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RESUMEN  
 

Angel Arturo Cervantes Ilizaliturri. Maestría en Ciencias de Ingeniería 
Bioquímica. Unidad de Investigación y Desarrollo de Alimentos del Instituto 
Tecnológico de Veracruz. Diciembre 2019. AISLAMIENTO Y CARACTERIZACIÓN 
DE BACTERIAS ÁCIDO-LÁCTICAS AISLADAS DEL CACAO CON CAPACIDAD 
ANTIFÚNGICA. Directores: Dra. Mirna Leonor Suárez Quiroz, Dra. Claudia 
Yuritzi Figueroa Hernández y Dr. Oscar González Ríos  
 

En la cadena productiva del cacao puede existir contaminación por hongos, la cual 

tiene una mayor incidencia en las etapas de secado y almacenamiento, esto afecta 

la calidad e inocuidad del cacao. Por otro lado, se sabe que la presencia de algunas 

bacterias ácido-lácticas (BAL) pueden inhibir el crecimiento de algunos hongos. Por 

tal motivo, el objetivo de este estudio fue aislar, caracterizar bioquímicamente y 

evaluar la capacidad de producción de compuestos antifúngicos por las bacterias 

ácido-lácticas aisladas durante la fermentación del grano de cacao. La 

caracterización morfológica y bioquímica de BAL autóctonas del cacao se llevo a 

cabo mediante tinción de Gram, pruebas de catalasa, oxidasa, producción de CO2, 

pruebas de crecimiento a diferentes condiciones de temperatura, sal y pH, así como 

pruebas de fermentación y/o asimilación de carbohidratos con el uso del sistema 

API-50CHL. Para evaluar el efecto inhibitorio de las BAL sobre el crecimiento de los 

hongos toxigénicos del género Aspergillus (A. flavus, A. ochraceus y A. carbonarius) 

se realizaron pruebas de confrontacion utilizando el cultivo bacteriano y el extracto 

libre de células de cada una de las cepas de BAL estudiadas. La naturaleza química 

de los compuestos con actividad antifungica en los extractos libres de células se 

determinó mediante la eliminación sucesiva del efecto de los ácidos, del peróxido 

de hidrógeno y de la producción de compuestos de origen proteico. La cuantificación 

de ácidos orgánicos con capacidad antifúngica (láctico, acético, succínico y 3-fenil-

láctico fueron se realizó por cromatografía de líquidos de alta eficacia (HPLC). 

Finalmente, se realizó una prueba para evaluar el potencial in vivo de las cepas de 

BAL. Como resultados se aislaron e identificaron bioquímicamente cuatro cepas de 

Lactobacillus plantarum; una de Lactobacillus fermentum; dos de Lactobacillus 

brevis y una de Leuconostoc mesenteroides ssp. cremoris del proceso de 
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fermentación del grano de cacao. Las pruebas de confrontación de los cultivos y de 

los extractos libres de células de las BAL mostraron tener un efecto inhibitorio. A. 

ochraceus mostró una mayor suceptibilidad a los extractos libres de células de las 

BAL, con un efecto inhibitorio cercano al 90%. Las cepas que mostraron tener un 

mayor efecto antifúngico fueron Lb. plantarum, y Lb. fermentum. El efecto 

antifúngico de las cepas de Lb. plantarum contra las tres especies de Aspergillus, 

se debió principalmente a su capacidad productora de ácidos orgánicos como 

láctico, acético, succínico y 3-fenil-láctico mientras que en el caso de Lb. fermentum 

su efecto antifúngico se debe posiblemente a la producción de compuestos de otra 

naturaleza como pueden ser compuestos orgánicos volátiles o ácidos grasos 

hidroxilados. Finalmente se evaluó el potencial antifúngico de las cepas de Lb. 

plantarum y Lb. fermentum en una prueba de confrontación in vivo sobre el 

crecimiento de los hongos en la superficie de los granos de cacao fermentado, 

encontrándose que la cepa de Lb. plantarum 2 (BAL 4) fue la mostró un mayor 

potencial antifúngico sobre el crecimiento de los hongos evaluados. Por esta razón, 

se concluye que la cepa Lb. plantarum 2 (BAL 4) tiene potencial para ser utilizada 

como biocontrol en la cadena productiva del cacao. 
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ABSTRACT  
 

Angel Arturo Cervantes Ilizaliturri. Maestría en Ciencias de Ingeniería 
Bioquímica. Unidad de Investigación y Desarrollo de Alimentos del Instituto 
Tecnológico de Veracruz. Diciembre 2019. ³A,6/A0,ENTO Y 
CARACTERIZACIÓN DE BACTERIAS ÁCIDO-LÁCTICAS AISLADAS DEL 
CACA2 C21 CA3AC,DAD A17,FÒ1G,CA´. Advisors: Dra. Mirna Leonor 
Suárez Quiroz, Dra. Claudia Yuritzi Figueroa Hernández and Dr. Oscar 
González Ríos  
 

The cocoa processing chain is susceptible to fungal contamination, which has a 

significant impact on the drying and storage, affecting the quality and safety of the 

cocoa. On the other hand, it is known that the presence of some lactic acid bacteria 

(LAB) can inhibit the growth of some fungi. For this reason, the aim of this study was 

to isolate, characterize biochemically and evaluate the capacity of production of 

antifungal compounds by the lactic acid bacteria isolated during the fermentation of 

the cocoa bean. Morphological and biochemical characterization of cocoa 

autochthonous LAB was conducted by Gram staining, catalase and oxidase tests, 

CO2 production, growth tests at different temperatures, salts and pH levels, and also 

fermentation and/or carbohydrate assimilation tests using the API-50CHL system. 

To evaluate the inhibitory effect of lactic acid bacteria against toxigenic fungi of the 

genus Aspergillus (A. flavus, A. ochraceus and A. carbonarius) growth, confrontation 

tests using the bacterial culture and the cell-free extract of each of the LAB strains 

studied. The nature of the chemical compounds with antifungal activity in the cell-

free extracts was determined by the sequential removal of the effects of acids, 

hydrogen peroxide and the proteinaceous compounds production. Quantification of 

organic acids with antifungal capacity (lactic, acetic, succinic and 3-phenyl-lactic) 

was performed by high performance liquid chromatography (HPLC). Finally, a test 

was carried out to evaluate the in vivo potential of LAB strains. As a result, four 

strains of Lactobacillus plantarum; one strain of Lactobacillus fermentum; two strains 

of Lactobacillus brevis and one strain of Leuconostoc mesenteroides ssp. cremoris 

were isolated and biochemically identified from the cocoa bean fermentation 

process. The confrontation tests of cultures and cell-free extracts of LAB against the 
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growth of three fungal species of the genus Aspergillus showed an inhibitory effect. 

A. ochraceus was found to have a higher susceptibility to cell-free LAB extracts, with 

an inhibitory effect of about 90%. The strains that showed a greater antifungal effect 

were Lb. plantarum, and Lb. fermentum. The antifungal effect of Lb. plantarum 

strains isolated from cocoa against the three fungi of the genus Aspergillus, was 

mainly attributed to its capacity to produce organic acids such as lactic, acetic, 

succinic and 3-phenyl-lactic acids while in the case of Lb. fermentum its antifungal 

effect is due to the production of compounds of other nature such as volatile organic 

compounds or hydroxylated fatty acids. Finally, the antifungal potential of Lb. 

plantarum and Lb. fermentum strains was evaluated on an in vivo confrontation test 

on the growth of fungi on the surface of fermented cocoa beans, and it was found 

that the Lb. plantarum 2 strain (BAL 4) showed the highest antifungal potential on 

the growth of the evaluated fungi. For this reason, it is concluded that Lb. plantarum 

2 (BAL 4) has the potential to be used as a biocontrol in the cocoa production chain. 
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INTRODUCCION 
 

 

Los granos de cacao (Theobroma cacao) son la materia prima principal para 

la producción de chocolate. La fermentación de los granos es esencial para eliminar 

la pulpa que envuelve los granos y desarrollar precursores característicos del 

chocolate (Fowler, 2009; Thompson et al., 2013). Los azúcares y polisacáridos 

presentes en la pulpa de cacao son fermentados por microorganismos, produciendo 

metabolitos y condiciones que producen la muerte del grano, iniciando una serie de 

reacciones bioquímicas. Estas transformaciones bioquímicas que suceden en el 

interior del grano son las responsables de la generación de los precursores del 

sabor y aroma del chocolate. Posteriormente, durante el tostado y secado estos 

precursores sufren transformaciones que permiten que se desarrolle el sabor y 

aroma característico del chocolate (Schwan y Wheals, 2004, Afoakwa et al., 2008; 

Lima et al., 2011; Schwan et al., 2015). Aunque la fabricación de chocolate es una 

industria multimillonaria, cuyo valor global se calcula en más de $100 billones de 

dólares en 2019 (Abesamis, 2019), la fermentación de grano de cacao sigue siendo 

un proceso tradicional no controlado (Pereira et al., 2013), el cual es conducido por 

una sucesión de microorganismos autóctonos, principalmente levaduras, bacterias 

ácido-lácticas y bacterias ácido acéticas (Schwan y Wheals, 2004; Lima et al., 

2011).  

Una de las problemáticas más importantes de la cadena productiva del cacao 

es la infección por hongos filamentosos, ya sea cuando se encuentra en campo o 

durante su almacenamiento. Algunos de estos hongos producen metabolitos 

secundarios tóxicos como las micotoxinas, las cuales pueden ser potentes 

carcinógenos en humanos. Por esta razón, se requiere prevenir y controlar el 

crecimiento de hongos durante toda la cadena productiva del cacao. En los últimos 

años, se ha demostrado que las bacterias ácido-lácticas (BAL) poseen actividades 

antagonistas contra el crecimiento de hongos y bacterias patógenas. Estas 

propiedades están asociadas con una gran variedad de compuestos producidos 
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durante el proceso de fermentación. Recientemente se han reportado estudiado los 

compuestos antifúngicos producidos por las BAL debido a que pueden ser una 

alternativa para lograr la disminución de esta problemática. Algunos de los 

compuestos producidos por las BAL que han mostrado tener efectos antibacterianos 

y/o antifúngicos son: ácido láctico, ácido acético, ácido benzoico, dióxido de 

carbono, peróxido de hidrógeno, diacetilo, ácido 3-fenil-láctico, bacteriocinas, ácidos 

grasos y dipéptidos cíclicos. Lo anterior, pone de manifiesto la potencialidad de las 

bacterias ácido- lácticas autóctonas del proceso de fermentación de cacao como 

agentes biológicos o biocontrol para inhibir el crecimiento de hongos durante el 

almacenamiento del cacao.    
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1. ANTECEDENTES 
 

1.1 Bacterias ácido-lácticas (BAL) 

El término de bacteria ácido-láctica (BAL) fue acuñado a principios del siglo 

XIX para definir a un grupo heterogéneo de bacterias con la característica común 

de producción de ácido láctico como producto principal. En el año de 1873, Joseph 

Lister logró aislar la primera bacteria ácido-láctica, la cual fue nombrada Bacterium 

lactis, hoy nombrada como Lactococcus lactis (Aryana y Olson, 2017).  

1.1.1 Aspectos generales de las BAL 

Las bacterias ácido-lácticas son un grupo heterogéneo de microorganismos 

que pertenecen al phylum Firmicutes, los cuales comparten ciertas características 

morfológicas, fisiológicas y metabólicas. Son microorganismos Gram positivos, no 

formadores de esporas, inmóviles, anaerobios, catalasa negativos, oxidasa 

negativos, anaerobios o anaerobios facultativos, en forma de cocos o bacilos y que 

producen ácido láctico como producto final principal durante la fermentación de 

carbohidratos. Sin embargo, se ha reportado que estas características a excepción 

de la incapacidad de formar esporas y el carácter Gram positivo, pueden variar en 

función a la cepa, especie o las condiciones de cultivo, lo cual complica su correcta 

identificación (Khalid, 2011; König y Fröhlich, 2017). Además, las BAL son tolerantes 

en ambientes con bajo pH, logrando crecer hasta en condiciones con valores de pH 

de 3.2. Sin embargo, la gran mayoría de las BAL crecen en ambientes con un valor 

de pH entre 4 y 4.5, lo cual les permite sobrevivir en medios en donde la mayoría 

de los microorganismos no pueden crecer (Ramírez-Ramírez et al., 2011)  

Desde el punto de vista fisiológico, las BAL son microorganismos 

quimiótrofos, es decir, obtienen sus requerimientos energéticos de la oxidación de 
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compuestos químicos, como los carbohidratos, principalmente hexosas. La 

oxidación de los carbohidratos es la principal ruta metabólica de este tipo de 

bacterias (Ribereau-Gayon et al., 2006). Las BAL pueden ser clasificadas de 

acuerdo con su metabolismo como: homofermentativas, heterofermentativas 

facultativas y heterofermentativas obligadas.  

Las BAL comprenden alrededor de 30 géneros, que están incluidos en el filo 

Firmicutes, los cuales se encuentran ampliamente distribuidos en la naturaleza 

debido a su gran capacidad de adaptación a diversos ambientes. En la actualidad, 

se considera, que las BAL están distribuidas de forma ubicua en la corteza terrestre, 

en el tracto intestinal de peces, crustáceos, mamíferos y humanos; así como en una 

gran cantidad de vegetales, frutas y otros productos alimenticios (Endo y Dicks, 

2011). Debido a que se han podido aislar de una gran cantidad de fuentes, las BAL 

se han utilizado para la producción de una gran cantidad de alimentos y bebidas 

fermentadas, ya que producen una gran cantidad de compuestos que contribuyen 

al sabor, aroma y textura de estos. Además, de estas propiedades, también 

producen compuestos que pueden aumentar el valor nutricional de los alimentos.  

1.1.2. Metabolismo de las bacterias ácido-lácticas  

Como se mencionó anteriormente, las BAL son organismos quimiótrofos, es 

decir obtienen su energía a partir de la oxidación de compuestos químicos, 

principalmente azúcares (hexosas). La oxidación de estos azucares constituye la 

ruta principal de producción energética en las bacterias ácido-lácticas (Ribpreau-

Gayon et al., 2006). Sin embargo, las BAL son microorganismos nutricionalmente 

exigentes y requieren de la adición de sales minerales, vitaminas y aminoácidos en 

los medios de crecimiento. Cuando son crecidos en medio sintético, presentan una 

escasa tasa de crecimiento. Las exigencias nutricionales dependerán de la cepa de 

BAL utilizada (Endo y Dick, 2014). 

 
1.1.2.1 Metabolismo de azúcares 

La característica principal que define a las BAL es la propiedad de producir 

ácido láctico a partir del proceso de fermentación de carbohidratos. Desde un punto 
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de vista bioquímico, la fermentación es el proceso catabólico anaeróbico en el cual 

los carbohidratos y compuestos afines son oxidados con la liberación de energía en 

ausencia de aceptores externos de electrones. Los compuestos orgánicos 

producidos del desdoblamiento de carbohidratos son los aceptores finales. Durante 

la fermentación se produce la oxidación incompleta del compuesto inicial liberando 

solamente una pequeña cantidad de energía (Jay, 2002).  

Las BAL poseen dos rutas metabólicas para fermentar los carbohidratos, 

principalmente hexosas; estas son la fermentación homoláctica (glucolisis o vía 

Embden-Meyerhof-Parnas) y la fermentación heteroláctica (vía del 6-fosfogluconato 

o vía de las pentosas). Basándose, en estas vías fermentativas, las BAL pueden 

clasificarse como: homofermentativas, heterofermentativas obligadas y 

heterofermentativas facultativas. Las BAL homofermentativas poseen las enzimas 

aldosa y hexoisomerasa, pero carecen de fosfocetolasa; por lo tanto, sólo pueden 

fermentar carbohidratos por la vía Embden-Meyerhof-Parnas (EMP). Por otro lado, 

las heterofermentativas poseen fosfocetolasa, pero carecen de aldosa y 

hexoisomerasa, por lo que no pueden emplear la vía EMP, y por lo tanto utilizan la 

vía del 6-gluconato o la vía de las pentosas. Las heterofermentativas facultativas 

pueden emplear la vía EMP, la vía del 6-fosfogluconato o bien la vía de las pentosas 

para fermentar los carbohidratos (Mozzi, 2015). Como se observa, las rutas de 

asimilación de azucares son dependen de la cepa, por esta razón pueden ser 

utilizadas como criterio para la identificación de cepas de BAL.  

Cabe destacar, que algunas bacterias ácido-lácticas pueden incorporar en su 

metabolismo de azucares a las pentosas, las cuales entran a la célula microbiana a 

través de permeasas donde rápidamente son fosforiladas y convertidas en ribulosa-

5-fosfato o xilulosa-5 fosfato y son posteriormente incorporadas a las rutas antes 

mencionadas (Axelsson, 2004).  

1.1.2.1.1 BAL homofermentativas (vía EMP) 

En esta clasificación se encuentran las bacterias ácido-lácticas que producen 

más de un 85 % de ácido láctico a partir de la glucosa, incluyéndose los géneros de 
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Lactococcus, Pediococcus, Streptococcus, Vagococcus y algunos Lactobacillus 

(Jay, 2002; Mozzi, 2015).  

Durante la glucólisis, bajo condiciones normales (condiciones anaeróbicas o 

con oxigeno limitado y con un aporte no limitado de carbohidratos), una molécula 

de glucosa es teóricamente fermentada a dos moléculas de ácido láctico con una 

ganancia neta de dos moléculas de ATP, el doble de energía de la que son capaces 

de obtener las BAL heterofermentativas. Los primeros pasos del proceso implican 

la fosforilación e isomerización de la glucosa a fructosa -1, 6 difosfato y su posterior 

conversión a dihidroxiacetona fosfato y gliceraldehído- 3-fosfato (G3F). Después de 

varias reacciones el G3F es convertido en piruvato, el cual finalmente es reducido 

a ácido láctico (Figura 1.1) por la acción enzimática del lactato deshidrogenasa 

empleando como cofactor una molécula de NADH. Posteriormente este cofactor es 

oxidado a NAD+ para obtener el equilibrio redox (Holzapfel y Wood, 2014).  

 

 

 

FIGURA 1.1 Vía homofermentativa de la glucosa por las bacterias ácido-lácticas. 
Adaptada de Axelsson, 2004 
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1.1.2.1.2. BAL heterofermentativas (vía del 6-fosfogluconato o de las 
pentosas fosfato) 

Dentro de este grupo se encuentran las BAL que producen un 50% de ácido 

láctico y cantidades equimolares de otros compuestos como alcoholes, dióxido de 

carbono (CO2) y aldehídos, a partir de hexosas. Dentro de los géneros de BAL con 

metabolismo heteroláctico tenemos a Leuconostoc, Carnobacterium y algunos 

Lactobacillus (Jay, 2002; Khalid, 2011). La vía del 6- fosfogluconato comienza con 

la fosforilación de la glucosa a glucosa 6-fosfato (misma reacción que la vía EMP). 

