicion a través de
diversos mecanismos. Debido a su seguridad y propiedades antimicrobianas, las BAL son
consideradas candidatos ideales para gestionar la descomposicion fungica en la etapa de
postcosecha (Dhundale et al., 2018). Sin embargo, como se demuestra en el presente estudio,
el potencial antifingico depende de la cepa bacteriana y su capacidad para producir acidos
organicos (Ma et al., 2019).

Segun los resultados obtenidos, la bacteria que mostr6 la mayor actividad inhibitoria fue L.
plantarum A6, como se muestra en las Figuras 4, 5 y 6. Especificamente, para el hongo
Botrytis cinerea, se observo un alto porcentaje de inhibicion con respecto al control en el
dia 7 (74,80 % = 1,88). Lo que indica que Lactiplantibacillus plantarum A6 podria inhibir
el crecimiento de Botrytis cinerea durante al menos 7 dias.
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Control L. Plantarum W. Confusa

Figura 4. Seguimiento por 7 dias de las cepas antifiingicas contra Rhizopus stolonifer (a- dia 1, b —dia 3, ¢ — dia 7).

Control L. Plantarum W. Confusa Pediococcus L. Lactis L. Cremoris
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Figura 5. Seguimiento por 7 dias de las cepas antifungicas contra Aspergillus niger (a- dia 1, b—dia 3, ¢ — dia 7).

Control L. Plantarum W. Confusa Pediococcus L. Lactis L. Cremoris

Figura 6. Seguimiento por 7 dias de las cepas antifiingicas contra Botrytis cinerea (a- dia 1, b—dia 3, ¢ — dia 7).
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Aunque se han realizado investigaciones limitadas especificamente sobre la utilidad de L.
plantarum para controlar B. cinerea en fresas, algunos estudios han reportado resultados
similares a los obtenidos en este trabajo. Por ejemplo, los resultados de Chen et al., (2020),
donde la eficacia del biocontrol de L. plantarum CM-3 en condiciones in vitro mostro que
las células vivas de la bacteria suprimieron significativamente el crecimiento de las hifas y
la germinacion de esporas de B. cinerea, con tasas de inhibicidon que variaron entre 55,27%
y 79,80%; de manera similar, De Simone et al., (2021) también obtuvieron un halo de
inhibicién de mas de 10 mm con el uso de células vivas. Ademas de su aplicacion en fresas,
otros estudios han demostrado el uso exitoso de L. plantarum como antagonista para mitigar
la descomposicion postcosecha en tomates (Manjarres Melo et al., 2021), kiwis, fresas, uvas
(Daranas et al., 2019), melones (Konappa et al., 2016), manzanas y peras (Lappa et al.,
2018;). Estos resultados proporcionan una sélida evidencia que respalda el uso potencial de
esta BAL en el control bioldgico del moho gris en fresas.

En el caso de Rhizopus stolonifer, la capacidad de la bacteria para prevenir la esporulacion
fue mejor, como se puede observar en que hay dos halos, uno que se refiere al grado en que
el hongo esporuld y el otro en donde se extendid su micelio. La eficacia de esta BAL se
evidencia en el estudio de Jia et al., (2012), quienes encontraron que la bacteriocina LF-1 de
Lactiplantibacillus plantarum A6 anadida al 20% redujo la tasa de germinacion de esporas
en un 64,7% y se redujo la tasa de descomposicion de las fresas. Ademas, Gupta &
Srivastava, (2014) evaluaron el efecto antifiungico de los péptidos antimicrobianos (AMPs
LR 14) producidos por la cepa Lactiplantibacillus plantarum LR/14 contra cuatro hongos de
descomposicion, a saber, Aspergillus niger, Rhizopus stolonifer, Mucor racemosus y
Penicillium chrysogenum, encontrando que los cuatro hongos fueron inhibidos, es decir, los
péptidos inhibieron tanto la germinacion de esporas como el crecimiento de las hifas.
Finalmente, los tamafios de los halos obtenidos fueron similares a los reportados por
Manjarres Melo et al., (2021) y Alimi et al., (2023), donde se obtuvieron tamanos de 12 y 14
mm respectivamente. Ambos autores atribuyen esta propiedad antifungica a la produccion
de acidos organicos.

Un efecto antagonista importante se evidencid contra Aspergillus niger, Lactiplantibacillus
plantarum A6 fue capaz de mantener un halo de 50 mm durante al menos 7 dias, incluso no
hubo crecimiento del micelio a esta distancia y la formacion de esporas se limitd a los
alrededores y no al resto de la placa de Petri. Estos resultados también pueden ser atribuidos
a la produccion de bacteriocinas/péptidos antimicrobianos producidos por las bacterias acido-
lacticas (Adebayo & Aderiye, 2010). De hecho, varios investigadores han estudiado el efecto
antifingico del sobrenadante de cultivo de diversas cepas de Lactiplantibacillus contra
algunos hongos, incluidos los hongos deterioradores de alimentos (Temitope & Oluchi,
2015). Investigaciones como la de De Simone et al., (2021), encontraron que
Lactiplantibacillus plantarum proporcion6 una fuerte resistencia contra el crecimiento de
Aspergillus niger debido a que obtuvo un halo de inhibicion superior a 30 mm. Asi mismo,
Manjarres Melo et al., (2021) obtuvieron resultados similares en su andlisis, un halo de
aproximadamente 11 mm; nuevamente, estos autores mencionan la produccioén de acidos
organicos y su relacion con la capacidad antifingica. Ademas, en el estudio de Zhao et al.,
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(2022), se evaluaron 359 cepas de BAL por su actividad antifliingica contra Aspergillus niger
utilizando el método de placas microtituladoras de 96 pocillos. De estas, ZZUA493
(Lactobacillus plantarum) mostrd una capacidad antifungica de amplio espectro contra 4.
niger, Aspergillus oryzae, Trichoderma longibrachiatum, Aspergillus flavus y Fusarium
graminearum. Los autores evidenciaron que este comportamiento puede correlacionarse con
los 4cidos organicos producidos por las LAB (4cido lactico, acido acético y acido fenil-
lactico).

9.1.2.1.1 Identificacion de la produccion de biosurfactantes por las BAL

Los biosurfactantes (BS) son compuestos activos en superficie producidos por diversos
microorganismos. Estos compuestos naturales han generado un interés significativo debido
a sus aplicaciones multifacéticas, sus propiedades ecoldgicas (biodegradabilidad, baja
toxicidad) y su robusto desempefio bajo condiciones desafiantes, como pH y temperaturas
extremas. Ademads, su produccion puede utilizar sustratos econdmicos y renovables
(Ghasemi et al., 2019). Las Bacterias Acido-Lécticas (BAL), ampliamente reconocidas como
seguras (estatus GRAS), son microorganismos valiosos empleados en diversos sectores,
incluidos la medicina y la produccion de alimentos. Su naturaleza no patdégena hace que las
BAL sean una opcion preferida para la produccion de biosurfactantes (BS), atrayendo un
considerable interés cientifico (Sarubbo et al., 2022). Para determinar la presencia de
biosurfactantes en la cepa bacteriana, se realiz6 una prueba con una gota de aceite y una gota
del cultivo bacteriano.

La produccion de biosurfactantes se identificd en las cinco cepas bacterianas evaluadas
(Figura 7). Lactococcus lactis subsp y Lactiplantibacillus plantarum A6 presentaron
diferencias significativas con valores mas altos en el area de la zona clara con respecto al
control negativo de agua destilada (p<0,05). Weissella confusa, Cremoris y Pediococcus
acidilactici no mostraron diferencias significativas. Lactococcus lactis subsp (306,2 + 8,34
mm) fue la cepa con el mayor poder surfactante de las bacterias evaluadas, seguida por
Lactiplantibacillus plantarum A6 (256,26 = 1,77 mm) (Figura 7). Estos resultados estan
correlacionados con el hecho de que las BAL producen una diversa gama de biosurfactantes,
incluidos glicolipidos, lipopeptidos y compuestos poliméricos. Aunque los roles fisiologicos
especificos de muchos biosurfactantes derivados de las BAL siguen siendo inciertos, sus
aplicaciones potenciales son extensas, abarcando emulsificantes, antimicrobianos
(antibacterianos y antifingicos), humectantes, estabilizadores y mas (Mouafo et al., 2022).
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Figura 7. Actividad de biosurfactantes de las cepas de bacterias utilizadas. El agua destilada representa el tratamiento
de control. Las barras de error indican la desviacion estandar. Las barras de cada cepa que no comparten letras son
significativamente diferentes

Figura 8. Produccion biosurfactante de (a) Lactiplantibacillus plantarum and (b) Lactococcus lactis subsp. Lactis.