Algunas de las reacciones claves de esta vía son: i) la deshidrogenación de la 

glucosa-6-fosfato a 6-fosfogluconato, ii) descarboxilación y epimerización de 6-

fosfogluconato y iii) el fraccionamiento de la xilulosa-5-fosfato a gliceraldehído-3- 

fosfato (G-3P) y acetil-fosfato por la acción de la fosfocetolasa (ver Figura 1.2). El 

G-3P posteriormente es metabolizado a ácido láctico mediante las mismas 

reacciones de la vía EMP. Sin un aceptor adicional de electrones disponible, 

reducen el acetil-fosfato a etanol vía acetil-CoA. En teoría, la ganancia neta de 

energía en ATP por mol de glucosa es sólo la mitad de lo obtenido mediante la vía 

EMP (Holzapfel y Wood, 2014).  

En la vía de las pentosas, los sustratos son transportados al interior de la 

célula y fosforilados a xilulosa-5- fosfato siguiendo después las reacciones de la vía 

6-fosfogluconato sin la obtención de CO2 y etanol. Mediante reacciones no 

oxidativas, esta vía cataliza también la interconversión de carbohidratos con tres, 

cuatro, cinco y siete carbonos (Holzapfel y Wood, 2014). Solo, pocas especies de 

BAL pueden utilizar pentitoles como el xilitol, ribitol y D-arabitol; los cuales son 

introducidos a la célula para posteriormente ser convertidos a sus respectivos 

pentitoles-5-fosfato, y son nuevamente oxidados para entrar a la vía de 6-

fosfogluconato (Holzapfel y Wood, 2014). 
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FIGURA 1.2. Vía heterofermentativa de la glucosa por las bacterias ácido-lácticas 
Adaptada de Axelsson, 2004 

 

1.1.2.1.3. BAL heterofermentativas facultativas  

Son bacterias ácido-lácticas capaces de utilizar tanto la vía EMP o la 6-

gluconato para dar como producto único o mayoritario ácido láctico; también pueden 

utilizar la vía de las pentosas empleando la fosfocetolasa inducida que les permite 

transformar las pentosas en ácido láctico, etanol y ácido acético. El género de BAL 

que agrupa más especies con este metabolismo es Lactobacillus (12 especies) 

seguido de Pediococcus con 5 especies (Stiles y Holzapfel, 1997).  

Las BAL pueden producir ácido láctico D (-) y L (+). La proporción de 

producción de estos isómeros es casi idéntica en todas las cepas de la misma 

especie y es uno de los factores a considerarse para clasificar a las LAB. Se ha visto 

que en presencia de acetato se favorece la producción del isómero L (+) del ácido 

láctico mientras que en ausencia de acetato se producen cantidades equimolares 

de los isómeros (Holzapfel y Wood, 2014). 
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1.1.2.2 Metabolismo de ácidos orgánicos  

Las bacterias ácido-lácticas también presentan la capacidad de metabolizar 

algunos ácidos orgánicos como el ácido cítrico, málico y tartárico, los cuales pueden 

encontrarse en ciertas frutas como el cacao y la uva, así como otros productos. El 

ácido cítrico es un intermediario en la ruta de síntesis de diacetilo, acetona o ácido 

acético, compuestos de gran importancia organoléptica en una gran cantidad de 

productos lácteos (Endo y Dicks, 2014). El metabolismo del citrato en las bacterias 

ácido-lácticas requiere de la participación de un transportador específico de 

membrana y de la actividad de la citrato-liasa (CL) y la descarboxilasa (OAD), como 

se observa en la Figura 1.3. Los productos finales del metabolismo del citrato 

dependerán del microorganismo y de las condiciones de fermentación utilizadas 

(García-Quintans, et al., 2008).  

Algunas cepas de Leuconostoc y Weissella así como Lactococcus lactis 

subsp. lactis biovariedad diacetylactis, son utilizados para la producción de diacetilo 

en productos lácteos. Además, de que se ha observado que Lactobacillus plantarum 

y Oenococcus oeni pueden utilizar el citrato presente en los medios de cultivo y 

realizar una fermentación secundaria en los vinos, cerveza y salchichas (García-

Quintans et al., 2008).  

 

FIGURA 1.3. Metabolismo del citrato por las bacterias ácido-lácticas 
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1.1.2.3. Metabolismo de proteínas y compuestos nitrogenados  

Las BAL exhiben una capacidad muy limitada para metabolizar el nitrógeno 

inorgánico. Por esta razón requieren que se le adicionen aminoácidos y vitaminas 

al medio de crecimiento, siendo la mayoría de las especies de BAL auxótrofas para 

al menos un aminoácido. Se ha demostrado que Lactobacillus plantarum, tiene las 

enzimas necesarias para la síntesis de todos los aminoácidos con excepción de 

leucina, isoleucina y valina; por el contrario, Lb. johnsonii no cuenta con las enzimas 

necesarias para la síntesis de la mayoría de ellos, por lo tanto, deben de 

adicionársele una gran cantidad de aminoácidos (Mayo et al., 2010). Esto pone de 

manifiesto que los requerimientos dependen de la cepa de BAL empleada (Endo y 

Dicks, 2014). Algunas cepas cuentan con un sistema funcional que les permite 

hidrolizar las proteínas, principalmente la caseína, proteína principal de la leche. 

Este sistema conocido como sistema proteolítico les permite asimilar la caseína (y 

en menor proporción otras proteínas) y por lo tanto crecer en leche y otros alimentos. 

Los sistemas proteolíticos de las BAL constan de tres componentes principales: 1) 

las proteinasas ligadas a la pared celular (Prt), diversos sistemas de transporte de 

oligopéptidos y aminoácidos para transportar los péptidos al interior de la célula, y 

una gran cantidad de peptidasas intracelulares, las cuales convierten los péptidos 

en aminoácidos libres (Savijoki et al., 2006; Mayo et al., 2010). La proteólisis es de 

gran importancia en la industria, principalmente en la láctea, ya que la mayoría de 

los aminoácidos y péptidos resultantes de la hidrolisis de la caseína son empleados 

por la bacteria para la producción de sustancias aromáticas como alcoholes, ácidos, 

esteres y compuestos sulfurados. Además, de que en las últimas dos décadas se 

ha demostrado que algunos de los péptidos producidos por este sistema proteolítico 

pueden ejercer alguna actividad biológica en los humanos. Por otro lado, las BAL 

también pueden producir aminas biógenas, las cuales son compuestos que pueden 

causar toxicidad, cuando se encuentran en grandes cantidades que se producen a 

través del metabolismo de aminoácidos libres (Sumby et al., 2014). Los principales 

productores de estos compuestos son la histidina, tirosina y ornitina produciéndose 

histamina, tiramina y putrescina, respectivamente. La amina biógena que causa una 

mayor incidencia de intoxicaciones de origen alimentario es la histamina.   
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1.1.3. Clasificación de las BAL 

Anteriormente, las BAL estaban clasificadas en cuatro ³gpneros centrales" 

principales: Lactobacillus, Leuconostoc, Pediococcus y Streptococcus, géneros 

relacionados en una gran cantidad de fermentaciones alimentarias (Wessels et al., 

2004). Esta clasificación estaba basada en estudios taxonómicos tradicionales 

como morfología, pruebas de fermentación de glucosa, crecimiento a diferentes 

temperaturas, configuración del ácido láctico producido y la tolerancia a altas 

concentraciones salinas y bajos pH, sin embargo, el empleo de herramientas 

moleculares modificó esta clasificación, por lo que actualmente las BAL están 

clasificadas por los siguientes géneros: Aerococcus, Alloiococcus, Carnobacterium, 

Dolosigranulum, Enterococcus, Globicatella, Lactobacillus, Lactococcus, 

Lactosphaera, Leuconostoc, Lissococcus, Oenococcus, Pediococcus, 

Streptococcus, Tetragenococcus, Vagococcus y Weisella (Ruas-Madiedo et al., 

2012). A continuación, se describirán las principales características de los géneros 

más representativos de las bacterias ácido-lácticas.  

1.1.3.1. Lactobacillus  

Este género compuesto por 124 especies se encuentra ampliamente 

distribuido en vegetales, productos lácteos y cárnicos. También forman parte del 

tracto intestinal y vaginal de un gran número de especies. Son microorganismos que 

poseen estatus GRAS (generalmente reconocidos como seguros, por sus siglas en 

inglés). Este género tiene una gran importancia industrial debido a que se utilizan 

para la producción de una gran cantidad de alimentos y bebidas fermentadas. 

Morfológicamente son bacilos Gram positivos, la gran mayoría inmóviles, aunque 

existen pocas especies móviles por flagelos peritricos. No son esporulados y son 

sacarolíticos. La característica principal de este género es la de fermentar 

carbohidratos produciendo ácido láctico, y puede presentar un metabolismo 

heterofermentativo o homofermentativo. Los lactobacilos son microorganismos 

anaerobios y pueden crecer en rangos de temperatura entre 2°C a 53°C, con un 

rango de temperatura óptima entre 30-40°C (Mattarelli et al., 2014; Mozzi, 2015). 
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Sus requerimientos nutricionales varían según la especie, pero generalmente 

requieren de tiamina, piridoxina, riboflavina, biotina, ácido fólico, entre otros.   

Como ya se mencionó, los lactobacilos, se encuentran en una gran variedad 

de ambientes ricos en carbohidratos, y se han aislado de mucosas animales y 

humanas, productos vegetales, lácteos y cárnicos. Se ha visto que la mayoría de 

las especies homofermentativas se encuentran asociadas al hombre y los animales 

mientras que las especies heterofermentativas se asocian a los alimentos, en donde 

pueden estar implicadas a un proceso de fermentación o descomposición.  

Para lograr la identificación y caracterización de especies de este género se 

emplean diferentes técnicas tanto moleculares como fenotípicas, siendo el análisis 

de la composición de ADN o ARN (hibridación o secuenciación) los más confiables 

para su clasificación taxonómica a nivel género. Para lograr la correcta clasificación 

a nivel especie se utilizan técnicas moleculares basadas en PCR (Coeuret et al., 

2003).  

1.1.3.2. Lactococcus  

Las especies de este género tienen forma de coco, los cuales pueden estar 

dispuestos en pares o cadenas de longitud variable. Son bacterias Gram positivas, 

no esporuladas, sin flagelo, homofermentativas, que producen solo ácido láctico L 

(+). Son anaerobias facultativas o microaerófilas. Su temperatura óptima de 

crecimiento es 30°C. No crecen en concentraciones mayores a 6.5% de NaCl o 

cuando el pH del medio es de 9.6. Generalmente, las especies pertenecientes a 

este género de BAL, se encuentran en productos como la leche y cremas 

fermentadas, en donde desempeñan un papel determinante en la calidad sensorial 

y sanitaria de estos productos debido a que son los microorganismos 

predominantes. Las principales especies de Lactococcus son: Lactococcus lactis 

subsp. lactis, Lactococcus lactis subsp. cremoris y Lactococcus lactis subsp. lactis 

biovar. diacetylactis (Gutiérrez-Méndez et al., 2010). 

 1.1.3.3. Leuconostoc 

 Los miembros de este género de bacterias ácido-lácticas son bacterias 

anaerobias facultativas, catalasa negativa que se agrupan en pares y cadenas. 
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Dentro del género Leuconostoc se encuentra Leuconostoc mesenteroides (con sus 

tres subespecies mesenteroides, dextranicum y cremoris) y otras trece especies, 

como Leuc. citreum, Leuc. carnosum, Leuc. durionis, Leuc. fallax, Leuc. ficulneum, 

Leuc. pseudoficulneum, Leuc. fructosum, Leuc. gasicomitatum, Leuc. gelidum, 

Leuc. pseudomesenteroides, Leuc. gelidum, Leuc. inhae, Leuc. kimchi y Leuc. lactis 

(Ogier et al., 2008).  

 Las especies de Leuconostoc tienen relevancia económica debido a que son 

necesarias para la elaboración de diversos productos fermentados como la col 

agria, los pepinillos y diversos productos cárnicos. También son productores de 

compuestos aromáticos y dextranos en diversos productos lácteos, los cuales son 

compuestos con diversas aplicaciones en la industria alimentaria y farmacéutica. 

Sin embargo, algunas cepas de Leuconostoc están relacionadas en el deterioro de 

alimentos, principalmente productos cárnicos, pescados y caña debido a la 

formación de limo y como causantes de infecciones en pacientes 

inmunocomprometidos (Hemme y Foucaud-Scheunemann, 2004).  

1.1.3.4. Pediococcus 

Las especies del género Pediococcus son bacterias anerobias facultativas 

que presentan un metabolismo homofermentativo y normalmente son cocos con 

0.5-1.0 Pm de diámetro, que se agrupan en pares o tétradas. Las especies que 

conforman a este género son nueve: Pediococcus pentosaceus (con sus 

subespecie intemedius y P. stilesii), P. acidilactici, P. cellicola, P. claussenii, P. 

damnosus, P. inopinatus, P. parvalus, P. dextrinicus (Holzapfel et al., 2015). 

Algunas cepas de P. acidilactici y P. pentosaceus son muy utilizadas en la 

industria de los alimentos para la fermentación de vegetales y productos cárnicos, 

debido a sus propiedades antimicrobianas, principalmente atribuidas a la pediocina 

(Porto et al., 2017).  
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1.1.4. Identificación de bacterias ácido-lácticas  

1.1.4.1 Identificación fenotípica clásica  

Desde el descubrimiento de la primera bacteria láctica a finales del siglo XIX, 

las técnicas fenotípicas han sido la base del estudio microbiológico de este grupo 

de bacterias. Actualmente, los caracteres empleados por Orla-Jensen a principios 

del siglo XX aún tienen vigencia y permiten establecer una identificación presuntiva 

de estas bacterias, la cual deberá comprobarse por métodos moleculares 

(Vandamme et al., 2014). La morfología bacteriana, la tinción de Gram, la reacción 

con la catalasa, la capacidad de esporulación, entre otras forman parte del protocolo 

a seguir para la identificación de las BAL después de haberse aislado de un cultivo 

puro procedente de un medio de cultivo sólido (Muñoz et al., 2011). Posteriormente 

se debe probar la capacidad de fermentación de diferentes hexosas, para poder 

deducir si su metabolismo es homofermentativo o heterofermentativo (Ribpreau-

Gayon et al., 2006). Con estas pruebas se logra una aproximación a nivel género. 

Para lograr una identificación a nivel especie, tradicionalmente se emplean las 

pruebas miniaturizadas API 50CHL (Biomérieux®), en donde se puede establecer la 

capacidad de la cepa bacteriana para la asimilación de 49 carbohidratos, 

obteniéndose perfiles específicos para cada especie. Sin embargo, aunque este 

método es muy empleado, algunos de los resultados no son totalmente confiables 

debido a que se encuentran grandes diferencias entre los perfiles de aislados 

pertenecientes a la misma especie, por lo que deben de ser acompañados por una 

identificación genotípica o molecular.  

1.1.4.2 Identificación genotípica o molecular  

Para este tipo de identificación que en la actualidad está ampliamente 

extendido se utiliza el ácido desoxirribonucleico (ADN) bacteriano (Heyndrick et al., 

1996). Existe una amplia variedad de técnicas moleculares que permiten la 

identificación a nivel género, especie, subespecie o incluso cepa a partir de un 

aislado de BAL (Muñoz et al., 2011). Los métodos de identificación genotípica 

pueden clasificarse en dos tipos: aquellos que emplean técnicas basadas en la 

reacción en cadena de la polimerasa (PCR) y los basados en hibridación.  
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Los métodos de identificación basados en PCR requieren de la obtención in 

vitro de una gran cantidad de copias de una secuencia génica mediante el empleo 

de la enzima polimerasa. Este gran número de copias es fácilmente identificado por 

una electroforesis. En la actualidad son numerosos genes los que se emplean para 

logra la identificación microbiana, como el que codifica para el citocromo C, el gen 

tuf, o el ADN ribosómico 16S (Vandamme et al., 2014). La función del ADN 

ribosómico, conformado por dos subunidades junto con las proteínas que 

conforman el ribosoma procariota es la traducción de las secuencias de ARN 

mensajero a proteínas, función vital para la sobrevivencia de la célula por lo que 

cualquier modificación en su estructura puede tener consecuencias metabólicas 

importantes o incluso la muerte del microorganismo. De forma concreta, la 

subunidad 16S del ARN ribosomal permite el reconocimiento de la secuencia Shine-

Dalgarno del ARN mensajero, permitiendo tener la posición correcta del misma para 

poder iniciar la traducción genética (Herráez, 2012). Se han empleado numerosos 

genes ribosómicos para la identificación bacteriana, así como en la determinación 

de su posición filogenética, como la subunidad 16S, la subunidad 23S o la 

subunidad 5S, siendo mayormente utilizada la subunidad 16S, debido a su menor 

tamaño cuando se compara con la subunidad 23S (Singh, et al., 2009). Esta 

secuencia que cuenta con 1500 pares de bases, con dominios altamente 

conservados en ambos extremos del gen permite el diseño de primers o cebadores 

que permitan obtener el gen completo por PCR (Heyndrickx et al., 1996), así como 

las regiones variables que permiten la identificación del organismo. Sin embargo, el 

uso de la secuencia 16S presenta una problemática para la correcta identificación 

de especies filogenéticamente cercanas, como algunas especies pertenecientes al 

género Lactobacillus. Un ejemplo, son las especies de Lb. plantarum, Lb. 

paraplantarum y Lb. pentosus (Singh et al., 2009). Por esta razón se recomienda la 

utilización de varios genes para lograr la completa identificación de las especies 

microbianas.  

Por otro lado, las técnicas basadas en hibridación tienen su fundamento en 

la capacidad de desnaturalización y renaturalización que tienen los ácidos 

nucleicos. Las hebras de ADN pueden ser separadas por medio de agentes 
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químicos, como la urea, formamida, ácidos o bases, o por efecto de la temperatura. 

La adición a la mezcla de reacción de otras moléculas de ADN o ARN, que, una vez 

neutralizadas las condiciones de desnaturalización, se unirán en mayor o menor 

grado con las dos hebras originales, produce la formación de tres posibles tipos de 

híbridos: los híbridos ADN-ADN, los híbridos ADN-ARN y los híbridos ARN-ARN, 

permitiendo con ello la localización de la secuencia de interés. El método basado 

en hibridación más utilizado es la hibridación fluorescente in situ (FISH), por sus 

siglas en inglés (Herráez, 2012). 