La produccion de biosurfactantes también ha sido identificada en otros estudios en cepas de
L. plantarum. Por ejemplo, en la investigacion de Madhu & Prapulla, (2014), quienes
evaluaron la capacidad de Lactobacillus plantarum CFR 2194 para producir biosurfactante,
sus resultados mostraron que la produccién maxima ocurri6 a las 72 horas de fermentacion.
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Ademas, las fracciones acuosas del biosurfactante producido exhibieron una actividad
antimicrobiana significativa contra las especies patogenas: Escherichia coli ATCC 31705, E.
coli MTCC 108, Salmonella typhi, Yersinia enterocolitica MTCC 859 y Staphylococcus
aureus F 722. En el estudio de Behzadnia et al., (2019), se investigaron los pardmetros
cinéticos, la biomasa y la produccion de biosurfactantes de Lactobacillus plantarum ATCC
8014. Sharma & Singh Saharan, (2014) aislaron BAL de muestras de leche cruda, los aislados
fueron analizados por la produccion simultdnea de biosurfactantes y bacteriocinas. Sus
hallazgos mostraron que el biosurfactante producido era una mezcla de lipidos y azicares
similar a los glicolipidos y que el aislado Lactobacillus casei MRTL3 era un potente
productor de biosurfactantes y bacteriocinas. Yan et al., (2019) evaluaron las actividades
antimicrobianas, anti-adhesivas y antibiofilm de BS aislados de bacterias lacticas (BAL),
incluyendo Pediococcus acidilactici y Lactobacillus plantarum, contra Staphylococcus
aureus CMCC 26003 in vitro. Sus resultados evidencian que los BS inhibieron la adhesion y
formacion de biofilm de Staphylococcus aureus (SA) de manera dependiente de la dosis y
sugieren perspectivas para su uso contra infecciones relacionadas con biofilm de SA.
Manjarres Melo et al., (2021) también identificaron actividad de biosurfactantes en L. lactis,
L. gasseri, L. lactis, L. plantarum, concluyendo que la produccion de BS estd influenciada
por las condiciones de crecimiento, como el pH y la temperatura. Entre las cepas investigadas
por estos autores, L. lactis subsp. cremoris demostrd capacidades particularmente altas de
produccion de biosurfactantes, emergiendo como una cepa prometedora para estudios futuros
en esta area.

9.1.2.2 Evaluacion antiflingica in vivo de bacterias seleccionadas

Baséandose en los resultados de las pruebas in vitro de las BAL frente a los hongos evaluados,
se seleccionaron las cepas Lactiplantibacillus plantarum A6y Weissella confusa, ya que sus
resultados demostraron una mayor inhibicion frente a los hongos aislados (Tabla 5). Para
evaluar la actividad antifiingica in vivo de las cepas seleccionadas, se realizd un ensayo en
fresas, y se evalud la inhibicion tras 7 dias de almacenamiento a 30°C. Los resultados
mostraron que las dos cepas de BAL fueron capaces de reducir la infeccion de los hongos
evaluados en las fresas en comparacion con el control sin la adicion de BAL (Figura 9).

43



I AL R
Y IVETIE
VeIV VP 649

Figura 9. Efecto inhibitorio in vivo contra los hongos I Botrytis cinerea, Il Rhizopus stolonifer y Il Aspergillus niger, por
las cepas de bacterias lacticas a) Lactiplantibacillus plantarum A6 y b) Weissella confusa, teniendo como control c) el
tratamiento sin bacterias.

Ambas cepas redujeron la infeccioén por los hongos Botrytis cinerea, Rhizopus stolonifer y
Aspergillus niger, existiendo diferencias significativas con el control y entre las BAL
(p<0,05), siendo menor el porcentaje de infeccion cuando se utilizd L. plantarum (Figura
10).
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Figura 10. % Area infectada después de incubacion de las heridas en fresas con las bacterias antagénicas
Lactiplantibacillus plantarum A6 y Weissella confusa contra los hongos Botrytis cinerea, Rhizopus stolonifer y
Aspergillus niger. Las barras de error indican la desviacion estandar. Las barras de cada hongo que no comparten letras
son significativamente diferentes, n = 3 (P < 0,05).
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De acuerdo con los resultados obtenidos en este estudio, algunas investigaciones han
informado de la actividad antifungica de Lactiplantibacillus plantarum y Weissella confusa
contra diversos tipos de hongos patogenos. La actividad antagonista contra hongos por parte
de especies de Weissella ha sido poco reportada en la literatura. Sin embargo, se conoce la
actividad de algunas cepas como Weissella cibaria contra hongos patdogenos como
Aspergillus fumigatus, Penicillium expansum y P. oxalicum. Liu et al, (2024) evaluaron la
actividad antifingica de Weissella cibaria KM14 frente a estos hongos, sus resultados
mostraron que la bacteria presentaba una elevada tasa de inhibicion frente a estos tres hongos,
oscilando entre el 99,4 y el 94,3 %, atribuyendo esta inhibicion a la presencia de 4cido lactico
y acido acético, respectivamente. Del mismo modo, autores como Krishnan et al., (2025) han
revelado el potencial de Weissella confusa BF2 y ML2 para la inhibicion del crecimiento de
Fusarium, cuando se aplico en cacahuetes y granos de trigo esterilizados en superficie, pero
no para la eliminacién de micotoxinas.

Particularmente, para Botrytis cinerea la cepa L. Plantarum presento el menor porcentaje de
area infectada (1,00 +0,05%) seguido de Weissella confussa (36,05+ 0,47%) mientras que la
fresa control estaba al (95,0 £0,5%) cubierta por el micelio, evidenciando las diferencias
estadisticamente significativas mostradas en la prueba de ANOVA las cuales presentaron
valores P = (0,000034, 0,00025 y 0,00020, para B. Cinerea, R. Stolonifer y A. Niger,
respectivamente). En el estudio realizado por Zamani-Zadeh et al., (2014), demostraron el
potencial del uso de L. plantarum A7 en combinacion con aceites de tomillo y comino para
controlar Botrytis spp. en la fase de poscosecha de las fresas. Como informaron Ben Salah-
Abbes et al., (2021), muchas cepas de L. plantarum pueden suprimir el crecimiento fungico
alterando la estructura celular mediante la accion de sus metabolitos, incluidos acidos
lacticos, acidos grasos, péptidos, fenoles, ésteres y amidas. Del mismo modo, Chen et al.,
(2020) utilizaron Lactobacillus plantarum CM-3, que mostré el mayor potencial para el
control in vitro e in vivo de B. cinerea. En particular, en los ensayos in vivo, la incidencia de
moho gris se redujo en un 48,23% y 75,00%, respectivamente, en comparacion con el control,
resultados muy similares a los obtenidos en este estudio, donde L. plantarum permitié una
inhibicion del 98,94%.

Para el caso de R. Stolonifer y A. Niger, la cepa que presento menor porcentaje de area
infectada fue también L. plantarum con (1,26 = 0,29% y 6,26 + 1,95%, respectivamente)
mientras que Weissella confussa presento mayores areas con (14,45 +2,10% y 30,9 + 1,70%).
Lo cual demuestra el potencial antifingico de esta cepa, el cual ha sido reportado en otras
investigaciones tales como Peng et al., (2023) quienes han investigado el efecto antifingico
de metabolitos producidos por una nueva cepa de Lactiplantibacillus plantarum LPP703,
aislada de yogur de yak fermentado de forma natural. Los resultados mostraron que esta cepa
inhibia significativamente cuatro especies de hongos, incluyendo Penicillium sp., Rhizopus
delemar, Aspergillus flavus y Aspergillus niger, lo que indica que sus metabolitos podrian
actuar como agentes de control bioldgico para prevenir el crecimiento de estos hongos. En
este estudio, el mayor grado de inhibicion por esta cepa se presentd para 4. Niger en
comparacion con la muestra control y Weissella confussa. Estudios previos han demostrado
la actividad antifungica de cepas de Lactobacillus plantarum frente a hongos alterantes como
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Aspergillus niger y Aspergillus carbonarius (Taroub et al., 2019), correlacionandose con los
resultados obtenidos.

9.1.2.2.1 Determinacion de acidos organicos de las BAL seleccionadas

En muchos estudios, el poder antifingico atribuido a las BAL se debe principalmente a su
produccion de 4cidos organicos. La Tabla 6 muestra las concentraciones de acidos lactico,
acético, tartarico y maldnico producidos por las BAL L. plantarum A6y W. confusa, debido
a que estas fueron las dos bacterias que presentaron la mayor inhibicion.

Tabla 6. Perfil de acidos organico. Diferentes letras minusculas en la misma columna indican una diferencia

estadisticamente significativa segun la prueba de Tukey (P < 0,05). DE= desviacion estandar. Los datos en la tabla se
expresan como la media + DE.

Bacterias Acidos organicos (g/L)
acido-icticas Lactico Acético Tartarico Malonico
L. plantarum 9,77 + 2,50* 3,55 +1,50* 0,30+ 0,10* 0,25 +0,13%
W. confusa 4,62 +1,42° 4,78 £2,12° 0,32 +0,12% 0,37 +0,17*

La presencia de estos 4cidos organicos es clave porque ayudan a prevenir el crecimiento de
microorganismos patdgenos, aunque es importante sefialar que el nivel y tipo de acidos
organicos producidos dependen de la especie del microorganismo, la composicion del medio
de cultivo y las condiciones de crecimiento (Hingsamer & Jungmeier, 2019). Segin los
resultados, el principal 4cido fue el 4cido lactico, encontrandose en mayor concentracion en
Lactobacillus plantarum. Esto coincide con lo reportado por Yilmaz et al., (2022), quienes
afirmaron que entre las cepas de BAL, Lactobacillus es muy importante por su alta resistencia
acida, alto rendimiento y productividad de acidos organicos. De hecho, se utiliza con
frecuencia para la produccion selectiva de 4cido L/D lactico. Ademads, el acido lactico
formado por las BAL induce un microambiente local que no es favorable para los patdgenos
(Dittoe et al., 2018).

Los resultados encontrados son similares a los reportados en otros estudios. Por ejemplo,
Crowley et al., (2013) obtuvieron resultados similares en términos de la produccion de 4cido
acético por las dos bacterias, en el caso del acido lactico sus resultados son casi el doble de
los obtenidos en nuestra investigacion, lo que podria deberse al medio de cultivo utilizado.
Por otro lado, Gamez et al., (2013) reportaron resultados que coinciden con los encontrados
en el caso del 4acido acético para su variante de L. plantarum H2, aunque nuevamente la
cantidad de 4cido lactico reportada fue casi el doble de la encontrada en la presente
investigacion, posiblemente porque utilizaron un medio altamente enriquecido. Ozcelik et
al., (2016) ha reportado que la produccion de acido acético por las BAL es menor en
comparacion con otros acidos organicos. En el estudio realizado por Manjarres Melo et al.,
(2021), se obtuvieron valores similares para el 4cido acético, sin embargo, difirieron para el
acido lactico, siendo mas altos en ese estudio (236,7 y 282,3 mmol/L para L. plantarumy W.
confussa, respectivamente), lo que puede atribuirse al hecho de que la produccion de acidos
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esta directamente influenciada por la composicion del medio de cultivo y las condiciones de
crecimiento de las bacterias. Ademds, Du et al., (2025) investigaron el impacto de la
cocultura sobre la produccion de exopolisacarido (EPS) por Weissella confusa XG-3 cuando
se combina con Candida shehatae, encontrando que con la extensién del tiempo de
fermentacion, los contenidos de acido acético y acido lactico aumentaron gradualmente, con
36 horas de fermentacion se obtuvo un contenido de 4cido acético de 0,33 g/L y 0,28 g/L con
monocultura y cocultura, respectivamente, para el acido lactico se obtuvo un valor de 8 g/L
y 3,5 g/L con monocultura y cocultura, respectivamente. Estos resultados son similares a los
obtenidos en esta investigacion (4,62+1,42 g/L) para el 4cido lactico, sin embargo, para el
acido acético el valor obtenido fue mas alto (4,78+2,12 g/L), lo cual podria atribuirse al hecho
de que el sustrato utilizado influye directamente en la produccion de los metabolitos.

Finalmente, el analisis estadistico confirma los resultados encontrados en las pruebas in vitro
e in vivo donde se observaron mayores halos de inhibicion y un menor porcentaje de
crecimiento por parte de los tres hongos evaluados en las fresas que contenian L. Plantarum,
observandose diferencias estadisticamente significativas (p=0,016) en la produccion de dcido
lactico entre Weissella y L. plantarum, sin embargo, en los demas acidos cuantificados no
se presentaron diferencias significativas lo cual es un comportamiento esperado ya que estas
bacterias debido a sus rutas metabdlicas especializadas tienden a producir en mayor cantidad
acido lactico, ademas las cantidades reportadas fueron similares a otros estudios en donde se
reporta su actividad antimicética (Mun et al., 2019).

9.1.3 Antagonismo entre BAL y susceptibilidad de la cepa Lactiplantibacillus
plantarum contra el EPS de Weissella confusa.

De acuerdo con los resultados obtenidos fue posible corroborar que tanto L. plantarum como
W. confusa, serian apropiadas para su adicion en el recubrimiento comestible dado su alto
poder antifiingico. No obstante, se evalu6 la posibilidad de antagonismo entre ambas cepas.
Como se aprecia en la Figura 11 (a y b), ambas cepas mostraron actividad inhibitoria mutua.
Esto demuestra que, ademds de su efecto antifungico, ciertas cepas de BAL como L.
plantarum y W. confusa poseen potencial antimicrobiano al producir sustancias que impiden
el crecimiento de otras bacterias. Diversas investigaciones han centrado la atencion en este
tipo de compuestos, no solo por su aplicacion para la produccion de algunos productos
fermentados sino también porque se asocian con propiedades promotoras de la
salud/probidticas. Los mecanismos de accion propuestos de las BAL probidticas incluyen la
modulacion de la respuesta inmune y la produccion de compuestos antimicrobianos para
excluir patdogenos. Ademads, estos metabolitos producidos por estas bacterias han sido
ampliamente estudiados por su potencial beneficioso para la salud (Lima de Jesus et al.,
2022).
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Figura 11. Antagonismo entre las cepas de BAL Lactiplantibacillus plantarum A6 y Weissella confusa, con la primera

como base (a) y superpuesta en el disco de agar de menor tamario, con W. confusa como base (b); las lineas punteadas

indican el halo de inhibicion. En la parte ¢) la susceptibilidad contra el EPS de Weissella confusa (discos) de la cepa L.
plantarum A6 en la base.

Los hallazgos de esta investigacion son consistentes con estudios previos que demuestran la
actividad antimicrobiana de las BAL frente a cepas gram-positivas. Por ejemplo, Kaur &
Tiwari (2016) demostraron que el sobrenadante libre de células de la cepa Weissella confusa
LMSS5, gracias a su contenido de bacteriocinas antimicrobianas, inhibi6 el crecimiento de la
cepa L. plantarum NRRL B-4496. Esto se evidencid mediante la aparicion de halos de
inhibicion al aplicar el método de difusion en agar. En otro estudio realizado por Tenea &
Lara, (2019), analizaron los compuestos antimicrobianos producidos por la cepa Weissella
confusa Cys2-2, sus resultados mostraron que la bacteriocina Cys2-2 presento actividad
inhibitoria estable en diferentes rangos de pH (2-10) y temperaturas elevadas (60-121 °C).
Como tal, estas sustancias antimicrobianas revelaron un amplio espectro de actividad contra
bacterias gram-negativas y gram-positivas. Finalmente, en el trabajo realizado por Alvarez
& Manjarres, (2020) también se evidencio el efecto antagdnico entre Weissella confusa 'y L.
plantarum A6.

Dado que la viabilidad de la bacteria en el recubrimiento era clave, los resultados llevaron a
la conclusion de que solo una debia ser afiadida. La eleccion recayo en la cepa L. plantarum
A6 para poder combinar los beneficios de ambas. Es importante recordar que el EPS,
elemento fundamental del recubrimiento, es un metabolito secundario de la cepa W. confusa.
Por otro lado, los resultados de la Figura 11c descartaron un posible antagonismo del EPS
contra L. plantarum A6, probando que ambos pueden ser adicionados al recubrimiento
simultaneamente sin inhibicion.