1.1.5 Hábitats de las bacterias ácido-lácticas 
Debido a la limitada capacidad biosintética de las BAL y a sus altos 

requerimientos de carbono y nitrógeno, los hábitats naturales de estas bacterias son 

ambientes ricos en nutrientes. Las BAL generalmente pueden ser aisladas a partir 

de fuentes animales o vegetales y de sus correspondientes alimentos fermentados, 

dentro de los que se incluyen productos lácteos, cárnicos hortofrutícolas y derivados 

de cereales. Algunas especies también pueden estar presentes en el tracto 

respiratorio, intestinal y vaginal de humanos y animales. La habilidad de colonizar 

estos ambientes dependerá directamente de su versatilidad metabólica 

(Klaenhammer et al., 2005). Su amplia distribución en alimentos y así como la 

inocuidad de una gran cantidad de cepas, principalmente pertenecientes a los 

géneros Lactobacillus y Lactococcus ha llevado a que estas bacterias hayan sido 

utilizadas para conservación alimentos por medio de la fermentación, los cuales son 

ampliamente consumidos por los humanos.  

1.1.6 Importancia de las BAL en la industria alimentaria  

Las BAL han sido muy explotadas por la industria alimentaria por sus 

propiedades bio-conservantes para la elaboración de diversos productos 

alimenticios dentro de los cuales destacan productos cárnicos, productos lácteos, 

vegetales encurtidos y masas fermentadas, debido al proceso de acidificación de la 

materia prima, el cual puede coadyuvar a aumentar la vida de anaquel de estos 

productos. Por otro lado, en los últimos años, los consumidores buscan productos 

alimenticios sin conservadores químicos, esto ha presionado a la industria 

alimentaria hacia la búsqueda de sustancias de origen natural que impidan el 
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deterioro de los alimentos causado por microorganismos. Las BAL resultan ser los 

candidatos ideales para la ser utilizados en las fermentaciones alimentarias, debido 

al estatus GRAS (generalmente reconocidos como seguros, por sus siglas, en 

inglés), de algunos de sus géneros, principalmente Lactococcus y Lactobacillus; 

además de que algunas cepas pueden producir diversos metabolitos con actividad 

biológica o con potencial inhibidor del crecimiento de ciertas bacterias y hongos.  

En los últimos años ha tomado relevancia el empleo de cepas de BAL como 

agentes de biocontrol (control microbiológico). Este biocontrol presenta tres 

mecanismos principales: i) competencia por nutrientes, ii) reducción del pH del 

medio y iii) producción de sustancias con potencial antimicrobiano o antifúngico 

como ácido láctico, ácidos feniláctico, peróxido de hidrógeno, compuestos de origen 

proteico, como las bacteriocinas o péptidos antimicrobianos, entre otros (Reis et al., 

2012). A la producción de compuestos con actividad antimicrobiana o antifúngica 

por microorganismos se conoce como antibiosis (Leyva-Salas et al., 2017). Como 

se puede observar los aspectos beneficiosos de las BAL son numerosos, y 

habitualmente, pueden presentarse durante el proceso de producción de producción 

de determinados alimentos, principalmente los alimentos y bebidas fermentados. A 

continuación, se describirán con mayor amplitud las propiedades antagónicas que 

presentan las BAL, así como el papel de estas en las fermentaciones alimentarias.  

1.1.6.1 Papel de las BAL en los alimentos fermentados  

Los alimentos fermentados tienen propiedades funcionales únicas debido a 

que pueden contener microorganismos con propiedades funcionales. Estos 

microorganismos pueden transformar los componentes presentes en un alimento 

durante la fermentación logrando aumentar: i) la biodisponibilidad de los nutrientes; 

ii) su inocuidad; iii) su vida de anaquel por la producción de compuestos 

antimicrobianos; y iv) sus características sensoriales debido a la formación de 

compuestos que imparten sabor, textura y olor (Tamang et al., 2016). Dentro de 

estos microorganismos encontramos a las BAL.   

Las bacterias ácido-lácticas son muy utilizadas para la producción de 

diversos alimentos fermentados, ya sea formando parte de un cultivo iniciador o bien 
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como parte de la microbiota autóctona del alimento. El empleo de las BAL para la 

elaboración como cultivo iniciador en la producción de alimentos fermentados 

ayudan a mejorar las características sensoriales (sabor, textura y olor), aumentan 

la calidad nutricional, y permitiendo su conservación por mayor tiempo. Esta acción 

conservante de las BAL se debe a la competencia por nutrientes entre estas 

bacterias y los microorganismos de descomposición, así como por su capacidad 

productora de metabolitos con actividad antimicrobiana (Ramírez-Ramírez et al., 

2011). 

En los últimos años se ha visto que las BAL, además de mejorar la calidad 

sensorial y nutricional de los alimentos fermentados, pueden producir compuestos 

que pueden ejercer diversas actividades en el organismo, como los péptidos 

bioactivos, además de que algunas cepas pueden tener propiedades probióticas. 

También las BAL pueden producir una gran cantidad de compuestos con actividad 

antimicrobiana y antifúngica, sin embargo, en este trabajo solo nos centraremos en 

la producción de los compuestos que ejercen un efecto antifúngico, los cuales son 

serán descritos posteriormente. En la Figura 1.4 se muestran las principales 

funciones que pueden realizar las BAL en los alimentos fermentados. 
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FIGURA 1.4. Principales funciones realizadas por las BAL en los alimentos 

fermentados 

 
1.1.6.2. Propiedades antagónicas de las bacterias acido lácticas 

En los últimos años se ha puesto en evidencia que las bacterias ácido-

lácticas tienen propiedades antagónicas que ofrecen protección contra hongos y 

bacterias que provocan el deterioro de los alimentos (Messens y De Vuyst, 

2002). Estas propiedades antagónicas han sido asociadas a una amplia gama de 

compuestos antimicrobianos activos producidos durante la fermentación bacteriana, 

como por ejemplo, ácido láctico, ácido acético, ácido benzoico, dióxido de carbono, 

etanol, peróxido de hidrógeno, diacetilo, reuterina y bacteriocinas (Lavermicocca et 

al., 2000; Messens y De Vuyst, 2002; Ström et al., 2002; Lind et al., 2007; Hassan 

y Bullerman, 2008; Dalié et al., 2010). 
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1.1.6.3. Actividad antifúngica de las bacterias ácido-lácticas 

Las BAL pueden ejercer su efecto antifúngico mediante tres mecanismos 

principales: i) competencia por nutrientes, ii) reducción del pH del medio, y iii) 

producción de metabolitos con potencial antifúngico. El control del deterioro 

producido por hongos por medio de microorganismos antagónicos con potencial 

antifúngico es un proceso complejo que depende de tres elementos principales: i) 

las condiciones de la materia prima o alimentos (factores abióticos y bióticos), ii) las 

características fisiológicas y bioquímicas del hongo, y iii) las características de los 

microorganismos antagónicos y/o compuestos con actividad antifúngica 

(Magnusson et al., 2003; Leyva Salas et al., 2017). En la Figura 1.5, puede 

observarse lo descrito anteriormente. 

 
 

FIGURA 1.5. Relación existente entre el alimento-hongo-agente antifúngico. 
Adaptada de Leyva et al., 2017 
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Los compuestos antifúngicos pueden presentar: i) un mecanismo de acción 

específico, como la natamicina, la cual bloquea el crecimiento del hongo por medio 

de una interacción especifica con el ergosterol de la membrana, o ii) un mecanismo 

no específico, como las moléculas que generan condiciones de estrés (ácido u 

osmótico) a los hongos (Leyva-Salas et al., 2017). A continuación, se describen 

algunas de las investigaciones más sobresalientes de la producción de compuestos 

con actividad antifúngica por bacterias ácido-lácticas realizados en la última década.  

Djossou et al. (2011) estudiaron el efecto antifúngico que presentan algunas 

cepas de BAL aisladas de la cereza de café sobre el crecimiento de Aspergillus 

carbonarius durante el almacenamiento del café Robusta. Los autores demostraron 

que diez cepas de BAL identificadas como Lb. plantarum tuvieron un efecto 

antagonista contra la cepa fúngica evaluada (A. carbonarius), uno de los principales 

productores de ocratoxinas durante el almacenamiento de café, y por lo tanto alguna 

de estas cepas de BAL pueden ser utilizadas para evitar el crecimiento de hongos 

toxigénicos durante el almacenamiento del café.  

 Cortés-Zavaleta et al. (2014) realizaron un estudio para determinar la relación 

existente entre la actividad antifúngica y la habilidad productora de ácido-3-fenil 

láctico durante el crecimiento en medio MRS (de Man Rogosa Sharpe) de bacterias 

ácido-lácticas. Se probó la actividad antifúngica y la capacidad productora de ácido-

3-fenil-láctico de trece cepas de BAL, dentro de las cuales se encontraban cinco 

cepas de Lb. casei, dos cepas de Lb. rhamnosus, dos cepas de Lb. fermentum, una 

cepa de Lb. acidophilus, una cepa de Lb. plantarum, una cepa de Lb. sakei y una 

cepa de Lb. reuteri. Se demostró que las cuatro especies de hongos probadas en 

este estudio (Colletotrichum gloesporoides, Botrytis cinerea, Penicillium expansum 

y Aspergillus flavus presentaban diferentes grados de sensibilidad frente a los 

sobrenadantes libres de células de cada una de las fermentaciones realizadas con 

las BAL antes mencionadas. También se observó que la actividad antifúngica de las 

BAL no sólo se debía a la producción del ácido 3-fenil-láctico, sino que se trataba 

de un efecto sinérgico de varios compuestos producidos durante la fermentación 

por estas bacterias. 
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En ese mismo año Li et al. (2014), evaluaron la actividad antifúngica y el 

efecto que tiene el extracto libre de células de Lactobacillus casei AST18 sobre la 

morfología del micelio de Penicillium chrysogenum. En este estudio se demostró 

que la cepa de Lb. casei AST18 tenía la capacidad de inhibir el crecimiento de P. 

chrysogenum. Además, por medio de imágenes obtenidas por microscopia 

electrónica de barrido también se pudo observar que la morfología del micelio se 

alteraba por efecto del extracto libre de células de BAL utilizada en este estudio.  

Posteriormente, en un estudio realizado por Varsha et al. (2015) se demostró 

la capacidad productora de compuestos antifúngicos por una cepa de Lactococcus 

sp. previamente aislada. Se demostró que el compuesto 2,4- di-tert-butil-fenol 

producido durante el crecimiento de esta cepa en medio MRS (de Man Rogosa 

Sharpe) presentó actividad antifúngica contra Aspergillus niger, Fusarium 

oxysporum y Penicillium chrysogenum.  

 En un estudio realizado por Romanens et al. (2019), se caracterizaron 

levaduras y BAL previamente aisladas de diferentes etapas de la postcosecha del 

cacao, con el objetivo de seleccionar a los microorganismos con capacidad 

adaptativa durante la simulación de un proceso de fermentación, y así poder 

desarrollar un co-cultivo levadura BAL. Dentro de las pruebas realizadas se 

encontraban las pruebas de actividad antifúngica in vitro e in vivo, evaluación del 

metabolismo de carbono, así como pruebas de tolerancia al estrés empleando un 

medio de simulación a base de pulpa de cacao. Los autores encontraron que las 

cepas de Lb. fermentum (M017 y 223), Hanseniaspora opuntiae (H17) y 

Saccharomyces cerevisiae (H290) fueron las que mostraron tener una mayor 

capacidad antifúngica contra cepas de Aspergillus, Penicillium y Gibberella, 

además de que mostraron tener una mayor adaptación metabólica a las 

condiciones que se encuentran durante el proceso de fermentación del cacao. La 

cepa con mayor capacidad antifúngica fue Lb. fermentum 223 mostró inhibir en un 

75 % el crecimiento del hongo, por lo que podría ser empleada en la formulación 

de co-cultivos con actividad antifúngica. Finalmente, los autores concluyen que 

Lactobacillus fermentum (M017 y 223), Hanseniaspora opuntiae (H17) y 

Saccharomyces cerevisiae (H290) son los microrganismos más adecuados para el 
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desarrollo de co-cultivos para limitar el crecimiento de hongos filamentosos y la 

producción de micotoxinas durante el proceso de fermentación del grano de cacao.   

En ese mismo año, Ruggirello et al. (2019) demostraron la capacidad antifúngica 

de cepas de levaduras y BAL aisladas del proceso de fermentación del cacao 

contra seis cepas de hongos de los géneros Aspergillus y Penicillium (A. flavus, P. 

citrinum, P. griseufulvum, A. niger y A. fumigatus), los cuales fueron aislados de 

granos de cacao secos. Las cepas microbianas que presentaron mayor actividad 

antifúngica fueron Lactobacillus fermentum, Lactobacillus plantarum, 

Saccharomyces cerevisiae y Candida ethanolica, la cual fue mayormente atribuida 

a la producción de ácidos orgánicos en el caso de las bacterias ácido-lácticas y a 

compuestos de origen proteico en el caso de las levaduras o incluso a un efecto 

sinérgico.   

Estos trabajos ponen de manifiesto la capacidad de las bacterias ácido-

lácticas aisladas de diferentes matrices alimentarias para la producción de 

compuestos con actividad antifúngica, sin embargo, no se han realizado estos 

estudios con BAL aisladas durante el proceso de fermentación del cacao en México. 

Es por ello, que es importante estudiar el potencial antifúngico de las cepas de BAL 

autóctonas del proceso de fermentación mexicano.  

1.1.6.4. Principales compuestos con actividad antifúngica producidos por las 
BAL 

Como ya se ha mencionado, algunas cepas de BAL tienen la habilidad de 

producir compuestos que presentan una actividad antifúngica. La producción de 

compuestos con actividad antifúngica (antibiosis) y el descenso del pH del medio 

son los factores principales que contribuyen con el efecto antifúngico en alimentos 

(Leyva-Salas et al., 2017). Se ha logrado purificar varios compuestos con actividad 

antifúngica, los cuales fueron producidos durante la fermentación con BAL. La 

mayoría de estos compuestos tienen bajo peso molecular dentro de los cuales 

podemos mencionar: ácidos orgánicos, reuterina, peróxido de hidrogeno, 

compuestos de origen proteico y ácidos grasos hidroxilados. Los compuestos con 



 

 24 

potencial antifúngicos producidos durante la fermentación con BAL aisladas de 

fuentes alimentarias se muestran en la Tabla 1.1  
 

Tabla 1.1 Principales compuestos con actividad antifúngica producidas 
durante la fermentación por cepas de BAL aisladas de alimentos 

Cepa de BAL Alimento del que 
fue aislada 

Compuesto 
antifúngico 

Referencia 

Lb. sanfrancisensis CB1 Masa agria Ácido caproico, 

ácido propiónico, 

ácido butírico y 

ácido valérico 

(Corsetti et al., 

1998) 

Lb. plantarum VTT E-

78076 

Cerveza Ácido benzoico 

metilhidantoína, 

mevalonolactona, 

ciclo (Gly-L-Leu) 3-

fenil-láctico 

(Niku-Paavola 

et al., 1999) 

Lb. plantarum 21B Masa agria Ácido 3- fenil-

láctico (PLA), Ácido 

4-hidroxi-fenil-

láctico 

(Lavermicocca 

et al., 2000) 

Lb. mali VLT112, Lb. 

pentosus VLT310 

Salami Compuestos 

peptídicos 

(Coloretti et al., 

2007) 

Lb. plantarum FST 1.7 Cebada malteada Ácido láctico, PLA, 

ciclo(L-Leu-L-Pro) y 

ciclo (L-Phe- L-Pro) 

(Dal Bello et 

al., 2007) 

Lb. reuteri CRL1100, Lb. 

brevis CRL 772 y CRL796 

Masa agria Ácidos orgánicos (Gerez et al., 

2009) 

Lb. brevis PSI Cebada malteada Ácidos orgánicos y 

compuestos de 

origen proteico 

(Mauch et al., 

2010) 

Lb. paracasei subsp. 

paracasei, Leuc. 

mesenteroides 

Yogurt y queso feta Compuestos 

parecidos a las 

bacteriocinas 

(Voulgari et al., 

2010) 
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Cepa de BAL Alimento del que 
fue aislada 

Compuesto 
antifúngico 

Referencia 

Lb. plantarum Kimchi Cicio (Leu-Leu) y į-

dodecalactona 

(Yang y 

Chang, 2010; 

Yang, et al., 

2011) 

Lb. plantarum Yuca fermentada Ácido 2-hidroxi-4 

metilpentanoico 

(Ndagano, et 

al., 2011) 

Lb. helveticus Producto lácteo Ácidos orgánicos (Bian et al., 

2016) 

Lb. sakei subsp. ALIO33 Kimchi Ácidos orgánicos (Huh y Hwang, 

2016) 

Pd. Pentosaceus Productos lácteos Antioxidantes 

fenólicos 

(Sellamani et 

al., 2016) 

Lb. paracasei, Lb. 

pentosus, Lb. rhamnosus, 

Lb. fermentum, Lb. 

fermentum 

Queso Ácidos orgánicos (Fernandez et 

al., 2017) 

Lb. fermentum, Leuc. 

mesenteroides 

Productos 

fermentados 

tradicionales 

andinos 

PLA y ácidos 3,5-

Di-O-

cafeoilquínicos 

(Yépez et al., 

2017) 

Lb. rhamnosus Productos lácteos 

tradicionales 

Compuestos de 

origen proteico 

(Bazukyan et 

al., 2018) 

Lb. fermentum Granos de cacao Ácidos orgánicos (Romanens et 

al., 2019) 

Lb. fermentum, Lb. 

plantarum 

Granos de cacao Ácidos orgánicos (Ruggirello et 

al., 2019) 

 

La producción de estos compuestos con actividad antifúngica depende de la 

cepa de BAL empleada, así como de los factores del medio de fermentación como 

el pH, la temperatura, el tiempo de incubación, el medio de crecimiento empleado, 

presencia de factores nutricionales (NaCl, CaCl2, glucosa, extracto de levadura) 
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entre otros. En algunos estudios, se ha reportado que la máxima actividad 

antifúngica encontrada de Lactobacillus plantarum CUK501 fue a una temperatura 

de 30ºC durante el final de su fase logarítmica (Sathe et al., 2007). El empleo de 

factores nutricionales como la adicción de NaCl, CaCl2, glucosa o extracto de 

levadura puede aumentar la tasa de producción de compuestos con actividad 

antifúngica (Dalie et al., 2010). Se ha visto que la producción de compuestos 

antifúngicos producidos por algunas BAL se ve aumentado cuando el pH del medio 

de fermentación se encuentra en un rango de pH entre 5.5 y 7. Sin embargo el 

efecto que tiene el pH sobre la producción de compuestos con actividad antifúngica 

durante la fermentación con cepas de BAL también depende de otros factores como 

la temperatura y tiempo de incubación, la cepa de hongo y la presencia de 

microbiota competidora (Dalie et al., 2010). 