Gracias a los resultados obtenidos, se logré integrar las propiedades beneficiosas de la cepa
L. plantarum A6 con las del EPS, un hidrocoloide de origen bacteriano. Tal como lo indicé
Gonzalez (2017), el EPS posee caracteristicas y propiedades que lo hacen apto para la
industria alimentaria, al ser comparable con otros polimeros de carbohidratos. Otros estudios
también han puesto de manifiesto los atributos de los EPS de varias cepas de Weissella
confusa, incluyendo funciones antibacterianas, antifingicas, antioxidantes y
antiinflamatorias (Yuan et al., 2021). Entre las especies de Weissella , W. confusa es uno de
los productores mas importantes de EPS (Gongalves Teixeira et al., 2021), y diferentes cepas
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de W. confusa, como W. confusa KR780676 produce un EPS de galactano que puede resistir
la degradacion enzimatica en el tracto gastrointestinal, como se demostré en estudios in vitro.
Ademéds, este EPS también promovid el crecimiento de varias especies probidticas,
incluyendo L. plantarum y L. fermentum, mediante cribado in vitro (Lim et al., 2017).

9.2 Formulacion del recubrimiento comestible

9.2.1 Diseiio de mezclas para la optimizacion de la formulacion

El disefio de mezclas de vértices extremos permitié observar el impacto del recubrimiento
comestible sobre la fresa y el efecto de cada uno de sus componentes sobre las propiedades
fisicoquimicas; con base en esto, se obtuvo estadisticamente una formulacion que ayudara a
la preservacion fisicoquimica del fruto. Los componentes de interés: alginato, EPS y glicerol
fueron evaluados en proporciones determinadas por el disefio (Tabla 7). En todas las mezclas
se mantuvo constante la cantidad de bacteria adicionada (1% w/v), el acido oleico, el Tween
80 y la proporcion de agua.

Tabla 7. Diseiio experimental.

Tratamiento Alginato (%) EPS (%) Glicerol (%)
1 0 1,11 1,89
2 0 1,32 1,68
3 0,21 1,11 1,68
4 0,07 1,18 1,75
5 0,035 1,145 1,82
6 0,035 1,25 1,715
7 0,14 1,145 1,715
8 0,07 1,18 1,75
9 0,07 1,18 1,75

9.2.2 Efecto de los componentes sobre las caracteristicas fisicoquimicas de la fresa

9.2.2.1 Efecto de los componentes en la pérdida de peso y firmeza

En la Figura 12a se observa el comportamiento que tuvo la pérdida de peso de la fresa en
relacion con los componentes del recubrimiento. La transferencia de vapor de agua a través
del recubrimiento se vio afectada por la interaccion entre el alginato/EPS/glicerol, ya que el
analisis de varianza arroj6 diferencias significativas para la interaccion entre los componentes
(p=0,024) ademas el coeficiente de regresion del modelo fue negativo (-5434) indicando que
dicha interaccion reduce la pérdida de peso (Alvarez & Manjarres, 2020); este
comportamiento se puede atribuir a la formacidon de un complejo polimérico hermético que
ayuda a formar el EPS, como ya ha sido reportado en estudios previos (Ortega & Ortiz, 2018).
En los minimos de EPS y glicerol, pero en el maximo de alginato se observa un
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comportamiento de menor pérdida de peso, esto se debe a que la combinacion del alginato
con EPS y glicerol ayudaron a reducir la migracion de humedad desde la fruta, mediante la
creacion de una barrera fisica entre el alimento y el medio ambiente (Garcia Figueroa et al.,
2019), ademas la viscosidad del recubrimiento no fue alta, ya que se usaron concentraciones
menores al 1% de alginato (Moya Hernandez, 2023). Estos resultados son similares a los
reportados por Li et al., (2024) quienes evaluaron la efectividad de un recubrimiento a base
de alginato de sodio con cepas de Lacticaseibacillus paracasei, Lacticaseibacillus
rhamnosus 'y Lacticaseibacillus plantarum, encontrando que las fresas sin recubrir
exhibieron una difusién de humedad mas rapida en la atmdsfera, lo que llevé a una mayor
pérdida de peso. Por el contrario, las fresas recubiertas con alginato demostraron una pérdida
de peso reducida. Este efecto lo atribuyen a las propiedades de barrera semipermeable del
alginato, que ralentizan eficazmente la difusion de la humedad a través de las estomas de las
fresas.

a Alginato b Alginato

0.1 %Pérdida 021 Firmeza
de peso <1
< 4 1 -2
4 -5 2 -3
5 -6 3 - 4

6 -7 y
4 -5
7 - 8 - 5
> 8 -

132 0,00 189 132 0,00 1,89

EPS Glicerol EPS Glicerol

Figura 12. Grdficas de contorno para la pérdida de peso (a) y la firmeza (b) de fresa recubierta después de 7 dias de
almacenamiento a 30 °Cy 70% HR.

En la Figura 12b, se presenta el efecto de los componentes sobre la firmeza de la fresa a los
7 dias de almacenamiento, en la grafica se puede observar un efecto de disminucién en la
firmeza al incrementarse las cantidades de EPS, este comportamiento puede atribuirse a la
capacidad de absorcion de agua de este tipo de polimeros (Mouro et al., 2024). Ademas, el
analisis de varianza demuestra que la interaccion entre EPS/Glicerol (p=0,042) y
alginato*EPS*Glicerol (p=0,008), presentaron una influencia estadisticamente significativa
sobre la firmeza. El coeficiente de regresion de la interaccion EPS/Glicerol fue negativo (-
1735) indicando que dicha interaccion reduce la firmeza. Por otro lado, el modelo presento
un buen ajuste a los datos experimentales ya que el R?=95,49% y el R? ajustado=90,99%, la
falta de ajuste fue de 0,354, es decir, fue >0,05 lo que indica que no es significativa, y refleja
que el modelo se ajustd bien a los datos experimentales. Este comportamiento observado,
también ha sido informado por Kaur & Dey, (2023) quienes mencionan que los
exopolisacaridos son conocidos por sus buenas propiedades de barrera a los gases, como el
oxigeno, bajo condiciones de baja humedad. Esto se debe a su estructura densa y la presencia
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de numerosos grupos hidroxilo que pueden formar enlaces de hidrégeno, dificultando el paso
de moléculas pequenas de gas. Sin embargo, precisamente por su naturaleza altamente
hidrofilica (higroscopica), el dextrano tiene una barrera pobre al vapor de agua en
comparacion con otros polimeros.

9.2.2.2 Efecto de los componentes sobre el pH y acidez titulable (AT)

Las propiedades fisicoquimicas como la acidez y el pH fueron evaluadas, y el efecto de los
componentes del recubrimiento sobre dichas propiedades se puede observar en la Figura 13.

a . b
Alginato Alginato
0,21 0,21

pH
< 3.40
- 342
- 345
- 348
- 3.50
> 3,50

1,32 0,00 1,89 1,32 0,00 1,89

EPS Glicerol EPS Glicerol

Figura 13. Grdficas de contorno para el efecto de los componentes sobre el pH (a) y la acidez (b) de fresa recubierta,
después de 7 dias de almacenamiento a 30 °C'y 70% HR.

Los procesos fisiologicos de los productos hortofruticolas frescos, como la respiracion,
inciden directamente en su calidad y en el tiempo que pueden conservarse. Debido a su
elevada tasa respiratoria, las fresas se consideran frutas de corta vida util (Jalali et al., 2020).
La acidez titulable y el pH son parametros relacionados que funcionan como indicadores de
la senescencia de la fresa, ya que, durante la respiracion los acidos organicos presentes en
este fruto son metabolizados, lo que aumenta el pH y disminuye la acidez (Chu et al., 2020)
(Aday et al., 2013). Tras 7 dias de almacenamiento el pH y la acidez titulable de cada
tratamiento no tuvieron una diferencia estadisticamente significativa (p > 0,05). En cuanto al
pH los valores se mantuvieron entre 3,40 y 3,50 y para la acidez titulable entre 1,0y 1,1 g de
acido citrico por 100 g de muestra, informacion que permite afirmar que posiblemente todos
los tratamientos funcionaron como una Optima barrera al oxigeno que permitid que los
procesos de respiracion fueran mas lentos, conclusion a la que se puede llegar a partir de lo
reportado por Zikmanis et al., (2021), quienes destacan las propiedades de proteccion contra
el oxigeno que caracterizan a los polisacdridos usados en recubrimientos comestibles como
lo son el alginato de sodio y los polimeros microbianos extracelulares. Resultados similares
obtuvieron Emamifar & Bavaisi, (2020), quienes explican que al aplicar un recubrimiento de
alginato (que reduce la tasa de respiracion), se ralentiza el uso de acidos organicos como
sustratos metabolicos y por tanto, la disminucion de la acidez se retrasa.
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9.2.3 Efecto de los componentes sobre el color (AE, AL*y angulo de tono)

El color de la fresa constituye un atributo sensorial clave que influye significativamente en
su aceptacion por parte del consumidor, ya que esta estrechamente relacionado no solo con
su apariencia visual, sino también con su calidad nutricional y su estado de madurez.

La Tabla 8 relaciona el efecto de los componentes en los pardmetros de color AE, AL*y
angulo de tono. Se puede observar como el cambio global de color y el cambio en la
luminosidad de las muestras no presenta variaciones significativas entre tratamiento. Caso
contrario experimenta el parametro dngulo de tono, donde se puede observar que los mejores
resultados se obtuvieron en las mezclas correspondientes al punto central y otras similares
del disefio, lo cual sugiere que la combinacion equilibrada de los tres componentes favorece
el comportamiento de dicha propiedad.
Tabla 8. Efecto de los tratamientos sobre pardametros de color (luminosidad, angulo de tono y cambio global de color).

Diferentes letras minusculas en la misma columna indican una diferencia estadisticamente significativa segun la prueba
de Tukey (P < 0,05). DE= desviacion estandar. Los datos en la tabla se expresan como la media + DE.

Tratamiento  Arctan(b*/a¥) AL* AE

1 27,22+1,57 b 8,67+1,48 16,76+3,45 b
2 37,6+2,04 7,28+2,67 bed 13,92+3,15 b
3 23,98+1,15 3,87+1,17 8,7842,97¢

4 22,85+2,04 < 15,84+2,772 29,97+7,45 2
5 36,04+1,87 2 9,14+2,292b¢ 22,09+5,272
6 28,84+1,70 12,922,432 23,62+2,26
7 23,7+0,79 < 7,88+1,43 bed 17,16+4,2 b

8 21,67+2,45 ¢ 1,52+1,70¢ 15,02+3,87 b
9 21,87+1,52 ¢ 12,3544,48 2 20,742,182

Los tratamientos 2 y 5 fueron los que obtuvieron valores de tono mas altos, mientras los
tratamientos 8 y 9 representaron los valores mas bajos de tono. Durante el proceso de
maduracion y almacenamiento, las fresas tienden a intensificar su color rojo como resultado
de la acumulacion progresiva de antocianinas, principales pigmentos responsables de esta
coloracion (Zhao et al., 2023). Este comportamiento estd asociado a cambios fisiologicos
naturales del fruto, los cuales contintan incluso después de la cosecha bajo ciertas
condiciones de almacenamiento (Wang et al., 2025). En cuanto al efecto de los compuestos
sobre el angulo de tono (hue angle), se observd que ciertas mezclas promovieron una
intensificacion del color rojo caracteristico del fruto, llegando en algunos casos a modificar
perceptiblemente su apariencia superficial. Este comportamiento concuerda con lo reportado
por Sharafi et al. (2024), quienes sefialaron que los compuestos afiadidos al recubrimiento
pudieron haber aumentado los valores de tono en las fresas recubiertas.

9.2.4 Optimizacion de la formulacion

Con el objetivo de preservar las propiedades fisicoquimicas de la fresa con el recubrimiento,
se optimizaron las variables de respuesta en las cuales los componentes tuvieron significancia
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estadistica (p<0,05) y no se consideraron aquellas que no. Mediante una optimizacién de
respuesta se maximizo6 la variable de firmeza, se minimizé la pérdida de peso y se determin6
un valor objetivo para la variable &ngulo de tono, obteniendo una formulacién con las mejores
caracteristicas, dicha optimizacion se puede observar en los anexos (Figura 20). A
continuacion, se presenta la formulacidén optimizada en la Tabla 9.

Tabla 9. Formulacion optimizada del recubrimiento para los parametros fisicoquimicos evaluados en el diserio de

mezclas.
Alginato (%) EPS (%) Glicerol (%)
0,04 1,25 1,71

Los resultados demostraron que esta formulacidon presentd caracteristicas cercanas al punto
central del disefio experimental, confirmando que estas condiciones fueron Optimas para
mantener la firmeza del fruto y mantener un tono similar al del fruto fresco. Adicionalmente,
se analiz6 el impacto de la formulacion en las propiedades fisicoquimicas de las fresas,
comparandolas con un control (sin recubrimiento). Paralelamente, se evalud la capacidad
antagonica del recubrimiento enriquecido con bacterias lacticas frente a hongos
fitopatogenos aislados, con el objetivo de mitigar el deterioro microbiano poscosecha,
principal causa de pérdidas econdmicas en este cultivo.

Los resultados de las pruebas fisicoquimicas realizadas sobre fresas tratadas con la
formulacion optimizada se muestran en la Tabla 10.

Tabla 10. Evaluacion fisicoquimica sobre fresas recubiertas (formulacion optimizada) y control (sin recubrir) tras 7 dias
de almacenamiento en condiciones ambiente. Diferentes letras minusculas en la misma columna indican una diferencia
estadisticamente significativa segun la prueba de Tukey (P < 0,05). DE= desviacion estandar. Los datos en la tabla se

expresan como la media + DE.

% ,
Tratamiento Pérdida pH .ACldeZ Brix Firmeza arctan(b*/a*) AL* AE
titulable
de peso
] 588+ 342+ 1,10+ 8,03+ 404+ L 1,52+ 1521+
Recubierta 'y 001c 0,020 006 003 2P70F0AT g5 55,
709+ 36+ 091+ 813+ 394+ 258+ 4,99+
b b b b 2 :t a b 2
Control J 46+ 0020 001 0110 o008 2P9FLO G 4o
Recubierta 347+ 093+ 8,17+ 3,83+ "
dia cero ) 0,01° 0,02> 0,066 0,20 29,15+0,39 ) )
Fresca 346 090w Bl3E 396+ 7530085 - .

0,00° 0,02° 0,06* 0,06*

La evaluacion fisicoquimica realizada a los frutos tratados con la formulacion optimizada
reveld efectos significativos en varios parametros de calidad (pH, acidez titulable, tono y
cambio global de color). Se observé una diferencia significativa en el pardmetro angulo de

53



tono con valores mas bajos en las fresas recubiertas, lo cual indica una intensificacion del
color rojo caracteristico del fruto.

Los resultados permiten afirmar que no se detectaron diferencias significativas en la firmeza
(p > 0,05), sin embardo el valor de firmeza alcanzado en las fresas recubiertas (4,04 N) se
mantiene dentro del rango tipico de una fresa recién cosechada, lo que sugiere un efecto
positivo del recubrimiento sobre la conservacion de la textura. Adicionalmente se puede
observar que las fresas sin recubrir después del tiempo de almacenamiento presentan una
firmeza igual a las fresas recubiertas, Li et al., (2024) experimentaron un comportamiento
similar, al tratar fresas con un recubrimiento a base de alginato de sodio, glicerol y
Lactiplantibacillus plantarum, las fresas tratadas registraron un valor de firmeza de 0,62
kgf/cm? mientras las sin tratar de 0,55 kgf/cm? al dia 8 de almacenamiento, los autores
explican que es probable que la dureza en las muestras control esté vinculada con la
deshidratacion o con alteraciones osmoticas en los tejidos de la fruta, las cuales podrian
reducir de forma temporal el ablandamiento que normalmente ocurre debido a la degradacion
de la pared celular. No obstante, aclaran que se hacen necesarios estudios complementarios
que permitan confirmar estas suposiciones y esclarecer a fondo los factores que originan este
comportamiento.

a b
A S ‘///. 4

=

S e = o \‘ s

Figura 14. Fresa recubierta (a) y sin recubrir (b), dia 7 de almacenamiento en condiciones ambiente.