1.1.6.4.1 Principales características y mecanismo de acción de los 
compuestos con potencial antifúngico  

Los principales compuestos con actividad antifúngica estudiados son el ácido 

fenil-láctico, ácidos orgánicos, compuestos de naturaleza proteica, peróxido de 

hidrógeno, ácidos grasos y compuestos de naturaleza variada (Crowley et al., 

2013a). En la Figura 1.6 se muestran las principales características de los 

principales compuestos con actividad antifúngica producidos por las BAL.  
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FIGURA 1.6. Principales características de los compuestos antifúngicos producidos 
por las BAL (Dalie et al., 2010; Crowley et al., 2013a; 2010; Sadiq et al., 2019). 

 

1.1.6.4.2 Ácidos orgánicos 

Durante su metabolismo las BAL pueden producir diversos ácidos orgánicos 

como el láctico, acético, propiónico, entre otros, los cuales disminuyen el pH del 

medio de crecimiento y es así como contribuyen a la inhibición de microorganismos. 

La concentración y tipo de ácidos producidos durante las fermentaciones dependerá 

de la cepa de BAL empleada, así como de la composición del medio de 

fermentación utilizado y las condiciones de crecimiento, siendo el ácido láctico el 

que se produce en una mayor cantidad (Ammor et al., 2006)  

El ácido láctico puede producirse por la vía homofermentativa y 

heterofermentativa de las BAL y puede interactuar con las membranas celulares 

causando la acidificación intracelular y desnaturalización proteica. La forma no 

disociada del ácido es tóxica para hongos, levaduras y bacterias, siendo el 

esterioisómero L-láctico el que tiene una mayor capacidad inhibitoria (Ouwehand y 

Vesterlung, 2004). 
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El ácido acético es producido por las BAL heterofermentativas y puede 

interactuar con las membranas celulares y causar acidificación intracelular y 

desnaturalización proteica. Tiene mayor eficiencia como agente antimicrobiano 

(levaduras, bacterias y hongos) que el ácido láctico, debido que posee un mayor 

valor de pKa (4.75) que el ácido láctico (pKa 3.86) (Mani-López et al., 2012). Cuando 

se tienen mezclas de ácido láctico y acético se ha encontrado que el ácido láctico 

produce un descenso en el pH, incluso llegando a valores menores que el pka del 

ácido acético, lo cual aumenta la proporción de la forma no disociada del ácido 

acético, y de esta manera se potencializa su efecto (Adams y Nicolaides, 1997). 

Además cuando se utiliza ácido láctico con algún otro compuesto con potencial 

antimicrobiano se puede tener un efecto sinérgico, ya que el ácido láctico tiene la 

capacidad de permeabilizar membranas y por lo tanto mejora el efecto de otras 

sustancias antimicrobianas como las bacteriocinas (de Freire-Bastos et al., 2011).  

1.1.6.4.3. Ácido 3- fenil-láctico  

El ácido 3-fenil-láctico (PLA), cuya fórmula molecular es C9H10O3 (PM=166 

g/mol), es un ácido orgánico que se encuentra en los productos fermentados con 

bacterias ácido-lácticas y en la miel (Mu et al., 2012). Este ácido se produce como 

subproducto del metabolismo de la fenilalanina. Este ácido tiene la capacidad de 

retrasar el crecimiento de muchas especies de hongos, como Aspergillus, Fusarium 

y Penicillium (Lavermicocca et al., 2003; Gerez et al., 2009; Yépez et al., 2017), 

siendo uno de los compuestos antifúngicos producidos por las bacterias ácido-

lácticas más estudiados (Crowley et al., 2013a). La capacidad de producción de PLA 

por cepas de BAL fue por primera vez descrita por Lavermicocca et al. (2000), 

quienes purificaron este compuesto a partir del extracto libre de células de una cepa 

de Lb. plantarum. En este estudio se demostró que este compuesto evitaba el 

deterioro de un pan elaborado con masa fermentada con Saccharomyces cerevisiae 

y Lactobacillus plantarum en comparación con un pan elaborado con la masa 

fermentada solo por S. cerevisiae, la cual mostró crecimiento de Aspergillus niger 

FTDC3227. En un estudio posterior, Lavermicocca et al., 2003) observaron que para 

lograr la inhibición en un 90% del crecimiento de hongos en productos de 

panificación elaborados con masa agria se requerían de concentraciones de PLA 
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menores a 7.5 mg/mL. El PLA mostró un efecto inhibitorio contra 14 especies de 

hongos, incluidas algunas especies toxigénicas, como Penicillium citrinum, 

Aspergillus ochraceus, Aspergillus flavus, Penicillium verrucosum y Penicillium 

roqueforti. Posteriormente, en un estudio realizado por Gerez et al. (2009) se 

demostró que el ácido 3-fenil-láctico presentaba una mayor efectividad que el ácido 

propiónico, acético y láctico contra A. niger y F. graminearum.  

Se ha reportado que el ácido 3-fenil-láctico puede ser producido durante el 

crecimiento de diferentes especies de BAL en MRS en concentraciones que van de 

0.1 a 1.6 mM (Zhang et al., 2014). Esta concentración de PLA es menor al valor 

determinado de MIC (con PLA comercial) encontrado por Cortés-Zavaleta et al. 

(2014) para la inhibición del crecimiento fúngico (Colletotrichum gloeosporioides, 

Botrytis cinerea, Penicillium expansum y Aspergillus flavus), cuyos valores se 

encontraban en el rango de 3.01 a 36.10 mM. Sin embargo, aunque un existe un 

consenso sobre la concentración de PLA necesaria para lograr la inhibición en el 

crecimiento fúngico, la concentración producida por las BAL no es suficiente para 

lograr la inhibición. Por esta razón, diversos autores han tenido un progreso 

apreciable en la producción de PLA con diferentes especies de BAL por medio de 

la optimización de las condiciones de crecimiento (Lavermicocca et al., 2003; Zhang 

et al., 2014; Bustos et al., 2018)  

1.1.6.4.4. Peróxido de hidrógeno 

Las BAL pueden producir peróxido de hidrógeno (H2O2) mediante la acción 

enzimática de la flavoproteína oxidasa o NADH peroxidasa, sin embargo, las 

fermentaciones con producción de ácido láctico son esencialmente reacciones 

anaeróbicas por lo que la formación de peróxido de hidrógeno será limitada debido 

a la cantidad de oxígeno disuelto disponible en la fermentación. Su efecto 

antimicrobiano se debe a la oxidación de los grupos sulfhidrilo causando la 

desnaturalización proteica, además de la peroxidación de las membranas lipídicas, 

aumentando la permeabilidad de la membrana. El H2O2 también puede ser un 

precursor para la producción de radicales libres como son el superóxido (O2-) e 

hidroxilo (OH-), los cuales causan daños en el DNA (Hertzberger et al., 2014). 
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1.1.6.4.5. Compuestos proteicos  

 Se sabe que las bacterias ácido-lácticas tienen la capacidad de producir 

bacteriocinas y/o péptidos antimicrobianos, que actúan sobre bacterias Gram 

positivas y en algunos casos sobre Gram negativas, los cuales participan en la 

conservación de una gran cantidad de alimentos (Sabo et al., 2019). Sin embargo, 

existen solo algunos estudios que documentan la producción de compuestos de 

origen proteico por BAL con actividad antifúngica como los estudios realizados por 

Coloretti et al. (2007), Coda et al. (2011), Rizzello et al. (2011), y Bazukyan et al. 

(2018). La mayor parte de estos compuestos de origen proteico con actividad 

antifúngica son producidos por cepas de BAL pertenecientes al género de 

Lactobacillus (Coloretti et al., 2007; Coda et al., 2011; Rizzello et al., 2011; 

Bazukyan et al., 2018), aunque también se ha reportado su producción por 

Lactococus y Pediococcus (Batish et al., 1989; Digaitiene et al., 2012) 

También se ha observado que algunas cepas de Lactobacillus plantarum 

tienen la capacidad de producir péptidos cíclicos, como cis-ciclo-(Val-Pro) y cis-

ciclo-(Phe-Pro), las cuales poseen un efecto inhibitorio sobre el crecimiento de del 

crecimiento de Ganoderma boninense (Kwak et al., 2014).   

 En otro estudio se ha reportado que algunos péptidos bioactivos producidos 

por Lactobacillus plantarum poseen actividad antifúngica in vitro contra Aspergillus 

parasiticus y Penicillium expansum. Las secuencias de estos péptidos son las 

siguientes: SGADTTFLTK, LVGKKVQTF y GTLIGQDYK (Luz et al., 2017).  

 
1.1.6.4.6. Ácidos grasos  

Algunos ácidos grasos poseen actividades antimicrobianas y antifúngicas. Se 

ha observado que la longitud de la cadena juega un papel importante en el 

mecanismo antimicrobiano siendo los ácidos grasos con cadena larga los que 

presentan un mejor efecto inhibitorio (Bergsson et al., 2001; Crowley et al., 2013a).  

En un estudio realizado por Sjögren et al. (2003) se demostró que cuatro 

ácidos grasos hidroxilados (ácido 3-(R)-hidroxidecanoicoácido, ácido 3-hidroxi-5-

cis-dodecenoico, ácido 3-hidroxidodecanoico y ácido 3-hidroxitetradecanoico) 
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producidos Lactobacillus plantarum MiLAB 14 presentaron actividad antifúngica 

contra levaduras (Kluyveromyces marxianus, Pichia anomala y Rhodotorula 

mucilaginosa) encontrándose valores de concentración mínima inhibitoria (MIC) que 

van de 10 a 100 µg/L. En otro estudio realizado por Ndagano et al. 2011 se encontró 

que el extracto libre de células de Lb. plantarum WE56 y Weisella para 

mesenteroides LC11 presentó un efecto antifúngico contra cepas de A. niger, A. 

tubingensis, P. crustosum. Este efecto es atribuido al efecto sinérgico de ácido 2-

hidroxi-4-metilpentanoico y otros ácidos orgánicos, láctico, ácido acético y fenil-

láctico.  

1.1.6.4.6. Otros tipos de compuestos  
La reuterina (E-hidroxipropanaldehído) es una sustancia antimicrobiana que 

posee un peso molecular de 74 Da. Este compuesto se produce por cepas de 

Lactobacillus reuteri, que son bacterias ácido-lácticas heterofermentativas y 

anaerobias. La reuterina posee un amplio espectro de inhibición, ya que actúa 

contra bacterias Gram positivas y negativas, hongos, levaduras y protozoos 

(Ouwehand y Vesterlung, 2004).   

Se ha reportado la producción de lactonas por cepas de BAL con potencial 

antifúngico, como la estudiada por Niku-Paavola et al. 1999. En este estudio se 

reportó que la cepa de Lb. plantarum VTT E-78076 producía mevanolactona, la cual 

mostró tener una actividad inhibitoria del contra el crecimiento de Fusarium 

avanaceum del 10%.  

1.2 La fermentación del cacao y las bacterias acido-lácticas  

1.2.1 Fermentación del grano de cacao 

La fermentación de los granos de cacao es esencial para eliminar la pulpa 

que envuelve a estos y así como para desarrollar los precursores del sabor 

característico del chocolate (Fowler, 2009; Thompson et al., 2013). Los azúcares y 

polisacáridos que se encuentran presentes en la pulpa de cacao son fermentados 

por microorganismos, produciendo metabolitos y las condiciones necesarias que 

conducen a la muerte del grano por medio de una serie de reacciones bioquímicas. 

A partir de estas reacciones bioquímicas que se llevan a cabo dentro del grano de 
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cacao se generan los compuestos precursores de sabor y olor característicos del 

chocolate. Estos sabores se desarrollan completamente durante las etapas del 

tostado y conchado del proceso de elaboración del chocolate (Schwan y Wheals, 

2000; Afoakwa et al., 2008; Lima et al., 2011; Ho et al., 2015).  

La fermentación de los granos de cacao se realiza de forma espontánea en 

beneficiadoras, lo cual conlleva a la obtención de granos de cacao fermentados de 

calidad heterogénea. Generalmente se lleva a cabo en sacos, montones, cajas, 

charolas y plataformas. La duración del proceso fermentativo es de 2 a 10 días 

dependiendo de las prácticas y condiciones utilizadas en la beneficiadoras (De 

Vuyst y Weckx, 2015; Schwan et al., 2015).  

La microbiota implicada en el proceso de fermentación ha sido estudiada por 

diversos autores, en estos estudios se ha puesto de manifiesto una posible sucesión 

microbiana y el impacto de esta en la calidad del producto final (Schwan y Wheals, 

2004; Pereira et al., 2012). Al inicio de la fermentación el bajo valor de pH de la 

pulpa debido al contenido de ácido cítrico y la baja disponibilidad de oxígeno 

favorecen el crecimiento de levaduras. Por lo tanto, las levaduras se desarrollan 

durante este periodo produciendo etanol y degradando la pectina disponible (fase 

1). Posteriormente, existe un decremento en su población, lo cual favorece al 

crecimiento de las bacterias ácido-lácticas (BAL), las cuales alcanzan su máximo 

crecimiento alrededor de la hora 36 de fermentación (fase 2). Las BAL convierten la 

glucosa disponible a ácido láctico. Después de las 48 horas, el crecimiento de las 

bacterias ácido-lácticas comienza a disminuir. Simultáneamente, empiezan a 

aumentar la cantidad de bacterias acéticas (BA), las cuales oxidan el etanol a ácido 

acético. Este ácido es el causante del incremento de la temperatura por arriba de 

50°C (fase 3). La elevación de la temperatura, la disminución del pH (de 6.5 a 4.8) 

y la penetración del ácido acético y etanol al grano son los causantes de la muerte 

del grano de cacao (Ardhana y Fleet, 2003; Nielsen et al., 2005; Camu et al., 2007; 

Cleenwerck et al., 2008; Daniel et al., 2009; Garcia-Armisen et al., 2010). A 

continuación, se muestran en la Figura 1.6 las principales fases de la fermentación 

del cacao.  



 

 33 

 
 

FIGURA 1.7. Principales fases de la fermentación del grano de cacao. 
(Papalexandratou et al., 2013; Schwan et al., 2015)  

Las principales levaduras involucradas en el proceso de fermentación del 

cacao pertenecen a los géneros Candida, Pichia, Hanseniaspora, Torulopsis, y 

Saccharomyces, estas varían de acuerdo al sistema de fermentación utilizado y el 

ambiente en donde se realiza el proceso (Schwan y Wheals, 2004). Con respecto, 

a las bacterias ácido-lácticas que se encuentran generalmente presentes en la 

fermentación del grano de cacao destacan los siguientes géneros: Lactobacillus, 

Lactococcus, Leuconostoc y Pediococcus. Cabe destacar, que no es deseable para 

la calidad del grano de cacao fermentado que se produzca una gran cantidad de 

ácido láctico, ya que este tiene una baja volatilidad y es difícil expulsarlo del grano 

durante el secado (García-Díaz, 2013). Por último, los principales géneros de 

bacterias acéticas involucradas en el proceso de fermentación del cacao, son: 

Acetobacter y Gluconobacter (Schwan y Wheals, 2004).  

La producción del etanol por el crecimiento de las levaduras y la producción 

de ácido acético por las bacterias ácido-acéticas, así como el aumento de la 
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temperatura entre 45 a 50ºC provocan la muerte del grano de cacao debido a una 

serie de reacciones bioquímicas provocadas por el ingreso de los metabolitos antes 

mencionados. Estas reacciones bioquímicas que suceden en el interior del grano 

son necesarias para lograr una fermentación exitosa del grano y para el desarrollo 

de los sabores y olores característicos del chocolate. Otro factor muy importante es 

la disminución del pH interno del grano de cacao, el cual tiene un pH =7, antes del 

proceso de fermentación y debe de disminuir a un valor entre 5.0 y 5.5 para permitir 

que las proteasas endógenas del grano tengan una actividad optima y degraden las 

proteínas presentes en el grano y así produzcan los compuestos precursores de 

sabor del chocolate (Ho et al., 2015).  

1.2.1.1 Importancia de las BAL en la fermentación del cacao 

Las BAL se están asociadas al proceso fermentativo del grano de cacao, 

generalmente se encuentran en concentraciones de 107-108 UFC / g entre las 36 a 

48 horas de fermentación (Lima et al., 2011, Schwan et al., 2015; Thompson et al., 

2013). Si bien se han encontrado una diversidad de especies de BAL en este 

ecosistema, las especies de Lactobacillus plantarum y Lactobacillus fermentum son 

las que se encuentran con una mayor frecuencia (Ardhana y Fleet, 2003; Nielsen et 

al., 2007; Camu et al., 2008; Kostinek et al., 2008; Lefeber et al., 2011a; 

Papalexandratou et al., 2011a; 2011c; 2013). 

De Vuyst y Weckx (2015) han revisado la ecología, las actividades 

metabólicas y las funciones potenciales de las BAL durante las fermentaciones del 

grano de cacao, encontrándose que las BAL realizan tres actividades principales 

durante este proceso fermentativo: (i) fermentan los azúcares disponibles en la 

pulpa, principalmente glucosa y fructosa, produciendo principalmente ácido láctico 

y cantidades menores de etanol y ácido acético; (ii) utilizan ácido cítrico que se 

encuentra disponible en la pulpa para producir principalmente ácido láctico, ácido 

acético, acetaldehído, diacetilo, acetoína y 2,3-butanodiol; y (iii) algunas especies 

pueden reducir la fructosa de la pulpa a manitol, lo cual fue observado en otras 

investigaciones (Camu et al., 2007; Camu et al., 2008a; Camu et al., 2008b; Lefeber 

et al., 2011a; De Vuyst y Weckx, 2015). Los procesos de simulación del proceso del 
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cacao, los cuales emplean utilizan medios de pulpa de cacao y cultivos puros de 

BAL aisladas del mismo proceso confirman dicho comportamiento metabólico 

(Lefeber et al., 2010, 2011a; Adler et al., 2013; Moens et al., 2014 ; Ho et al., 2015). 

Con el fin de reconocer la relevancia de las BAL en este proceso 

fermentativo, se han realizado varios experimentos utilizando cepas seleccionadas 

de L. plantarum y L. fermentum como cultivos iniciadores, pudiendo estar en 

combinación con levaduras y bacterias ácido-acéticas. Estos cultivos iniciadores 

son utilizados para conducir el proceso fermentativo y mejorar los parámetros de 

calidad del grano de cacao fermentado (Schwan 1998; Lefeber et al., 2012; Pereira 

et al., 2012). Sin embargo, ninguno de estos estudios ha proporcionado aún no ha 

brindado una mayor información acerca papel específico de las BAL en la 

fermentación del grano de cacao y los indicadores de calidad.  

1.3 Ecología microbiana en la fermentación del cacao 

La ecología microbiana de la fermentación del cacao es compleja e implica 

sucesiones microbianas de diversas especies de levaduras, bacterias ácido-

lácticas, bacterias ácido acéticas y, posiblemente, algunas especies de bacilos 

esporulados, otros géneros bacterianos y hongos filamentosos (Ardhana y Fleet, 

2003; Schwan y Wheals, 2004; Lima et al., 2011; Thompson et al., 2013; De Vuyst 

y Weckx, 2015).  