La pérdida de peso en fresa es un indicador clave que evidencia tanto la actividad respiratoria
como la pérdida de agua por evaporacion durante el almacenamiento. Como se observa en la
Tabla 10, la perdida de peso no tuvo diferencia significativa entre la fresa recubierta y el
control. Estos resultados concuerdan con lo reportado por Jiang et al. (2022), quienes
evaluaron el efecto de recubrir fresas con EPS extraido de Pediococcus pentosaceus ES sobre
la concervasion de las mismas. Los autores reportan que la tasa de perdida de peso fue mas
rapida en las muestras control que en las recubiertas con EPS, a pesar de que la perdida
maxima fue similar para ambos tratamientos. Estos resultados pueden atribuirse a la
naturaleza hidrofila de los polisacaridos que contribuyen con la inhibicion de la migracion
de oxigeno y humedad de los alimentos mejorando asi las propiedades mecanicas de los
productos tratados con recubiertos a base de estas biomoleculas (Priya et al., 2023).
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La alteracion del color superficial del fruto representa un aspecto crucial de su calidad, ya
que incide directamente en su valor comercial y en la aceptacion por parte del consumidor.
La Tabla 10 muestra que hubo diferencia significativa en el parametro angulo de tono entre
las fresas recubiertas y sin recubrir. Estos hallazgos son consistentes con lo informado
previamente por Lee et al. (2022b) quienes estudiaron el efecto de diferentes suspensiones
de recubrimiento comestible en la calidad de fresa durante el almacenamiento (suspeciones
de recubrimiento de uno o varios de los siguientes polisacaridos, nanocristales de celulosa de
bagazo, nanofibras de quitosano y alginato de sodio, mezclados con aceite esencial de
orégano). Los autores reportan que a lo largo del periodo de almacenamiento, las fresas sin
recubrimiento presentaron una tonalidad significativamente mas oscura en comparacion con
las recubiertas y que los frutos tratados con el recubrimiento multipolisacarido a base de
alginato de sodio mostraron una menor intensidad de oscurecimiento que aquellos tratados
con recubrimientos formulados con un solo polisacarido.

9.3 Viabilidad de Lactiplantibacillus plantarum en el recubrimiento

Tal como se ilustra en la Figura 15, la viabilidad de la cepa bacteriana dentro del
recubrimiento se mantuvo consistentemente por encima de 10° UFC/mL a lo largo de 15 dias.
Este hallazgo es crucial, ya que demuestra que las condiciones de 37 °C, asi como la
disponibilidad de sustrato y las condiciones de almacenamiento, no comprometieron la
capacidad de supervivencia de la cepa. Aunque se registrd una tendencia evidente hacia una
disminucién en la viabilidad con el transcurso del tiempo, es importante destacar que esta
reduccion fue gradual y nunca experimentd una caida abrupta, siempre manteniendo
concentraciones superiores a 10° UFC/mL. Este comportamiento es coherente con los
resultados de otras investigaciones realizadas previamente, en las que se ha observado que
las bacterias conservan una alta viabilidad en recubrimientos y peliculas comestibles, lo que
les permite mantener su funcion bioactiva.
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Figura 15. Viabilidad de Lactiplantibacillus plantarum A6 en la solucion de recubrimiento a través del tiempo. Los
valores estan representados como la media, y las barras de error denotan la desviacion estandar (n=3).

La cantidad minima de bacterias viables que debe estar presente en los alimentos para brindar
beneficios para la salud varia, pero cominmente la industria alimentaria ha adoptado el nivel
recomendado de 6 log UFC/g al momento del consumo. Como se observa en la figura 15,
hasta el dia 8 se obtuvo una viabilidad que superaba el umbral minimo de 6 log UFC/ g para
ser considerado un producto alimenticio probiotico (Alegre et al., 2011).

Los resultados obtenidos fueron similares a los reportados por Rodrigues et al., (2018)
evaluaron la influencia de recubrimientos comestibles a base de mucilago de linaza, alginato
y fructooligosacaridos que contenia Lactobacillus casei LC-01 sobre la vida util de cubos de
yacon fresco cortado. Los resultados mostraron que los recubrimientos comestibles fueron
eficientes transportadores de células probidticas, preservando el nimero de células viables
en aproximadamente 8 log UFC/ g durante el periodo de almacenamiento (15 dias), lo que
indico el potencial probidtico de estos productos. Otra investigacion donde se demuestra la
viabilidad de estas bacterias en el tiempo es el de Speranza et al., (2018), quienes registraron
elevados niveles de viabilidad para la cepa L. plantarum C19 en trozos de manzana y melon,
alcanzando viabilidades de 10" UFC/mL después de 14 dias. Estos resultados se lograron
gracias al uso de recubrimientos de alginato y quitosano, con almacenamiento a 14 °C.

En otro estudio de Khodaei & Hamidi-Esfahani (2019) evaluaron diferentes cantidades de L.
plantarum incorporadas en recubrimientos comestibles de carboximetilcelulosa (CMC) y
como afectaban las caracteristicas fisicoquimicas y microbiologicas de las fresas mediante
almacenamiento a 4 °C. Los resultados evidenciaron que el nimero de probidticos viables en
todos los tratamientos fue superior a 6 log UFC/g, ademas la poblacion de L. plantarum en
todos los tratamientos de recubrimiento se mantuvo constante durante el periodo de
almacenamiento (15 dias) y ayudd a reducir el crecimiento de levaduras y mohos en la
superficie de las fresas. Asimismo, Hashemi & Jafarpour, (2021) investigaron la eficacia de
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las cepas de Lactobacillus plantarum (L. plantarum LP3, L. plantarum AF1y L. plantarum
LUS) incorporadas en un recubrimiento comestible a base de Konjac para prevenir el
crecimiento de hongos y conservar las caracteristicas fisicoquimicas de kiwis recién cortados
conservados a 4 °C durante 5 dias. Los resultados indicaron que la poblacion de cepas de L.
plantarum en todos los grupos tratados se mantuvo en cantidades suficientes de consumo de
probidticos (por encima de 6 y 7 log UFC/g) al final del periodo de almacenamiento y L.
plantarum LP3 tuvo la mayor viabilidad en comparacion con otras cepas. En otra
investigacion realizada por Wong et al., (2021) desarrollaron un recubrimiento comestible
probiodtico bicapa para rodajas de manzana recién cortadas. Aplicando una solucidon de
carboximetilcelulosa con Lactobacillus plantarum 299v a las rodajas de manzana como
recubrimiento primario, seguido de un recubrimiento secundario con zeina. Como resultado,
la bacteria probidtica L. plantarum 299v permanecid estable en las rodajas de manzana
recubiertas durante 7 dias de almacenamiento a 4 °C (>6 log UFC/g). Todos estos resultados
coinciden con lo encontrado en este estudio en términos de viabilidad durante el
almacenamiento.

9.4 Evaluacion in vivo del recubrimiento contra la infeccion por hongos

El efecto inhibitorio del recubrimiento, enriquecido con bacterias acido-lacticas (BAL), sobre
tres hongos fitopatdgenos en fresas fue evaluado tras siete dias de almacenamiento a 25 °C.
Seglin se observa en la Figura 16, la aplicacion del recubrimiento en fresas suplementado con
Lactiplantibacillus plantarum A6 logrd una inhibicion completa de B. Cinerea y en menor
proporcion de R. stolonifer, confirmando el potencial antagénico de esta cepa y su impacto
positivo en la calidad microbiologica del fruto. Asimismo, se registraron diferencias
estadisticamente significativas (p < 0,05) en la reduccion de Botrytis cinerea entre las
muestras recubiertas y no recubiertas, lo que sugiere una prolongacién de la vida 1util
microbiologica de las fresas. No obstante, el recubrimiento no mostro un efecto significativo
(p > 0,05) en la disminucidon de Aspergillus niger. Estos resultados contrastan con los
obtenidos en estudios in vitro e in vivo con L. plantarum A6, lo que podria deberse a la
actividad metabolica del hongo en la matriz del alimento, asi como a la posible necesidad de
una mayor viabilidad bacteriana en el fruto. Ademas, las condiciones del sustrato (pH bajo y
alta disponibilidad de nutrientes) podrian favorecer la proliferacion del hongo en detrimento
de la BAL.
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Figura 16. Poblacion de A. niger., R. stolonifer y B. cinerea en fresas, con y sin recubrimiento comestible después de 7
dias de incubacion a 25 °C. Los valores estan representados como la media, y las barras de error denotan la desviacion
estandar (n=3). Para cada hongo, las columnas con letras diferentes (a,b) representan diferencia significativa entre
tratamientos por la prueba de Tukey (p<0,05).