Dentro de las levaduras, Hanseniaspora guilliermondii o Hanseniaspora 

opuntiae generalmente dominan la parte inicial de la fermentación, posteriormente 

se ha reportado a Saccharomyces cerevisiae, Kluyveromyces marxianus, Pichia 

membranifaciens, Pichia kudriavzevii y algunas Candida spp. como dominantes 

(Ardhana y Fleet, 2003; Jespersen et al., 2005; Nielsen et al., 2005; Lagunes- 

Gálvez et al., 2007; Daniel et al., 2009; Figueroa-Hernández et al., 2019). En el caso 

de las bacterias ácido-lácticas, se ha reportado que Lactobacillus plantarum y 

Lactobacillus fermentum se desarrollan con mayor frecuencia, aunque a veces se 

han encontrado algunas especies de Pediococcus y Leuconostoc (Nielsen et al., 

2007; Camu et al., 2008; Kostinek et al., 2008; Figueroa-Hernández et al., 2019). 

Para el caso de las bacterias ácido acéticas se ha visto que Acetobacter 
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pasteurianus es la principal representante de este género en este proceso 

fermentativo, sin embargo, también se ha reportado la presencia de especies como 

Gluconobacter oxydans, Acetobacter tropicalis, Acetobacter lovaniensis y 

Acetobacter syzygii (Ardhana y Fleet, 2003; Camu et al., 2007; Nielsen et al., 2007; 

Lefeber et al., 2011b; Ho et al., 2015). 

También se ha reportado la presencia de algunas bacterias del género 

Bacillus durante las 48 y 60 horas de fermentación, encontrándose principalmente 

a Bacillus licheniformis, Bacillus megaterium, B. pumilus e incluso B. subtilis. La alta 

temperatura que se logra alcanzar durante el proceso fermentativo favorece el 

crecimiento de estas bacterias que pueden catalizar diversas reacciones que 

producen sabores y olores desagradables en el grano pero que también podrían 

contribuir con la formación de ácidos orgánicos y compuestos como el 2,3 

butanodiol, que imparte sabor (Ardhana y Fleet, 2003; Ouattara et al., 2008; Wacher, 

2011; Figueroa-Hernández et al., 2019). 

Por otro lado, en diversos estudios se ha reportado la presencia de hongos 

filamentosos en la superficie de la masa fermentativa durante los últimos días de 

fermentación del grano de cacao (Schwan y Wheals, 2004; Copetti et al., 2013), 

sobre todo cuando la remoción de la masa fermentativa no se realiza correctamente. 

Por otro lado, los hongos filamentosos también pueden ser observados dentro de 

las cajas de fermentación, cuando se lleva a cabo la agitación de la masa 

fermentativa. El papel que tienen los hongos en el proceso no está bien definido, sin 

embargo, se conoce que algunas especies pueden causar la hidrólisis de la pulpa, 

produciendo sabores extraños y altera el sabor característico del grano de cacao 

(Ardhana y Fleet, 2003; Schwan y Wheals, 2004). El desarrollo de hongos al final 

de la fermentación y provocan un mayor deterioro del grano durante la fase de 

secado (Gilmour y Lindblom, 2008).  

Después de estudiar la ecología microbiana de la fermentación de cacao en 

cajas de madera en Indonesia, Ardhana y Fleet (2003) observaron la presencia de 

Penicillium citrinum y un basidiomiceto no identificado en las primeras 36 h de 

fermentación Ambos hongos mostraron una fuerte actividad de poligalacturonasa, 
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sugiriendo que puede tener un papel en la degradación de la pulpa de cacao durante 

las primeras etapas de fermentación. También se ha reportado la presencia de 

Aspergillus versicolor, Aspergillus wentii y Penicillium purpurogenum (Ardhana y 

Fleet, 2003; Copetti et al., 2014).  

Sin embargo, la preocupación principal es que exista presencia de hongos 

filamentosos productores de micotoxinas (ocratoxinas, aflatoxinas, entre otras) o 

toxigénicos durante la fermentación y otras etapas de la cadena productiva del 

cacao. Se ha reportado la presencia de hongos filamentosos productores de 

ocratoxina A en granos de cacao fermentados mediante fermentación en la caja y 

pila, las cuales fueron realizadas en Camerún, las principales especies encontradas 

fueron Aspergillus carbonarius, Aspergillus niger, productores de ocratoxina A 

(Mounjouenpou et al., 2008), siendo las mazorcas dañadas las más susceptibles a 

la contaminación por este tipo de hongos. Además se ha reportado la presencia de 

otras especies de Aspergillus como A. flavus, A. parasiticus y A. (Copetti et al., 2011; 

Copetti et al., 2012; Orole, 2016).  

1.4 Ocurrencia de hongos toxigénicos en la fermentación y en otras etapas 
de la cadena productiva del cacao  

Como ya se mencionó previamente se ha reportado la presencia de algunos 

productores de micotoxinas durante la fermentación del grano de cacao. Copetti, et 

al. (2011) reportaron la presencia de especies productoras de aflatoxinas en 

diversas muestras de fermentaciones de granos de cacao. Las especies 

encontradas fueron Aspergillus niger y Aspergillus parasiticus. En otros estudios 

realizados se detectaron especies de A. niger y A carboniarius productores de 

ocratoxina A (Mounjouenpou et al., 2008; Copetti et al., 2010). Sin embargo, cabe 

recalcar que estos hongos toxigénicos solo estuvieron presentes en el 5% de las 

muestras totales utilizadas en los estudios (Copetti et al., 2010, 2011) pero esta 

concentración inicial puede aumentar durante las operaciones postcosecha 

posteriores. 
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1.4.1. Producción de micotoxinas por hongos toxigénicos en granos de 
cacao  

Se ha documentado la presencia de micotoxinas en muestras de grano de 

cacao fermentado. En los estudios realizados por Gilmour y Lindblom, (2008), 

Mounjouenpou et al. (2008), y Copetti et al. (2010) se han detectado la presencia 

de ocratoxina A (OTA) mientras que en el estudio realizado por Copetti et al. (2011) 

se detectó la presencia de aflatoxinas. Sin embargo, aunque se ha reportado que 

se pueden producir micotoxinas durante el proceso de fermentación del cacao, 

empleando mazorcas sanas, la concentración promedio de estas es muy baja (0.02 

µg/kg de aflatoxinas y 0.05 µg/kg de OTA) (Copetti et al., 2011, 2012).  

1.4.2. Características generales de las micotoxinas  

Las micotoxinas son metabolitos secundarios que son producidos 

principalmente por hongos pertenecientes a los géneros Aspergillus, Penicillium y 

Fusarium (Perczak et al., 2018). Cuando estos metabolitos son inhalados, ingeridos 

o tienen contacto con la piel pueden ser nocivos para los humanos y otros 

vertebrados. A la respuesta tóxica causada por las micotoxinas en el hombre y los 

animales se denomina micotoxicosis (Bennett y Klich, 2003).  

Las micotoxinas pueden entrar en la cadena alimenticia debido a una 

infección fúngica en los cultivos, ya sea por consumo humano directo o por su uso 

como alimento para el ganado. El crecimiento fúngico y la producción de 

micotoxinas en los granos puede ocurrir desde el campo o bien durante un 

almacenamiento prolongado en ambientes con alta temperatura y humedad relativa 

(Marin et al., 2013). Los hongos producen micotoxinas como respuesta a señales 

ambientales o bien por factores relacionados con el estrés. Esto conduce a la 

activación de una cascada transcripcional que se encuentra asociada a la 

modulación de los genes productores de micotoxinas. Algunos factores como el 

estrés oxidativo, condiciones de luz, estrés por nutrientes, pH, temperatura y la 

actividad de agua (aw) influyen fuertemente en la producción de micotoxinas en 

muchas especies de hongos diversos géneros de hongos (Reverberi et al., 2010). 
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A la fecha se han declarado entre 300 a 400 compuestos fúngicos como 

micotoxinas, sin embargo, solo unos pocos han sido objeto de estudio debido a sus 

efectos tóxicos en la salud humana y animal (Sadiq et al., 2019). En los sistemas 

alimentarios generalmente se pueden encontrar seis clases de micotoxinas: 

aflatoxinas, ocratoxinas, tricotecenos, zearalenona, fumosinas y patulina, las cuales 

pueden observarse en la tabla 1.2. 

Tabla 1.2 Principales micotoxinas encontradas en los alimentos  

Micotoxina Principales hongos 

productores 

Alimentos en donde 

se han encontrado 

Principales 

efectos toxicos 

Aflatoxinas 
(B1, B2, G1 y 
G2) 

A. flavus, 

A. parasiticus  

A. nomius 

Cacahuates, maíz, 

trigo, arroz, sorgo, 

nueces y especies 

Produce daño 

del DNA, induce 

cáncer, produce 

abortos y 

malformaciones 

en el feto 

Ocratoxinas A. ochraceus,  

A.  carbonarius, 

Penicillium 

verrucosum 

Cereales y granos 

almacenados, frutas, 

vino y café 

Hepatoxicidad, 

nefrotoxicidad, 

inmunotoxicidad 

y agotamiento de 

las células 

linfoides 

Tricotecenos 
(T2: Toxina D2, 
NIV: Nivalenol, 
DON: 
Deoxinivalenol) 

F. poae,  

F. sporotrichioides, 

F. culmorum,  

F. graminearum 

Maíz, trigo, centeno 

y otros cereales 

Inhibición de 

síntesis de 

proteínas, ADN y 

ARN, cambios 

neuroendocrinos 

e 

inmunosupresión 
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Micotoxina Principales hongos 

productores 

Alimentos en donde 

se han encontrado 

Principales 

efectos toxicos 

Zearalenona F. graminearum,  

F. culmorum,  

F. roseeum,  

F. tricinctum 

Maíz, trigo, centeno 

y sus productos 

Abortos 

espontáneos, 

cáncer de 

mamas y 

cervicouterino en 

animales, 

mutagenicidad, 

aberraciones en 

los cromosomas 

y fragmentación 

del ADN 

Fumonisinas 
(B1, B2 y B3) 

F. verticilioides,  

F. proliferatum. 

 

Maíz, sorgo y sus 

productos, 

espárragos 

Carcinógena, 

hepatotóxica, 

causa disrupción 

de la biosíntesis 

de esfingolípidos 

Patulina P. expansum,  

P. cyclopium 

Manzanas, peras, 

jugo de manzana, 

sidra, forraje 

Agitación, 

convulsiones, 

edemas, úlceras  

neurotoxicidad, 

genotoxicidad e 

inmunotoxicidad 

(Shephard, 2008; Ben Taheur et al., 2019)  

La presencia de hongos toxigénicos en los alimentos es un serio problema 

de salud pública debido a la diversidad de sus efectos tóxicos (carcinógenos, 

inmunotóxicos, teratogénicos, neurotóxicos, nefrotóxicos y hepatotóxicos), además 

de que causa pérdidas económicas importantes en el sector agroalimentario.  

La ocratoxina A (OTA), que es una micotoxina producida por el metabolismo 

secundario de muchas especies de hongos filamentosos pertenecientes a los 
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géneros Aspergillus y Penicillium. La ocratoxina A es un pentaquetido derivado de 

la familia de las d dihidrocumarinas. Su nombre químico es: (R)-N-[(5-cloro-3,4-

dihidro-8-hidroxi-3-metil-1-oxo-1H-2-benzopirano-7-il)carbonilo]-L-fenilalanina, 

cuya estructura química se presenta en la Figura 1.8 (el Khoury y Atoui, 2010). 

 

 

 

FIGURA 1.8. Estructura química de la ocratoxina A 

 La OTA es un ácido orgánico débil con un valor de pKa de 7.1 y una masa 

molar de 403.8 g/mol. Presenta una estructura cristalina que varía de incolora a 

blanca, esta molécula posee una intensa fluorescencia verde bajo luz UV en medio 

ácido y fluorescencia azul en condiciones alcalinas. En pH ácido y neutro, la OTA 

es soluble en disolventes orgánicos polares (alcoholes, cetonas, cloroformo), 

ligeramente soluble en agua e insoluble en éteres de petróleo e hidrocarburos 

saturados. El potencial toxicológico de la OTA ha sido evaluado una gran cantidad 

de veces, siendo objeto de una evaluación completa por la Agencia Internacional 

para la Investigación del Cáncer (IARC) en 1993. En varios estudios se ha 

demostrado que esta molécula puede tener varios efectos toxicológicos en varias 

especies animales como nefrotóxico, hepatotóxico, neurotóxico, teratogénico e 

inmunológico. Incluso se ha relacionado con la incidencia de tumores de riñón e 

hígado en ratones y ratas, sin embargo, su toxicidad varía según el sexo, la especie 

y el tipo de animal utilizado en la prueba (el Khoury y Atoui, 2010). 

El Comité Conjunto de Expertos sobre Aditivos Alimentarios de la FAO/OMS 

(Joint Expert Committee on Food Additives) en 1991, estableció el valor de ingesta 
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semanal tolerable de OTA en 112 ng/kg de peso corporal (16 ng/kg/día). Sin 

embargo, en 1998, debido a la toxicidad de la OTA, el Comité Científico sobre 

Alimentos de la Unión Europea (European Union Scientific Committee for Food) 

determinó que el nivel de seguridad aceptable para la ingesta diaria de OTA debía 

estar por debajo de 5 ng/kg de peso corporal. 

1.4.3. Incidencia de hongos toxigénicos en la cadena productiva del cacao  

La infección de granos y cereales por hongos durante el almacenamiento es 

una seria problemática a nivel mundial. Algunos hongos tienen la capacidad de 

producir micotoxinas, como ocratoxinas, aflatoxinas fumosinas (Djossou et al., 

2011). Según las estadísticas se puede perder hasta entre el 5 y 10% de la 

producción mundial de alimentos debido al deterioro por hongos. Algunos de los 

alimentos con más afectados son los granos de café y cacao, ya que durante el 

almacenamiento de estos productos se pueden contaminar con hongos toxigénicos, 

lo cual afecta a su calidad e inocuidad teniendo un impacto negativo en su precio. 

Las micotoxinas más reportadas en el cacao son la ocratoxina A y las aflatoxinas, 

las cuales pueden producirse durante el tratamiento postcosecha, especialmente 

durante el secado y el almacenamiento (Copetti et al., 2013). En diversos estudios 

se ha demostrado que en el cacao, la ocratoxina A se produce principalmente por 

Aspergillus carbonarius y Aspergillus niger (Mounjouenpou et al., 2008; Sánchez-

Hervás et al., 2008; Copetti et al., 2010).   

1.5 Principales hongos toxigénicos en la fermentación y en otras etapas de 
la cadena productiva del cacao  

El género de hongos productores de ocratoxinas más relevante en la cadena 

productiva del cacao es Aspergillus. Este género tiene una gran relevancia 

económica y social, ya que por un lado pueden causar la descomposición de una 

gran variedad de alimentos pero por otro lado producen una gran cantidad de 

metabolitos necesarios para la industria farmacéutica y alimentaria como 

antibióticos, ácidos orgánicos, enzimas, entre otros (Samson et al., 2014). Este 

género fue descrito por primera vez por Micheli en 1729. El género Aspergillus se 

encuentra dentro del orden Eurotiales y pertenece a la familia Trichocomaceae.  
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En la clasificación de los hongos filamentosos, su tipo de reproducción es un 

factor relevante, por lo que tradicionalmente al género Aspergillus se le incluía 

dentro de los Deuromicetos u ³hongos imperfectos´, ya que se clasificaban en base 

a su morfología asexual, aunque se conociera su forma telemórfica o sexual (Carlile 

et al., 2001).  Sin embargo, para el caso del género Aspergillus, aproximadamente 

un tercio de las especies descritas poseen forma sexual conocida (Geiser, 2009). 

Los principales géneros en los que son clasificados las formas teleomórficas de 

Aspergillus son Eurotium y Emericella. Sin embargo, la sección Circumdati, a la que 

pertenece Aspergillus ochraceus, tiene el género teleomorfo Neopetromyces 

(Frisvad y Samson, 2000) mientras que la sección Flavi (Aspergillus flavus) se 

clasifica con los miembros del género Petromyces (Subramanian, 1972).  

Los primeros trabajos para clasificar a los Aspergillus solo consideraban sus 

características morfológicas micro- y macroscópicas, como la morfología colonial, 

pigmentación, tamaño y forma de las cabezas conidiales, entre otras características. 

Gracias a la construcción de filogenias bioquímicas y moleculares el número de 

especies de Aspergillus identificadas ha aumentado aproximadamente 250 

especies (Geiser et al., 2007). 

Algunas especies de hongos que pertenecen a la sección Nigri han mostrado 

tener la capacidad de producir ocratoxina A. Estas especies son Aspergillus niger, 

A. carbonarius, A. lacticoffeatus, A. sclerotioniger y A. tubingensis. De todas estas 

especies, A. carbonarius muestra el mayor potencial ocratoxigénico tanto en el 

porcentaje de especies productoras como en la concentración de ocratoxina 

producida (Serra et al., 2006; Samson et al., 2007). La producción de ocratoxina A 

por miembros de esta sección se observa en uvas y productos derivados, café y 

cacao (Serra et al., 2006; Noonim et al., 2008; Copetti et al., 2012).  

Por otro lado, la sección Flavi, también ha sido ampliamente estudiada ya 

que contiene dos especies con una gran importancia económica, Aspergillus flavus 

y Aspergillus oryzae (Rokas et al., 2007). Morfológicamente, A. flavus es descrito 

como un hongo aterciopelado de color amarillo a verde, y que posee un reviro 

dorado o rojo marrón (Hedayati et al., 2007). Aspergillus flavus es productor de 
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aflatoxinas y ha sido descrito como la segunda causa de aspergilosis en pacientes 

con el sistema inmune comprometido (Hedayati et al., 2007; Rokas et al., 2007).  

1.6 Uso de las BAL como alternativa para biocontrol de los hongos en la 
cadena productiva del cacao  

En los últimos años se han buscado estrategias para disminuir el crecimiento 

de hongos, principalmente los productores de micotoxinas, durante el 

almacenamiento de granos y cereales. Tradicionalmente, se empleaban aditivos 

químicos y antibióticos, sin embargo, la mayoría de los hongos han generado 

resistencia a estas sustancias.  

En los últimos años se ha evidenciado que las bacterias ácido-lácticas tienen 

la capacidad de producir compuestos que inhiben el crecimiento de hongos en 

diversos alimentos, principalmente cereales y granos. Estas cepas de BAL son 

aisladas de diversas fuentes y se ha mostrado su efectividad en algunas matrices 

alimentarias, en el 2019 se demostró que cepas BAL aisladas de fermentaciones de 

cacao mostraron tener capacidad de inhibir el crecimiento de cepas de Aspergillus, 

Penicillium y Gibberella (Romanens et al., 2019; Ruggirello et al., 2019). Sin 

embargo, la diversidad microbiana es dependiente de la ubicación donde se lleva a 

cabo el proceso postcosecha, por esta razón, es necesario realizar estudios acerca 

del potencial antifúngico que pueden presentar las cepas de bacterias ácido-lácticas 

autóctonas del proceso de fermentación de cacao en México contra cepas de 

hongos toxigénicos como Aspergillus ochraceus, Aspergillus niger y Aspergillus 

flavus, que se han encontrado a lo largo de las etapas postcosecha del cacao en 

México.   
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2. OBJETIVOS 
 

2.1 General 

Aislar, caracterizar y evaluar la capacidad de generación de compuestos 

antifúngicos obtenidos por las bacterias ácido-lácticas aisladas del grano de 

cacao. 

2.2 Específicos 

x Aislar y caracterizar morfológica y bioquímicamente las cepas de BAL 

aisladas del proceso de fermentación del cacao.  

x Evaluar el potencial antifúngico de las BAL y determinar la naturaleza química 

de estos compuestos producidos. 

x Determinar la potencialidad in vivo de las BAL seleccionadas empleando 

granos de cacao fermentado inoculado con tres cepas de hongos 

toxigénicos. 
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3. HIPÓTESIS 

 

Algunas de las bacterias ácido-lácticas autóctonas del proceso de 

fermentación del cacao en México tendrán un efecto antifúngico contra algunos de 

los hongos toxigénicos encontrados durante el secado y almacenamiento de los 

granos de cacao como Aspergillus ochraceus, A. niger y A. flavus, y por lo tanto 

podrían ser utilizadas en el biocontrol en la cadena productiva del cacao  

  

 
 
  



 

 47 

 

 

 

4. JUSTIFICACIÓN DEL PROYECTO 

 

La infección de alimentos por hongos durante el almacenamiento es 

causante de grandes pérdidas a nivel mundial. Gran parte de esta problemática 

radica en la capacidad que presentan algunos hongos de producir micotoxinas, 

principalmente aflatoxinas, ocratoxinas y fumosinas. La Organización de las 

Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentación (FAO), estimó que las 

pérdidas de cultivos contaminados con micotoxinas eran del 25%.  

El cacao es susceptible al ataque de hongos a lo largo de su cadena 

productiva, principalmente durante el secado y secado, afectando su calidad e 

inocuidad debido a la producción de micotoxinas; esto tiene un impacto negativo en 

el precio y aprovechamiento. Una de las alternativas más viables para disminuir esta 

problemática es el uso de la bacterias ácido-lácticas como agentes antifúngicos (bio-

control). En diversos estudios se ha demostrado la gran potencialidad que tienen 

las bacterias ácido- lácticas para producir compuestos con actividad antifúngica que 

pueden ser posteriormente utilizados para inhibir el crecimiento de hongos durante 

el almacenamiento de granos, cereales y otros alimentos.  
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5. MATERIALES Y METODOS 
 
5.1. Material Biológico 

 
5.1.1 Granos de cacao fermentados 

Las muestras de grano de cacao utilizadas para el aislamiento de bacterias 

ácido-lácticas autóctonas del proceso de fermentación fueron proporcionadas por la 

empresa Agroindustriales Serranas S.A de C.V., ubicada en Comalcalco, Tabasco 

durante la cosecha 2018. El muestreo fue realizado en condiciones asépticas 

(Figura 5.1). El cacao utilizado para la realización de las fermentaciones fue 

variedad Criollo. Para la realización de las fermentaciones, las mazorcas de cacao 

fueron cortadas utilizando un machete, posteriormente la pulpa y los granos de 

cacao fueron pesados y se distribuyeron de forma equitativa en tres cajas de 

fermentación (Figura 5.2). Cada caja de fermentación tenía 30 kg de pulpa y grano 

de cacao. Se tomaron muestras de 500 g cada una de las fermentaciones cada 24 

horas durante 96 horas, de las cuales se tomó una muestra de 20 g para realizar el 

aislamiento de las BAL en condiciones estériles, mientras la muestra restante se 

almacenó en congelación a una temperatura de -20ºC hasta su análisis.  

 

 
FIGURA 5.1. Mazorcas de cacao                             FIGURA 5.2. Cajas de fermentación 
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5.1.2 Cepas productora de Ocratoxina A 
 

Se utilizaron tres cepas productoras de OTA, Aspergillus flavus, Aspergillus 

carbonarius y Aspergillus ochraceus, autóctonas del grano de cacao, codificados 

como ASP 1, ASP 2 y ASP 3, respectivamente. Estas cepas fúngicas fueron 

aisladas previamente por Hernández-Medina (2018) durante su tesis de maestría 

realizada en el Laboratorio de Bromatología perteneciente a la Unidad de 

Investigación en Alimentos en el laboratorio de Bromatología (Figura 5.3).   

 
 
 
 
 
 
 
 
 

FIGURA 5.3. Cepas de Hongos (a). Aspergillus flavus, b). Aspergillus carbonarius y 

c) Aspergillus ochraceus 

 

5.1.3 Cepas de Bacterias Lácticas 
 

Las cepas de BAL empleadas para el estudio de la capacidad productora de 

compuestos antifúngicos fueron aisladas de muestras obtenidas del proceso de 

fermentación del grano de cacao proveniente de dos cosechas del 2018, una 

realizada en los meses de febrero y octubre. Las fermentaciones fueron realizadas 

en las instalaciones en Agroindustriales Serranas S.A. de C.V. ubicada en 

Comalcalco, Tabasco. A partir de estas fermentaciones, se han aislado cepas de 

BAL que presuntivamente se han identificado por caracterización fenotípica como 

Lactobacillus plantarum (BAL 1, BAL 3, BAL 4, BAL 7 y BAL 9), Lactobacillus 

fermentum (BAL 2), Lactobacillus brevis (BAL 5 y BAL 6) y Leuconostoc 

mesenteroides ssp cremoris (BAL 8).  

a b Đ 
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5.2 Metodología general 

La metodología general que se utilizó para la realización de este proyecto 

se observa en la Figura 5.4:  

 

 
 

FIGURA 5.4. Esquema general de la metodología del proyecto 
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5.2.1 Muestreo 
El muestreo del grano de cacao se realizó durante la fermentación, cada 24 

horas durante cuatro días bajo condiciones asépticas y uso de guantes estériles 

cubre bocas y bolsas esterilizadas (Figura 5.5). Para cada una de las cajas de 

fermentación se realizó un muestreo en distintos puntos y profundidades (cinco 

puntos en forma de domino, cuatro en las esquinas y una en el centro en el fondo, 

en medio y sobre la superficie), con el objetivo de tener una muestra representativa 

de 500 g por cada caja de fermentación. Durante la fermentación también se realizó 

el monitoreo de temperatura y pH. A partir de estas muestras se llevo a cabo el 

aislamiento de bacterias ácido-lácticas autóctonas del proceso.  

 

 
FIGURA 5.5. Toma de muestra de grano de cacao fermentado de las cajas de 

fermentación estáticas 

5.2.2 Aislamiento de bacterias acido lácticas (BAL) de los granos de cacao 
 
El aislamiento de BAL autóctonas del proceso de fermentación del cacao se realizó 

siguiendo la metodología reportada por Pereira et al. (2012). Se tomaron 20 g de 

cada muestra los cuales se adicionaron en condiciones estériles a un matraz 

Erlenmeyer que contenía 180 mL de una solución salina a 0.85%, estéril. Esta 

solución (dilución 101) fue agitada durante 10 minutos. A partir de ésta se realizaron 

diluciones decimales hasta 105. Las diluciones 103, 104 y 105 fueron inoculadas 

encajas Petri con medio MRS (Man Rogosa Sharpe) adicionado con 50 µL de 

ciclohexamida por Litro de medio. Cada dilución se realizó por duplicado. 

Posteriormente, las cajas Petri inoculadas fueron incubadas a 30°C durante 48 
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horas en condiciones de anaerobiosis en una incubadora (Felisa Fe-293, México) 

para favorecer el crecimiento de las BAL. Al término del periodo de incubación, se 

observaron las colonias presentes en cada una de las cajas y se seleccionaron las 

que presentaban características morfológicas (macroscópicas y microscópicas) 

diferentes. Cada una de las colonias seleccionadas fue resembrada en agar MRS 

por la técnica de la estría cruzada, lograr el aislamiento de cada una de las bacterias 

con morfología colonial diferente. Las cajas inoculadas por estría cruzada fueron 

incubadas a 30ºC durante 48 horas en anaerobiosis. A cada una de las cepas 

aisladas se les realizó tinción de Gram, prueba de catalasa, oxidasa de asimilación 

de carbohidratos; así como pruebas de crecimiento a diferentes condiciones de pH 

y temperatura, para la determinación presuntiva de BAL. 

 

5.3. Caracterización morfológica y bioquímica de las BAL aisladas de la 
fermentación de cacao 

Se realizo la caracterización morfológica (a nivel microscópico y colonial) y 

bioquímica de las bacterias que fueron aisladas. Las cepas que no cumplieron con 

los criterios morfológicos y bioquímicos de las BAL fueron descartadas. La 

caracterización morfólogica y bioquimica realizada a las BAL aisladas de la 

fermentación se realizó siguiendo la metodología mostrada en la Figura 5.6. Estas 

pruebas son las más representativas para la caracterización morfológica y 

bioquímica de las BAL (Cowan et al., 1993; Boone et al., 2001; Holzapfel y Wood, 

2014).  
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FIGURA 5.6. Esquema general de la etapa de caracterización morfológica y 

bioquímica de las bacterias ácido-lácticas 

 

5.3.1 Tinción de Gram  
 

Se realizó la tinción de Gram para cada una de las bacterias aisladas del 

grano de cacao, siguiendo el protocolo establecido propuesto por Bisen (2014). La 

metodología realizada se muestra en el apéndice 10.1 empleando el microscopio 

de campo claro (Motic BA200. U.S.A.) utilizando el objetivo de inmersión (100x).  

 
5.3.2 Prueba de catalasa 
 
 Para esta prueba se utilizó la técnica propuesta por Reiner (2010), la cual se 

describe brevemente en el apéndice 10.1.  
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5.3.3 Prueba de oxidasa 
Para la realización de esta prueba se utilizó la tira Bactiden Oxidasa® (Merck) 

mediante la metodología descrita en el apéndice 10.1 Con el asa de inoculación se 

tomó una asada de una colonia, la cual fue aplicada sobre la zona reactiva de la tira 

Bactiden Oxidasa ® (Merck) y se frotó con el asa de inoculación. Al cabo de 60 

segundos se comparó la tira reactiva con la escala colorimétrica de la prueba.  
 
5.3.4 Pruebas de crecimiento a diferentes condiciones de pH 
 

Para llevar a cabo estas pruebas, primeramente, se realizó la activación de 

las BAL, en caldo MRS por 24 horas a 30ºC. De este cultivo se tomó un mL, el cual 

fue ajustado con la escala de Mc Farland, para inocular cada uno de los tubos de 

rosca que contenían 9 mL caldo MRS estéril con el pH modificado (2, 4, 6 y 8). El 

ajuste de pH del caldo MRS fue realizado con la adicción de HCl (2N) o NaOH (2N). 

Todos los tubos de prueba fueron incubados a 30°C durante 24 horas. Las pruebas 

se realizaron por duplicado. Se realizó la cuantificación de la absorbancia a 600 nm 

utilizando como blanco el medio MRS sin inocular en un espectrofotómetro (VELAB 

modelo VE-5600UVPC, Mexico) de cuatro celdas con rango de longitud de onda de 

190 ± 1100 nm un ancho de banda de 2 nm. 

 

5.3.5 Pruebas de crecimiento a diferentes temperaturas 
 

Para la realización de estas pruebas también se realizó el acondicionamiento 

de las BAL en caldo MRS por 24 horas a una temperatura de 30ºC. De este cultivo 

se tomó un mL, el cual fue ajustado con la escala de Mc Farland, para inocular cada 

uno de los tubos de rosca que contenían 9 mL de caldo MRS estéril. Una vez 

inoculados los tubos fueron incubados (Felisa Fe-293, México) a diferentes 

temperaturas comprendidas 4 y 45°C. Las pruebas se realizaron por duplicado. El 

crecimiento microbiano fue observado midiendo la absorbancia a 600 nm utilizando 

como blanco el medio MRS sin crecimiento. 
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5.3.6 Pruebas de crecimiento a diferentes condiciones salinas  
 

Para la realización de estas pruebas se realizó el acondicionamiento de las 

BAL en caldo MRS por 24 horas a una temperatura de 30ºC. De este cultivo se tomó 

un mL, el cual fue ajustado con la escala de Mc Farland, para inocular cada uno de 

los tubos de rosca que contenían 9 mL de caldo MRS estéril adicionado con tres 

diferentes concentraciones de NaCl (2, 4 y 6.5 %). Todos los tubos de prueba fueron 

incubados a 30°C durante 24 horas. Las pruebas se realizaron por duplicado. El 

crecimiento microbiano se observó midiendo la absorbancia a 600 nm en un 

espectrofotómetro (VELAB modelo VE-5600UVPC, México) utilizando como blanco 

el medio MRS sin crecimiento. 

 

5.3.7 Pruebas de producción de dióxido de carbono (CO2) 
Para la realización de las pruebas de producción de dióxido de carbono (CO2) 

se utilizó la metodología propuesta por Bisen (2014), la cual se describe en el 

apendice 10.1.  

5.3.8 Codificación y almacenamiento de las cepas de BAL  
 

Las bacterias aisladas que presentaron características de bacterias ácido-

lácticas, tinción Gram +, morfología colonial y microscópica, catalasa y oxidasa 

negativas fueron codificadas y almacenadas en un tubo inclinado. También se 

realizó el almacenamiento en congelación de las cepas de BAL aisladas del cacao 

en caldo MRS con 50% de glicerol. Algunas de las cepas aisladas se muestran en 

la Figura 5.7. 
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FIGURA 5.7 Cepas aisladas de la fermentación del grano de caja en agar MRS 

 

5.3.9 Pruebas de fermentación y asimilación de carbohidratos  
 

Las pruebas de fermentación y asimilación de carbohidratos de las cepas 

aisladas se realizaron con el sistema miniaturizado API®-50CHL para las cepas que 

presentaron una morfología microscópica (presuntivamente Lactobacillus). Estas 

pruebas permiten la identificación presuntiva a nivel especie. Esta prueba se realizó 

a las cepas bacterianas que presentaron las características morfológicas 

(macroscópicas y microscópicas) de BAL, así como las pruebas de catalasa y 

oxidasa negativas. Esta prueba permitió la identificación presuntiva de las bacterias 

ácido-lácticas aisladas empleando el patrón de asimilación y/o fermentación de 

carbohidratos (Figura 5.8), los resultados fueron analizados usando el software en 

línea APIWEB� (Ver Apéndice 1). 
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FIGURA 5.8. Galerías API 50CHL de Biomérieux 
 

5.4 Pruebas de confrontación de las bacterias ácido-lácticas con los hongos 
toxigénicos  

Las cepas aisladas y previamente acondicionadas de BAL fueron inoculadas a caldo 

MRS e incubadas a 30°C para poder realizar las pruebas de confrontación contra 

tres cepas de hongos toxigénicos Aspergillus ochraceus, Aspergillus niger y 

Aspergillus flavus. Estas pruebas de confrontación fueron realizadas utilizando todo 

el extracto incluyendo las células de las BAL y con los extractos libres de células 

para observar el efecto de estos sobre el crecimiento de los hongos toxigénicos. 

Para la obtención de los extractos libres de células de BAL, se centrifugó el cultivo 

de cada una de las BAL a 4390 x g por 10 minutos en una centrifuga (Eppendorf 

5810R, Alemania) con capacidad para 6 tubos falcón y con velocidad de 

centrifugación de hasta 20,913 × g (14,000 rpm). y posteriormente fueron filtrados 

por una membrana de 0.45 ȝm (Cortés-Zavaleta et al., 2014). 

 

5.4.1 Preparación de inóculos de hongos para pruebas de confrontación 

La preparación de los inóculos de esporas de los hongos fue realizada a partir 

de una suspensión de conidios obtenida a partir de un cultivo de siete días del hongo 

cultivado en PDA acidificado a 35ºC siguiendo la metodología propuesta por 

Suárez-Quiroz et al. (2013). Para esto se realizó un raspado con el asa 

bacteriológica sobre las esporas, posteriormente se adicionaron 10 mL de Tween 
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80 al 0.05%. Se tomó 1 mL de esta suspensión el cual fue suspendido en nueve mL 

de Tween 80 al 0.05% contenidos en un tubo estéril. A partir de esta suspensión se 

realizaron diluciones seriadas hasta lograr obtener la solución de trabajo de cada 

uno de los hongos a una concentración aproximada de (1 x106 esporas/mL), la 

cuantificación se realizó mediante conteo al microscopio usando una cámara de 

Neubauer. El procedimiento se puede observar en la Figura 5.9.  

 

 
 
 

FIGURA 5.9. Metodología empleada para la preparación de inóculos de hongos 

 

5.4.2 Preparación de inóculos de BAL para las pruebas de confrontación 

Para la obtención de los inóculos de las bacterias ácido-lácticas (BAL) se 

llevó a cabo la estandarización de la concentración bacteriana para las pruebas de 

confrontación con los tres hongos toxigénicos. Para llevar a cabo esta 

estandarización aproximada entre 106-107 UFC/mL se realizaron pruebas de 

crecimiento bacteriano en caldo MRS empleando una temperatura de incubación de 

30ºC. Se midió el crecimiento microbiano por conteo en placa con la técnica de 

micro diluciones propuesta por Miles et al. (1938) y por absorbancia a 600 nm a 

diferentes tiempos varios tiempos (10h, 12h, 18h y 24h).  
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5.4.3 Pruebas de confrontación de los cultivos celulares de BAL o extractos 
libres de células sobre la germinación de hongos toxigénicos  
 

Se realizaron las pruebas de confrontación de los cultivos celulares de las 

BAL o bien de los extractos libres de células de cada una de las cepas de BAL 

aisladas del cacao. Para las pruebas de confrontación con los cultivos celulares de 

las BAL se utilizaron 25 mL de caldo MRS estéril, el cual inoculados con 500 µL 

(ajustados con la escala de Mc Farland) de un cultivo de BAL realizado previamente. 

Este cultivo fue incubado a 30° C durante 16 h, que es el tiempo en el que se alcanzó 

una concentración celular entre 106-107 UFC/mL. Para la obtención del extracto libre 

de células, el cultivo de 24 horas de cada una de las cepas de BAL estudiadas fue 

centrifugado (Eppendorf 5810R, Alemania) a 4390 x g durante 15 min a 7°C Al 

término de la centrifugación se tomó el sobrenadante para la realización de las 

pruebas de confrontación. Para la realización de las pruebas de confrontación ya 

sea utilizando los cultivos celulares o los extractos libres de células fue realizado de 

la siguiente manera, se colocaron 100µL de la suspensión de esporas del hongo a 

probar en microtubos de tapón de rosca de 2mL (Biologix), posteriormente se 

adicionó 100µL del cultivo celular y/o el extracto libre de células. Finalmente, a cada 

uno de los tubos se le añadió 800µL de caldo MRS estéril, cuidando de no cerrar 

completamente el taparrosca. Los tubos fueron incubados a 30ºC durante 72 horas. 