Los resultados indican que la aplicacion de recubrimientos contribuye a preservar la calidad
del fruto, manteniendo su inocuidad microbioldgica frente a dos de los fitopatdgenos
evaluados (Rhizopus stolonifer y Botrytis cinerea). Ademaés, se confirma el efecto
beneficioso de la incorporacion de bacterias acido-lacticas (BAL) como agente bioactivo con
propiedades antifingicas. De acuerdo con la Figura 16, se registraron recuentos elevados de
Aspergillus niger y R. stolonifer en las muestras control, mientras que en los frutos tratados
con el recubrimiento no se detectd desarrollo de B. cinerea. Sin embargo, aunque en las
Figuras 16 y 17 se observa una ligera reduccion en la poblacion de A. niger, esta disminucion
no resultd estadisticamente significativa. Cabe destacar que, en productos frescos de corta
vida 1til, la presencia de cepas micotoxicas debe ser minima o nula para garantizar la
seguridad del consumidor.
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Figura 17. Conteo en placa de Botrytis cinerea., Rhizopus stolonifer y Aspergillus niger de fresas recubiertas y sin
recubrimiento (control)

Los resultados encontrados coinciden con la investigacion de De Simone et al., (2024)
quienes evaluaron el potencial probiotico de Lactiplantibacillus plantarum contra B. cinerea
en jugo de fresa, encontrando que las cepas vivas de L. plantarum (A1l y CB56), fueron
capaces de controlar el crecimiento de B. cinerea en aproximadamente diez y cinco veces
mas respecto al control. De igual modo, en el estudio realizado por Alvarez et al., (2021)
quienes incorporaron L. plantarum en un recubrimiento a base de exopolisacarido y
evaluaron esta prueba en A. niger, Fusarium sp. y R. stolonifer, encontraron que hubo una
inhibicion total del crecimiento de Fusarium sp. y R. stolonifer tras la aplicacion del
recubrimiento con bacterias lacticas. Sin embargo, el recubrimiento no tuvo un efecto
significativo en la poblacion de 4. niger, como ocurri6 en este caso. Las diferencias en la
eficacia de los recubrimientos pueden atribuirse a diversos factores como el pH del fruto,
adaptacion del patogeno a las matrices acidas y la viabilidad de las bacterias segln el sustrato.
Por ejemplo, los autores Zivkovic et al., (2019) determinaron in vitro e in situ el potencial
antagonista de L. plantarum (DSM 20174) para controlar la pudricion poscosecha causada
por hongos fitopatdégenos: Aspergillus flavus, Colletotrichum acutatum, Colletotrichum
gloeosporioides y Fusarium avenaceum. Los resultados obtenidos en ensayos in vitro
mostraron que L. plantarum tuvo un efecto inhibitorio mas fuerte sobre la germinacion de
esporas que sobre el crecimiento de micelios de todos los hongos probados. Los ensayos in
situ mostraron que el tratamiento con L. plantarum inhibi6 eficazmente la necrosis, con una
incidencia que va desde el 42,54 % para C. acutatum hasta el 54,47 % para A. flavus. En otro
estudio de Jia et al., (2012) reportaron que la bacteriocina LF-1 secretada por L. plantarum
logro inhibir significativamente la germinacién de esporas de Rhizopus stolonifer. En
comparacion con el control, la tasa de germinacion de esporas se redujo en un 64,7 %, al
igual que la tasa de descomposicion de la fresa. Resultados similares a los obtenidos en esta
prueba.
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10 Costos de elaboracion del recubrimiento

El costo de los componentes para la elaboracion de 300 mL de recubrimiento se presenta en
la Tabla 11. El valor del exopolisacéarido se basé en el calculo teniendo en cuenta que para
su obtencidén se requiere preparar un indculo de la bacteria Weissella confusa, que es
sembrada sobre gelatina sin sabor (San Jorge), tal como se detalla en el numeral 8.4.1.
Estudios previos reportaron un rendimiento aproximado luego del secado del 40% con
respecto al total producido y el valor presentado en la Tabla 12 se refiere al precio por gramos
de EPS seco.

Tabla 11. Precio en COP de los componentes para elaboracion del EPS.

Precio por gramo

Materiales Cantidad (g) ($/e) Costo
Suero de leche 19,41 25,9 $ 503
Leche de soya 21,53 34,8 $ 749
Azlcar 22.24 3,9 $ 88
Gelatina 12 56 $ 672

. . Precio por mL

Materiales Cantidad (mL) ($/mL) Costo
Agua 300 0,0049 $ 1,46
Indculo W. confussa 0,78 760 $ 593
TOTAL $2606

Tabla 12. Precio en COP por gramo de EPS en polvo.
Total, EPS obtenido (g) Precio por g de EPS (8)

4.8 542.9

Para la estimacion de precios es importante mencionar que las marcas usadas para cada
ingrediente fueron: RioPaila Castilla (azticar), Tonig (leche de soya), San Jorge (gelatina
sin sabor), para el in6culo (caldo MRS marca Condolab). El costo del agua se calcul6 en
base a la tarifa de acueducto ($4856/m?) establecida por las Empresas Municipales de Cali
(EMCALI), asumiendo el estrato tipo Industrial.

Dentro de los componentes, se reportan los requeridos para preparar el medio de cultivo de
la cepa adicionada L. plantarum. La Tabla 13 contiene el valor en pesos colombianos (COP)
para producir 1 L de solucion formadora de recubrimiento y el valor se obtuvo con los precios
unitarios de cada material.

Tabla 13. Costo de elaboracion del recubrimiento comestible.

Materiales Cantidad (g) Precio ([;(/);)gramo Costo ($)

Alginato de sodio 0,08 $ 198 $ 16
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EPS 2,5 $ 543 $ 1.357
Materiales Cantidad (mL) Prec(1$0/£(£r) mL Costo ($)
Agua 189 $ 0,0049 $0,918
Glicerol 3,42 $ 282 $ 964
Acido oleico 2 $253 $ 507
Inoculo L.plantarum 2 $ 760 $ 1.520
Tween 80 1 $90 $90
Costo total 300 mL RC $ 4.455
Costo total 1 L RC $22.275

Para la estimacion de precios del recubrimiento es importante mencionar que las marcas
usadas para cada ingrediente fueron: glicerol (HIMEDIA), alginato (Cape Cristal Brands, BJ,
USA), tween 80 (AppliChem), acido oleico (TuluaQuimicos). La experimentacion permitié
determinar que 200 mL de solucidn son suficientes para recubrir alrededor de 1 kg de fresas.

11 CONCLUSIONES
1. El presente estudio permitid evaluar la actividad antifiingica de 5 cepas bacterianas, los
resultados indicaron que Lactiplantibacillus plantarum fue la cepa que presentd mejor
inhibicion de crecimiento micelial de los hongos Aspergillus niger, Rhizopus stolonifer 'y

Botrytis cinerea durante al menos 7 dias con halos de inhibicion de 50,03 mm, 22,9 mm y
20,59 mm

2. A través de este estudio se logro analizar el efecto de la aplicacion de un recubrimiento
comestibles a base de exopolisacaridos sobre la conservacion poscosecha de fresas. Los
resultados demostraron que ciertas combinaciones de los compuestos principales (EPS,
alginato de sodio y glicerol), favorecieron la disminucion de la pérdida de peso, la
conservacion de la textura y la estabilidad del color durante el almacenamiento. Se observo
que el aumento de alginato redujo la pérdida de peso, por sus propiedades semi-permeables.
Estos resultados respaldan el uso de recubrimientos como una estrategia efectiva para
prolongar la vida util del fruto y promueven el desarrollo de alternativas tecnoldgicas mas
sostenibles para la industria alimentaria.

3. La aplicaciéon del recubrimiento comestible podria representar una inversion rentable,
siempre que ofrezca beneficios significativos en la reduccion de pérdidas durante el
transporte postcosecha. Considerando que su implementacion incrementa en un 31,82 % el
precio de la fresa, su viabilidad econdmica dependera de que dicha inversion sea compensada
por la disminucion de mermas y el aumento en la vida util del producto. Por tanto, se requiere
un andlisis costo-beneficio detallado que permita determinar la rentabilidad y sostenibilidad
de su uso en condiciones comerciales reales.
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12 RECOMENDACIONES

Se recomienda realizar una evaluacion sensorial del fruto recubierto, con ¢l fin de determinar
si la aplicacion del recubrimiento influye en la percepcion y aceptacion general por parte del
consumidor.

Se sugiere extender la evaluacion del recubrimiento a diferentes condiciones de
almacenamiento, con el objetivo de establecer su eficacia bajo distintos escenarios de
conservacion.

13 PRODUCTOS

e Participacion con poster en el evento Mujer Cientifica (marzo 19 del 2024)
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Participacion en el XII Congreso Colombiano de Ingenieria Agricola,
Biosistemas y Afines (CIABA). Encuentro Internacional de Aplicaciones de

Ingenieria en Agricultura y Sistemas Biologicos (agosto 2024).