Se prepararon tubos con 100µL de cada extracto celular y/o extracto libre de células 

con 900µL de caldo MRS estéril como testigo positivo y tubos con 100µL del inoculo 

de cada hongo a probar y 900µL de caldo MRS estéril. Las pruebas fueron 

realizadas por triplicado. La evolución del desarrollo del hongo se observó a las 24 

y 72h al microscopio. y se realizaron por triplicado. La metodología utilizada para la 

realización de las pruebas de confrontación puede observarse en la figura 5.10.  
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FIGURA 5.10. Metodología para las pruebas de confrontación de las BAL aisladas 
del cacao sobre la germinación de los hongos toxigénicos  

 

5.4.4 Determinación de la actividad antifúngica de los extractos libres de 
células  
 

Se evaluó la actividad antifúngica de los extractos libres de células de cada 

una de las cepas de BAL aisladas del cacao mediante la técnica propuesta de 

Ruggirello et al. (2019) con algunas modificaciones. Para esta técnica se emplearon 

microplacas con 96 pocillos para poder evaluar diferentes concentraciones (10 al 

100%) de los extractos libres de células de cada una de las BAL sobre la 

germinación de los hongos del género Aspergillus empleados en este estudio. En la 

Figura 5.12, se puede observar el diseño de la prueba para la determinación de la 

actividad antifúngica del extracto libre de células.  

Primeramente, se colocaron 150µL caldo MRS estéril como control negativo 

en cada uno de los pocillos de la primera columna de la microplaca. A partir de la 

segunda columna hasta la penúltima se colocaron los extractos libres de células de 

cada una de las BAL probadas. En cada una de estas filas se les agregó diferentes 

volúmenes del extracto libre de células (10µL, 40µL, 50µL, 60µL, 80µL, 90µL 
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y,100µL). Posteriormente, se adicionó a cada uno de los pocillos 10µL de inóculo 

del hongo a estudiar con una concentración de esporas de 104 esporas/mL 

(aproximadamente siete días de crecimiento). Finalmente se ajusta el volumen de 

cada pocillo a 150µL. En la última columna solo se adicionó en cada pocillo 10µL 

del inóculo de hongo y 140µL de caldo MRS como control positivo del crecimiento 

del hongo, ver Figura 5.11.  

Las microplacas fueron incubadas a 30° C por 72h. Al término de la 

incubación se leyó la absorbancia de las microplacas a 490 nm. El cálculo de la 

actividad antifúngica fue calculado mediante la siguiente la ecuación 1.  

 

𝑨𝒄࢚𝒊࢜𝒊𝒅𝒂𝒅 𝑨𝒏࢚𝒊𝒇ú𝒏𝒈𝒊𝒄𝒂 ሺ%ሻ ൌ  𝑨𝒃࢙ሺ𝒉𝒐𝒏𝒈𝒐ሻି𝑨𝒃࢙ሺ𝒆࢚࢘࢞𝒂𝒄࢚𝒐ା𝒉𝒐𝒏𝒈𝒐ሻ
𝑨𝒃࢙ሺ𝒉𝒐𝒏𝒈𝒐ሻି𝑨𝒃࢙ሺ࢚𝒆࢚࢙𝒊𝒈𝒐ሻ

     Eq. 1 ࢞ 

 

donde:  

Abs (hongo) = Absorbancia de los pocillos donde hubo un crecimiento total del 

hongo 

Abs (extracto + hongo) = Absorbancia de los pocillos en donde fue la 

confrontación del extracto con el hongo 

Abs (MRS) = Absorbancia de los pocillos con caldo MRS estéril 
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FIGURA 5.11. Diseño de la prueba para la determinación de la actividad antifúngica 
del extracto libre de células  

 
 

5.5 Determinación de la naturaleza química de los extractos libres de células 
 

Para determinar la naturaleza química de los extractos libres de células de 

las BAL se realizó la siguiente metodología. Primeramente se eliminó el efecto de 

la producción de ácidos orgánicos ajustando el pH del extracto libre de células a un 

valor de 7 (Sezer y Güven, 2009). Posteriormente se determinó la actividad 

antifúngica del extracto eliminando el efecto de la producción de ácidos orgánicos 

mediante la prueba de confrontación en tubo siguiendo la metodología indicada en 

la sección 5.5.3.  

Posteriormente para eliminar el efecto de la producción de peróxido de 

hidrógeno (H2O2) por la BAL se utilizó el extracto de libre de células de cada una de 

las BAL con el pH ajustado. A los extractos libres de células con el pH ajustado a 7 

se les adicionó una solución de catalasa a una concentración de 0.1 mg/mL, esta 

mezcla fue incubada a una temperatura de 25ºC durante 90 minutos. La reacción 
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se detuvo por calentamiento a 60ºC por 10 minutos (Sezer y Güven, 2009). 

Posteriormente se determinó la actividad antifúngica del extracto eliminando el 

efecto combinado de la producción de ácidos orgánicos y peróxido de hidrógeno 

siguiendo la metodología indicada en la sección 5.5.3. 

Finalmente, para eliminar el efecto de la producción de compuestos de 

naturaleza proteica se realizó una hidrólisis con proteinasa K (0.1 mg/mL) de cada 

uno de los extractos libres de células con pH ajustado a 7 y tratados con catalasa. 

La reacción de hidrólisis se realizó por 120 minutos a 37ºC. Al término de está, la 

reacción fue detenida por calentamiento a 60ºC durante 10 minutos (Mobarez et al., 

2008). La actividad antifúngica del extracto sin el efecto de la producción de 

orgánicos, peróxido de hidrógeno y compuestos proteicos fue realizada por la 

técnica antes mencionada (5.5.3).  

 

5.6 Cuantificación de los principales compuestos con actividad antifúngica 
presentes en los extractos libres de células de la BAL con mayor potencial 
 
5.6.1 Determinación de ácidos orgánicos por cromatografía de líquidos 
(HPLC)  

 

Para la cuantificación del ácido fenil-láctico se utilizó la técnica propuesta por 

Armaforte et al. 2006 con modificaciones. Las cepas de BAL fueron crecidas en 

caldo MRS durante 24 horas a 30ºC. Al final de la incubación, las muestras se 

centrifugaron a 4390 x g durante 15 minutos para la obtención de los extractos libres 

de células los cuales posteriormente fueron filtrados por un filtro de 0.22 µm. Estas 

muestras fueron inyectadas en el HPLC (Shimadzu, Japón) utilizando una columna 

C18 a temperatura ambiente, con flujo de 1mL/min, la fase móvil fue de agua-

acetonitrilo (50-50%), utilizando un detector UV a una Ȝ de 210 nm y un tiempo de 

corrida de 15 min.  

Para el caso de los ácidos orgánicos (láctico, succínico y acético) se utilizó el 

protocolo adaptado de Guimarães et al. (2018a), en el cual primeramente, se 

obtuvieron 10mL de extracto libre de células como se describió anteriormente. A 
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estos extractos se les añadió 10mL de acetato de etilo mezclado con ácido fórmico 

al 1%, 4 g de MgSO4 y 1 g de NaCl. La mezcla fue agitada en el vórtex (Genie 2, 

E.U.A.) durante 1 minuto y posteriormente fue centrifugada durante 10 minutos a 

4390 x g, recogiendo la fracción de disolvente orgánico. Posteriormente a 5 mL de 

esa fracciyn se axadieron 100 ȝl de DMSO. La soluciyn resultante se secy bajo 

nitrógeno, se reconstituyó a 1 mL con H2O: acetonitrilo (90:10, v/v), para 

posteriormente ser filtrada con un filtro de 0.45 µm, las muestras filtradas fueron 

colocadas en viales ámbar para HPLC. Las muestras fueron analizadas por HPLC 

(Shimadzu, Japan), empleando un detector de UV (Ȝ=210 nm) y una columna 

Aminex HPX-87H utilizando un flujo de 0.6 mL/min de agua con 5mM de ácido 

sulfúrico a 50°C y detector UV a 210 nm.  

Para la construcción de las curvas patrón se utilizaron estándares de ácido 

láctico (98%), ácido succínico (99%), ácido acético (99.7%) y ácido 3-fenilláctico 

(98%), todos de la marca Sigma a las concentraciones de 10, 50, 300 y 500ppm.  

 

 

5.6.2 Determinación de peróxido de hidrógeno  

Para la determinación de la producción de peróxido de hidrógeno por las BAL, 

se empleó un kit comercial HANA Instrument. Esta determinación volumétrica se 

basa en la reacción de una solución ácida con el yoduro. Esta reacción requiere de 

15 minutos para completarse. La cantidad de yodo que se genera es equivalente al 

peróxido de hidrógeno que se encuentra en la muestra el cual es titulada con una 

solución estándar de tiosulfato de sodio que reduce el yodo nuevamente a iones de 

yoduro. 

 
5.6.3 Determinación de compuestos de naturaleza proteica por cromatografía 
de líquidos (HPLC)  

Para el análisis de los compuestos de naturaleza proteica se utilizó la técnica 

cromatográfica propuesta por Rojas-Ronquillo et al. (2012) en la cual las muestras 

filtradas a través de un filtro de 0.45 ȝm serán determinadas por HPLC (Shimadzu, 
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Japón) empleando una columna C18  en fase reversa. Las muestras fueron eludidas 

utilizando un gradiente linear de 100 al 30% en minutos del solvente A (0.1% de 

ácido trifluoroacético (TFA) en agua) en el solvente B (9:1 de TFA en acetonitrilo 

(0.1%) y TFA en agua (0.1%)) a un flujo de 1mL/min. La elución fue monitoreada a 

una Ȝ= 254 nm. 

 

5.7 Prueba de validación in vivo del efecto antifúngico utilizando granos de 
cacao  

Se evaluó el efecto antifúngico de las cepas que presentaron una mayor 

actividad antifúngica utilizando granos de cacao fermentado, siguiendo la 

metodología propuesta por Romanens et al. (2019). Para la realización de esta 

prueba se utilizaron 20g de granos de cacao fermentado, los cuales fueron pesados 

y colocados en matraces Erlenmeyer para su esterilización. Se realizó la 

preparación del inóculo de hongos siguiendo la metodología indicada en la sección 

5.5.1 hasta tener la concentración de 1 x 106 esporas/mL, también se realizó la 

preparación del inóculo de las BAL siguiendo la metodología propuesta en la 

sección 5.5.2 hasta la concentración de 1 x 106 UFC/mL. Se colocó 10 mL de caldo 

MRS estéril a los matraces Erlenmeyer con los granos de cacao y posteriormente 

se le agregaron 100µL de inóculo de esporas del hongo y un mL del inóculo de las 

cepas de BAL. Se drenó el exceso del inóculo y los granos de cacao fueron 

colocados en cajas de Petri estériles. Las cajas fueron incubadas a 30ºC durante 

72 horas, utilizando una caja Petri con granos de cacao fermentados estériles sin 

inocular. También se comparó con granos de cacao inoculados solamente con las 

tres cepas de hongos utilizadas en este estudio A. flavus, A. carbonarius y A. 

ochraceus respectivamente. Se observo el desarrollo del hongo a las 24, 48 y 72 

horas. El procedimiento realizado se observa en la figura 5.12. 
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FIGURA 5.12. Validación in vivo de la producción de compuestos antifúngicos 
empleando granos de cacao fermentado  

 

5.8 Análisis Estadístico  

Se realizó un análisis multivariado de varianza (MANOVA) para la actividad 

antifúngica y para la concentración de los ácidos orgánicos (láctico, acético, 

succínico y 3-fenil-láctico). Las diferencias entre los grupos se determinaron por el 

medio de la prueba de comparación múltiple de Tukey-Kramer (Į=0,05) utilizando 

el software estadístico NCSS 11 (NCSS, LLC, Kaysville, Utah, U.S.A.). 
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6. RESULTADOS Y DISCUSION 

6.1 Seguimiento de temperatura y pH durante la fermentación en caja 
estática de los granos de cacao  
 

La temperatura y el pH durante la fermentación del cacao son dos parámetros 

importantes para poder evaluar el proceso fermentativo (Sandhya et al., 2016), por 

lo tanto deben de observarse durante el mismo. Esto se debe a que durante la 

fermentación del cacao la actividad microbiana del microbiota nativa produce 

cambios significativos en estos parámetros, por lo cual pueden ser fácilmente 

detectados. En la Figura 6.1 se muestra la temperatura promedio de las 

fermentaciones realizadas durante la cosecha 2018-2. Se puede observar que, al 

inicio de las fermentaciones, la temperatura de la masa fermentativa era de 34ºC, 

la cual fue aumentando hasta alcanzar su máximo de 45ºC durante el segundo día 

de fermentación. Esta temperatura se conservó durante 24 horas más para 

disminuir hasta los 37ºC a las 92 horas de fermentación. Sandhya et al. (2016) 

reportaron que durante la etapa de crecimiento de las levaduras y BAL, que se lleva 

a cabo durante las primeras 48 horas de fermentación espontánea del grano de 

cacao, se pueden alcanzar temperaturas de hasta de 38ºC, posteriormente 

encontraron que la temperatura en la masa fermentativa se incrementó hasta los 41 

ºC como consecuencia del crecimiento de las bacterias ácido-acéticas (BA). Este 

comportamiento en las temperaturas fue similar al observado en este trabajo.   

El incremento en la temperatura de la masa de fermentación durante este 

proceso es causada por la oxidación del alcohol, que es un proceso exotérmico, lo 

cual provoca la elevación de la temperatura de la masa fermentativa, llegándose a 

alcanzar temperaturas superiores a los 45º C (De Vuyst y Weckx, 2016; Gutiérrez, 

2017). Algunos investigadores incluso han llegado a reportar temperaturas de la 

masa fermentativa que superan los 50ºC durante fermentaciones realizadas con 
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más de 100 kg (Lagunes-Gálvez et al., 2007; Hernández-Hernández et al., 2016; 

Papalexandratou et al., 2019), mientras que para el caso de fermentaciones 

realizadas a pequeña escala se han reportado temperaturas cercanas a los 45ºC 

(Pereira et al., 2012; Sandhya et al., 2016).  

El incremento en la temperatura de la masa de fermentación durante este proceso 

es causada por la oxidación del alcohol, que es un proceso exotérmico, lo cual 

provoca la elevación de la temperatura de la masa fermentativa, llegándose a 

alcanzar temperaturas superiores a los 45º C (De Vuyst y Weckx, 2016; Gutiérrez, 

2017). Algunos investigadores incluso han llegado a reportar temperaturas de la 

masa fermentativa que superan los 50ºC durante fermentaciones realizadas con 

más de 100 kg (Lagunes- Gálvez et al., 2007; Hernández-Hernández et al., 2016; 

Papalexandratou et al., 2019), mientras que para el caso de fermentaciones 

realizadas a pequeña escala se han reportado temperaturas cercanas a los 45ºC 

(Pereira et al., 2012; Sandhya et al., 2016).  
 

 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
FIGURA 6.1 Seguimiento de temperatura y pH durante la fermentación del cacao 
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Para el caso del pH se observó que el pH se incrementó ligeramente de un 

valor de 3.7 a 3.9 a las 48 horas de fermentación, sin embargo, el valor pH se 

incrementó hasta llegar a un valor de 7.7 al término de la fermentación (ver Figura 

6.1). Se ha observado que el valor de pH de la pulpa de cacao sin fermentar se 

encuentra entre 3.8 a 4.0. Este valor de pH puede incrementarse por el crecimiento 

de las levaduras y por la utilización del ácido cítrico (Sandhya et al., 2016). No 

obstante, un alto incremento del valor de pH de la masa fermentativa ha sido 

asociada a la presencia de especies fúngicas en el proceso, las cuales son 

indeseables no solo por la producción de aromas y sabores indeseables sino 

también porque algunas especies pueden producir micotoxinas (Schwan y Wheals, 

2004; Gilmour y Lindblom, 2008; Copetti et al., 2010, 2011). Lo cual fue observado 

en este proceso fermentativo.  

6.2 Aislamiento de BAL de la fermentación de cacao 
 

A partir de las fermentaciones realizadas durante las cosechas 2018-1 y 2 se 

lograron aislar doce bacterias, seis de la cosecha 2018-1 y otras seis de la cosecha 

2018-2, las cuales fueron estudiadas para observar si mostraban tener las 

características morfológicas (macro y microscópica) y bioquímicas para ser 

identificadas presuntivamente como bacterias ácido-lácticas (BAL).  