\4
CONGRESO COLOMBIANO ENCUENTRO INTERNACIONAL DE
X I I DE INGENIERIA AGRICOLA, APLICACIONES DE INGENIERIA EN
BIOSISTEMAS Y AFINES AGRICULTURA Y SISTEMAS BIOLOGICOS \
Bogota, 06 de septiembre de 2024 [CIABA - CP 29 - 2024]

Sefor(es) Investigadores(as)
XII Congreso Colombiano de Ingenierfa Agricola, Biosistemas y Afines (CIABA)
Encuentro Internacional de Aplicaciones de Ingenieria en Agricultura y Sistemas Biolégicos

Asunto: Constancia de participacién en el XII Congreso Colombiano de Ingenierfa Agricola,
Biosistemas y Afines (CIABA) y en el Encuentro Internacional de Aplicaciones de Ingenieria
en Agricultura y Sistemas Biolégicos

Estimado(s) autor(es):

El Comité Organizador del XII Congreso Colombiano de Ingenierfa Agricola, Biosistemas y
Afines (CIABA) y del Encuentro Internacional de Aplicaciones de Ingenieria en Agricultura y
Sistemas Biolégicos, se permite informar que, en el marco del evento desarrollado los dias
26 al 30deagosto de 2024, las personas relacionadas a continuacidn, realizaron la exposicién
del trabajo titulado:

Trabajo: Aislamiento, identificacién y caracterizacién de hongos fitopatégenos presentes en
fresa (Fragaria ananassa)

Modalidad: Péster

Autor(es): Angie Lizeth Quintero Pinilla, Anna Maria Polania Rivera, Cristina Ramirez Toro,
Esteban Florez Jaramillo, German Bolivar Escobar

Agradecemos su participacion en este Congreso y en el Encuentro Internacional, los
invitamos a las préximas ediciones, ya que sus valiosos aportes contribuyen al crecimiento
profesional de la ingenieria y al desarrollo sostenible.

Cordial saludo,

NN

MIGUEL ANGEL VALENZUELA MAHECHA
Coordinador del Congreso - CIABA

Profesor Departamento de Ingenieria Civil y Agricola
Universidad Nacional de Colombia
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Congreso Iberoamericano ) (3 *) # % congreso Ecuateriano
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October 17th, 2024

CERTIFICATE AS ARECIPIENT OF ADISCOUNT TO
PUBLISH AN ARTICLE IN THE CYTA JOURNAL OF FOOD

Dear Angie Quintero,

| am glad to inform you that the editors of a special issue of the CyTA
Journal of Food and the reviewers assigned by the Scientific Committee of
CIBIA XIV and IX CEIAL have selected the work entitled “Isolation and
identification of three fungi present in strawberry (Fragaria ananassa) and

in vitro evaluation of the antifungal activity of Lactiplantibacillus plantarum,”

(Aislamiento e identificacién de tres hongos presentes en fresa (Fragaria
ananassa) y evaluaciéon in vitro de la actividad antifingica de
Lactiplantibacillus plantarum - S09403) to receive a discount for publishing
a full article in that special issue.

There are 12 discount codes available: 10 codes for a 10% discount and 2
codes for a 100% discount. The assignment of discount codes will be
based on the Journal Editor's review of the full manuscript. Detailed
instructions regarding deadlines, formats, and guidelines can be found in
the email sent along with this certificate.

| congratulate you again and encourage you to take advantage of this
excellent opportunity.

Edwin Vera Calle, Ph.D.
President of the Organizing Committee of CIBIA XIV and CEIAL IX

Ladrén de Guevara E11:253
[PO-Box 17-01-2759]

Quito - Ecuador

E-mail: edwin.vera@epn.edu.ec

Participacion con ponencia oral en el Congreso Iberoamericano de ingenieria de
alimentos-CIBIA XIV (octubre 2024).
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Iberoamericano de ingenieria de alimentos-CIBIA XIV (octubre 2024).

CIBIA X1V | CEIALIX

Congreso Iberoamericano Congreso Ecuatoriano
de Ingenieria de Alimentos 2024 de Ingenieria en Alimentos

Paper Competition Award

The research work presented at the Joint CIBIA XIV and CEIAL IX Meeting by
A.L. Quintero Pinilla, E. Florez Jaramillo, A.M. Polania Rivera, C. Ramirez Toro,
and G.A. Bolivar Escobar entitled “ISOLATION AND IDENTIFICATION OF THREE
FUNGI PRESENT IN STRAWBERRY (FRAGARIA ANANASSA) AND IN VITRO
EVALUATION OF THE ANTIFUNGAL ACTIVITY OF LACTIPLANTIBACILLUS
PLANTARUM?” is recognized with this Award of Excellence by CYTA Journal of
Food which entitles them to an Open Access publication fee discount.

v
CTA ' /
Journal of Food /
J. Angénio Torrgs

Edwin Ver;
President Chief Editoy/ CYTA Journal of Food

25 de Marzo del 2025

Sometimiento del articulo titulado “Isolation and identification of three fungi present
in strawberry (Fragaria ananassa) and in vitro evaluation of the antifungal activity
of Lactiplantibacillus plantarum” en la revista CyTA Journal.

Taylor & Francis Group 2
an informa business ® 2 HiAnnay

SUBMISSION ITLE JOURNAL STATUS CHARGES

° 253086083 Isolation and CyTA - Journal of Food With Journal Quote Accepted
identification of three... Administrator
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14 ANEXOS

Estimated Regression Coefficients for Firmeza (component proportions)

Term Coef SE Coef T-Value P-Value VIF
Alginato -1070 249 * * 8359,13
EPS 617 208 * * 910642,34
Glicerol 2864 96,2 * * 42767811
EPS*Glicerol -1735 590 -2,94 0,042 248388452

Alginato*EPS*Glicerol 3265 659 496 0,008 2711,74

Model Summary

S R-sq R-sg(adj) PRESS R-sq(pred)
0257672 95,49% 90,999% 11,4229 0,00%

Figura 18. Andlisis de varianza firmeza versus alginato, EPS y glicerol. Fuente: Minitab 2025.

Coeficientes de regresion estimados para arctan(b*/a*) (proporciones del componente)

EE del
Término Coef coef. ValorT Valor p FIV
Alginato -365199 31098 * * 21784665,99
EPS -5649 630 * * 1390965,83
Glicerol -2690 291 * *  650960,99
Alginato*EPS 965041 83016 11,62 0,007 22191870,53
Alginato*Glicerol 664601 55217 12,04 0,007 22160981,77
EPS*Glicerol 16355 1786 9,16 0,012 378937527

Alginato*EPS*Glicerol -1740962 146343 -11,90 0,007 22288833,06

Resumen del modelo

R-cuad. R-cuad.
S R-cuad. (ajustado) PRESS (pred)
0,631506 99,72% 98,90% * *

Figura 19. Analisis de varianza angulo de tono versus alginato, EPS y glicerol. Fuente: Minitab 2025.
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Estimated Regression Coefficients for %Pérdida de peso (component proportions)

Term Coef SE Coef T-Value P-Value VIF
Alginato 752 491 * * 2167593
EPS -1119 256 * * 919586,12
Glicerol -535 118 * * 43059411
Alginato*Glicerol 1889 1027 1,64 0,163 3059823
EPS*Glicerol 3241 727 4,46 0,021 2505127,92

Alginato*EPS*Glicerol -5434 1274 427 0,024 6743,85

Model Summary

S R-sq R-sg(adj) PRESS R-sqg(pred)
0316070 94,02%  84,06% 13,0099 0,00%

Figura 20. Andlisis de varianza % pérdida de peso versus alginato, EPS y glicerol. Fuente: Minitab 2025.

Parametros

Meta Inferior Objetivo Superior Ponderacion Importar

Firmeza Méximo 4,0 4.2 4,2 1 1
arctan(b*/a* Objetivo 25,0 27,0 29,0 1 1
%Pérdida de Minimo 48 48 50 1 1

Solucién global .
Respuestas pronosticadas

Componentes ] -

Alginato = 0,0395297 Firmeza = 41192, deseabilidad = 0,595801
EPS - 125289 arctan(b*/a* = 27,2200, deseabilidad = 0,890000
Glicerol = 170758 %Pérdida de = 4,5017 , deseabilidad = 1,000000

Figura 21. Optimizacion de respuesta. Fuente: Minitab 2025.
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