6.3 Caracterización morfológica y bioquímica de las BAL aisladas de la 
fermentación de cacao 

 
6.3.1 Caracterización morfológica macroscópica 
 

Las características morfológicas a nivel macroscópico de las bacterias 

asiladas durante las cosechas del cacao pueden observarse en la Tabla 6.1. Las 

características morfológicas a nivel macroscópico de algunas de las cepas 

bacterianas aisladas coinciden con las características de BAL observadas en otros 

trabajos. Patil et al. (2010) observaron que las colonias de BAL aisladas de muestras 

de pepino y cuajada presentaron colonias circulares ligeramente convexas con un 

margen entero y coloración crema o blanca.  
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TABLA 6.1 Características morfológicas de las colonias bacterianas aisladas en 
medio MRS e incubadas a 30ºC 

Cepa bacteriana 
Características 
morfológicas 

Cepa bacteriana 
Características 
morfológicas 

BAL 1 
COSECHA 2018-1 

 
Forma: Irregular 

Tamaño: 1-2mm 

Margen: Entero 

Color: Blanco-Amarillento 

Elevación: Convexa 

Textura: Cremosa 

Apariencia: Brillante 

Propiedad óptica: opaca 

 

      BAL 7 
COSECHA 2018-2 

Forma: circular 

Tamaño: 2-3 mm 

Margen: Entero 

Color: Blanco 

Elevación: Convexa 

Textura: Cremosa 

Apariencia: Brillante 

Propiedad óptica: opaca 

BAL 2 
COSECHA 2018-1 

 
Forma: Puntiforme 

Tamaño: 0.5 -1 mm 

Margen: ondulado 

Color: Blanco 

Elevación: Plano 

Textura: Cremosa 

Apariencia: Brillante 

Propiedad óptica: opaca 

 

BAL 8 
COSECHA 2018-2 

Forma: Fusiforme 

Tamaño: 1 mm 

Margen: Entero 

Color: Blanco 

Elevación: Elevada 

Textura: Seca 

Apariencia: Mate 

Propiedad óptica: opaca 
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Cepa bacteriana 
Características 
morfológicas 

Cepa bacteriana 
Características 
morfológicas 

BAL 3 
COSECHA 2018-1 

 
Forma: Circular 

Tamaño: 1-3 mm 

Margen: Entero 

Color: Blanco 

Elevación: Convexa 

Textura: Cremosa 

Apariencia: Brillante 

Propiedad óptica: opaca 

 

BAL 9 
COSECHA 2018-2 

Forma: Circular 

Tamaño: 1-2 mm 

Margen: Entero 

Color: Blanco 

Elevación: Plana 

Textura: Cremosa 

Apariencia: Opaca 

Propiedad óptica: opaca 

BAL 4 
COSECHA 2018-1 

 
Forma: Irregular 

Tamaño: 0.5 -1 mm 

Margen: Entero 

Color: Blanco 

Elevación: Plano 

Textura: Cremosa 

Apariencia: Brillante 

Propiedad óptica: opaca 

 

 
BAL 10 

COSECHA 2018-2 

Forma: Circular 

Tamaño: 1 mm 

Margen: Entero 

Color: Blanco 

Elevación: Convexa 

Textura: Cremosa 

Apariencia: Brillante 

Propiedad óptica: 
Traslucida 

BAL 5 
COSECHA 2018-1 

 
Forma: Irregular 

Tamaño: 1-3 mm 

Margen: Entero 

Color: Blanco 

Elevación: Elevada 

Textura: Cremosa 

Apariencia: Brillante 

Propiedad óptica: opaca 

 

BAL 11 
COSECHA 2018-2 

Forma: Circular 

Tamaño: 2 mm 

Margen: Entero 

Color: Blanco 

Elevación: Convexa 

Textura: Cremosa 

Apariencia: Brillante 

Propiedad óptica: opaca 
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Cepa bacteriana 
Características 
morfológicas 

Cepa bacteriana 
Características 
morfológicas 

BAL 6 
COSECHA 2018-1 

 
Forma: Circular 

Tamaño: 1-2 mm 

Margen: Entero 

Color: Blanco 

Elevación: Elevado 

Textura: Cremosa 

Apariencia: Brillante 

Propiedad óptica: opaca 

 

BAL 12 
COSECHA 2018-2 

Forma: Circular con halo 

Tamaño: 4 mm 

Margen: Entero 

Color: Blanco 

Elevación: plano 

Textura: Cremosa 

Apariencia: opaca 

Propiedad óptica: opaca 

 

 
6.3.2 Caracterización morfológica microscópica de las bacterias 
aisladas de la fermentación del cacao 
 

Posteriormente se realizó la caracterización morfológica microscópica de las 

colonias bacterianas aisladas durante la fermentación del cacao mediante la 

observación microscópica de las colonias y la tinción de Gram. En esta 

caracterización se pueden observar la agrupación de los microorganismos, el tipo 

de componentes de su pared celular (tinción de Gram) y la forma de las células 

bacterianas. Los resultados se muestran en la Tabla 6.2, en la cual se observa que 

todas las bacterias aisladas del proceso de fermentación de cacao fueron Gram 

positivas, encontrándose cuatro cocos y ocho bacilos.  
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TABLA 6.2. Morfología microscópica de las colonias bacterianas aisladas 
observadas en microscopio de campo claro con objetivo de inmersión (100x) 

 

Cepa bacteriana  
Características 
morfológicas 

Cepa bacteriana 
Características 
morfológicas 

BAL 1 

Bacilos agrupados 

Gram + 

BAL 7 

Bacilos cortos 

Gram + 

BAL 2 

Bacilos en cadena 

Gram + 

BAL 8 

Bacilos cortos 

agrupados 

Gram + 

BAL 3 

Cocos separados 

Gram + 

BAL 9 

Bacilos cortos en 

cadena 

Gram + 

BAL 4 

Bacilos separados 

Gram + 

BAL 10  

Cocos agrupados 

Gram +/- 

BAL 5 

Bacilos en cadena 

Gram + 

BAL 11 

Cocos pequeños 

agrupados 

Gram +/- 
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Cepa bacteriana  
Características 
morfológicas 

Cepa bacteriana 
Características 
morfológicas 

BAL6 

Bacilos en cadena 

Gram + 

BAL 12 

Cocos separados 

Gram +/- 

 

6.4 Caracterización bioquímica de las bacterias aisladas de la fermentación 
del cacao 
 

6.4.1 Pruebas de Catalasa y Oxidasa 
 
 Debido a que las bacterias ácido-lácticas son microorganismos catalasa y 

oxidasa negativos se realizaron estas pruebas para observar cuales de las bacterias 

aisladas de la fermentación cumplieron con esta característica. Los resultados de 

las pruebas son mostrados en la Tabla 6.3, en la cual se observa que las cepas 

bacterianas codificadas como BAL 10, 11, y 12, no cumplieron con este requisito y 

por eso no se consideraron para las pruebas siguientes.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  



 

 75 

TABLA 6.3. Resultados de las pruebas de catalasa y oxidasa de las bacterias 
aisladas de la fermentación del grano de cacao 

 
Cepa bacteriana  Catalasa Oxidasa 

BAL 1 (-) (-) 
BAL 2 (-) (-) 
BAL 3 (-) (-) 
BAL 4 (-) (-) 
BAL 5 (-) (-) 
BAL 6 (-) (-) 
BAL 7 (-) (-) 
BAL 8 (-) (-) 
BAL 9 (-) (-) 
BAL 10 (-) (+) 
BAL 11 (+) (+) 
BAL 12 (+) (+) 

 

6.4.2 Prueba de crecimiento de las BAL aisladas de la fermentación del cacao 
a diferentes condiciones de temperatura  
 

 En cuanto al crecimiento de las BAL en diferentes condiciones de 

temperatura se observó que ninguna de las cepas analizada presentó crecimiento 

a 4 y 8ºC y solo una de las bacterias, la bacteria identificada como BAL 2 reportó 

crecimiento a los 45ºC, por lo que se puede clasificar a esta BAL como termófila 

(Axelsson, 2004). El rango de temperaturas en donde se observa un mayor 

crecimiento de las cepas bacterianas fue de 25 a 37ºC, como se observar en la 

Figura 6.4. Se ha reportado que las BAL pueden crecer en un rango de temperaturas 

entre 5 a 45ºC (Özcelik et al., 2016). En un estudio realizado por Khadidja et al. 

(2018) estudiaron y caracterizaron cepas de BAL (Lb. plantarum, Lb. brevis y 
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Lactococcus lactis ssp. lactis) aisladas de la fermentación de hamoum, un alimento 

de trigo que se consume en Algeria, las cuales presentaron su mayor crecimiento a 

ese mismo rango de temperaturas.  

 
TABLA 6.4. Crecimiento de las cepas de BAL a condiciones de temperaturas 

 
(+): 0.5 a 1.0 de Abs, (++): 1.0 a 1.5 de Abs, (+++): 1.5 a 2.0 de Abs, (-): sin 

crecimiento 
 
6.4.3 Prueba de crecimiento de las BAL aisladas de la fermentación del 
cacao a diferentes condiciones de pH  

 

Con respecto a las pruebas de crecimiento a diferentes valores de pH (2, 4, 

6 y 8), se observó que ninguna de las cepas bacterianas analizadas puede crecer 

en medio MRS con el pH modificado a un valor de 2. Por otro lado, todas las 

bacterias estudiadas presentaron crecimiento en el medio MRS con el pH 

modificado en un rango entre 4 y 8. Se ha reportado que el rango óptimo de pH de 

las BAL se encuentra entre 5.5 y 6.5 (Özcelik et al., 2016). En un estudio realizado 

por Khadidja et al. (2018) estudiaron y caracterizaron cepas de BAL (Lb. plantarum, 

Lb. brevis y Lactococcus lactis ssp. lactis) aisladas de la fermentación de hamoum. 

Los autores observaron que solo algunas cepas de Lb. plantarum pueden crecer en 

Cepa de BAL 4° C 8° C 25° C 30° C 37° C 45° C 

BAL 1 (-) (-) (+++) (+++) (+++) (-) 
BAL 2 (-) (-) (-) (+) (++) (+++) 
BAL 3 (-) (-) (+) (+++) (+++) (-) 
BAL 4 (-) (-) (+++) (+++) (+++) (-) 
BAL 5 (-) (-) (++) (+++) (++) (-) 
BAL 6 (-) (-) (++) (+++) (++) (-) 
BAL 7 (-) (-) (+++) (+++) (+++) (-) 
BAL 8 (-) (-) (+++) (+++) (+++) (-) 
BAL 9 (-) (-) (++) (+++) (+++) (-) 
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MRS con el pH modificado a 4 y 8, mientras que las cepas de Lb. brevis y 

Lactococcus lactis ssp. cremoris solo pueden crecer en MRS con el pH modificado 

a 4 y 8, respectivamente. Esto contrasta con lo observado en este trabajo, ya que 

todas las cepas de BAL estudiadas pueden crecer en medio MRS con el pH 

modificado en un rango entre el 4 y 8. 

 

6.4.4 Prueba de crecimiento de las BAL aisladas de la fermentación del 
cacao a diferentes condiciones salinas  
 

En cuanto a las pruebas de crecimiento en medios con diferentes 

concentraciones salinas (2, 4 y 6.5%), se observó que todas las cepas bacterianas 

estudiadas presentaron crecimiento en medios MRS adicionado con el 2% de NaCl 

(Tabla 6.5). Para el caso del crecimiento de las bacterias en condiciones salinas al 

4%, solo la BAL no demostró crecimiento mientras que a concentraciones mayores 

de NaCl en medio, solo las bacterias codificadas como BAL1, BAL 3, BAL 4, BAL 7, 

BAL 8 Y BAL 9 mostraron crecimiento. En un estudio realizado por Khadidja et al. 

(2018), mencionado anteriormente también se encontró que solo algunas cepas de 

Lb. plantarum y Lactococcus lactis ssp. lactis pueden crecer en medio MRS 

adicionado con el 2, 4 y 6.5% de NaCl, mientras que ninguna de las cepas de Lb. 

brevis creció a esas condiciones, lo cual contrasta con los resultados obtenidos en 

este estudio, en donde solamente la BAL 4 no mostro crecimiento en las 

concentraciones salinas de 4 y 6.5%, mientras que la BAL 5 y 6 solamente al 6.5% 

de NaCl.   
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TABLA 6.5. Crecimiento a diferentes concentraciones salinas (2, 4 y 6.5% de NaCl) 

Cepa 
de BAL  

2% NaCl 4% NaCl 6.5% NaCl 

BAL 1 (+++) (+++) (+) 
BAL 2 (+) (-) (-) 
BAL 3 (++) (++) (+) 
BAL 4 (+++) (+++) (+) 
BAL 5 (+++) (+) (-) 
BAL 6 (+++) (+) (-) 
BAL 7 (+++) (+++) (+++) 
BAL 8 (+++) (+++) (+++) 
BAL 9 (+++) (+++) (+++) 

 
(+): 0.5 a 1.0 de Abs, (++): 1.0 a 1.5 de Abs, (+++): 1.5 a 2.0 de Abs, (-): sin 

crecimiento. las cepas fueron incubadas a 30°C 

 
 

6.4.5 Pruebas de la capacidad de producción de dióxido de carbono 
(CO2) de las BAL aisladas de la fermentación del cacao  
 

Como parte de la caracterización bioquímica de las BAL aisladas de la 

fermentación de cacao, también se realizó la prueba de producción de dióxido de 

carbono (CO2), observándose que todas las cepas de BAL aisladas con excepción 

de la BAL3 tienen la capacidad de producir CO2 (Figura 6.6). Uno de los principales 

criterios para lograr la clasificación sistemática de las BAL es la diferenciación del 

metabolismo como homofermentativo o heterofermentativo. La prueba de 

producción de dióxido de carbono mediante el empleo de las campanas de Durham 

es una prueba recomendada para poder clasificar el metabolismo de las BAL 
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(Müller, 1990). Por lo tanto, en este estudio se encontró que BAL estudiadas, con 

excepción de la BAL 3 pueden ser clasificadas como heterofermentativas.  

 
TABLA 6.6. Capacidad de producción de dióxido de carbono por las cepas 

incubadas a 30° C 

Cepa de 
BAL  

Producción de 
CO

2
 

Metabolismo 

BAL 1 (+) Heterofermentativo 

BAL 2 (+) Heterofermentativo 

BAL 3 (-) Homofermentativo 

BAL 4 (+) Heterofermentativo 

BAL 5 (+) Heterofermentativo 

BAL 6 (+) Heterofermentativo 

BAL 7 (+) Heterofermentativo 

BAL 8 (+) Heterofermentativo 

BAL 9 (+) Heterofermentativo 

 

(-) = sin producción de CO2, (+) = con producción de CO2 

 

6.5 Pruebas de fermentación y asimilación de carbohidratos de las BAL 
aisladas de la fermentación del cacao   
 

Posteriormente se utilizó un sistema API 50 CHL para llevar a cabo las 

pruebas de fermentación y asimilación de carbohidratos de las BAL aisladas de la 

fermentación del cacao. Los resultados de las pruebas de asimilación y/o 

fermentación de los 49 carbohidratos para cada una de las cepas de las BAL se 

muestra en la Tabla 6.7. Los resultados de esta prueba permitieron constituir el perfil 

bioquímico y por lo tanto permiten la identificación presuntiva a nivel especie de las 

BAL (ver Apéndice 10.2) con ayuda del programa API WEB� (Biomprieux). Las 
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cepas de BAL aisladas del cacao fueron identificadas bioquímicamente como: 

Lactobacillus plantarum, Lactobacillus fermentum, Lactobacillus brevis y 

probablemente Leuconostoc mesenteroides ssp. cremoris. Se ha reportado que el 

metabolismo de estas cepas de BAL identificadas bioquímicamente presenta un 

metabolismo heterofermentativo o heterofermentativo facultativo, lo cual coincide 

con lo encontrado en este estudio (Cicotello et al., 2018; Alfano et al., 2020; Verce 

et al., 2020).  

Se observó que el porcentaje de identificación de las BAL 2 y BAL 8 

identificadas bioquímicamente como Lb. fermentum y Leuc. mesenteroides ssp. 

cremoris, respectivamente es menor al 90%, por lo que es necesario la realización 

de pruebas de identificación molecular para corroborar la identidad de estas cepas 

bacterianas, al igual que las cepas de BAL identificadas con un porcentaje superior 

al 90%.  
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La diversidad microbiana durante el proceso de fermentación es dependiente 

de la localización geográfica, la variedad del cacao utilizado y el método de 

fermentación empleado (Figueroa-Hernández et al., 2019). Se ha identificado que 

existen ciertos microorganismos que han sido encontrado en una gran variedad de 

estudios realizados en todo el mundo, los cuales son Pichia kudriavzevii, 

Saccharomyces cerevisiae, Hanseniaspora opuntiae, Lactobacillus fermentum, 

Lactobacillus plantarum y Acetobacter pasteriaunus (Figueroa-Hernández et al., 

2019; Papalexandratou et al., 2013). Sin embargo, estas especies microbianas no 

están presentes en todos los procesos fermentativos realizados en el mundo. En el 

caso de México, no se ha caracterizado la diversidad bacteriana implicada en el 

proceso, existiendo solo un estudio acerca de la diversidad de levaduras (Arana-

Sánchez et al., 2015), señalando la relevancia de la realización de este tipo de 

investigaciones.  

Las bacterias ácido-lácticas presuntivamente identificadas como Lb. 

plantarum, Lb. fermentum, Lb. brevis y Leuc. mesenteroides han sido reportadas 

como parte de la diversidad microbiana del proceso fermentativo, sin embargo, las 

dos primeras han sido las más frecuentemente encontradas (Kostinek et al., 2008; 

Illeghems et al., 2012; Papalexandratou et al., 2013; Miescher-Schwenninger et al., 

2016; Figueroa-Hernández et al., 2019). La identidad de las cepas de BAL 

encontrada por métodos bioquímicos debe de corroborarse mediante técnicas 

moleculares de identificación microbiana.  

6.6 Pruebas de actividad antifúngica de los cultivos celulares de las BAL y los 
extractos libres de células sobre la germinación de esporas 
 

6.6.1 Prueba de actividad antifúngica de los cultivos celulares de las BAL 
sobre la germinación de esporas de A. flavus, A. carbonarius y A. ochraceus 
 

Los resultados de la prueba de confrontación de los cultivos celulares de cada 

una de las BAL aisladas del proceso de fermentación del cacao contra las esporas 

de las cepas de hongos toxigénicos del género Aspergillus (A. flavus, A. carbonarius 

y A. ochraceus), se muestran en la Tabla 6.8. En esta tabla se observa que, a las 

condiciones probadas, el crecimiento a las 72 horas de A. flavus se ve inhibido por 
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las células de las BAL, con excepción de la BAL 3 y Leuconostoc mesenteroides 

ssp. cremoris (BAL 8). Para el caso de A. carbonarius se observó que todas las 

cepas de BAL estudiadas con excepción de la BAL 3 presentaron un efecto 

inhibitorio sobre su crecimiento a las 72 horas. En el caso de A. ochraceus todas las 

cepas de BAL estudiadas inhiben su crecimiento, por lo que está cepa fúngica 

presentó una mayor susceptibilidad a la presencia del cultivo de las bacterias ácido-

lácticas (ver Apéndice 10.3). Al observar al microscopio los cultivos de 72 horas se 

observó que en algunas muestras existió una inhibición de la esporulación, mientras 

que en otras solo se encontró un desarrollo incompleto del hongo.  

 
TABLA 6.8 Resultados de la prueba de germinación de las tres cepas de hongos 

toxigénicos incubadas a 30°C 

                                          Hongo 

Bacteria 

Aspergillus 

flavus 

Aspergillus 

carbonarius 

Aspergillus 

ochraceus 

BAL 1 (Lb. plantarum 1) - - - 
BAL 2 (Lb. fermentum) - - - 
BAL 3 (No identificado) + + - 
BAL 4 (Lb. plantarum 2) - - - 

BAL 5 (Lb. brevis 1) - - - 
BAL 6 (Lb. brevis 2) - - - 

BAL 7 (Lb. plantarum 3) - - - 
BAL 8 (Leuconostoc 

mesenteroides) + - - 

BAL 9 (Lb. plantarum 4) - - - 
 

(+): crecimiento del hongo, (-): inhibición del crecimiento del hongo.  
 

 La inhibición del crecimiento fúngico en estas pruebas de confrontación pudo 

deberse a alguno de los tres mecanismos siguientes: competencia por nutrientes, 
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reducción del pH del medio, y producción de metabolitos con potencial antifúngico 

(Magnusson et al., 2003; Bianchini y Bullerman, 2009; Dalie et al., 2010; Leyva 

Salas et al., 2017). El grado de inhibición fúngica por medio de microorganismos 

antagónicos, como las BAL, es un proceso complejo que depende principalmente 

de los factores abióticos y bióticos de la materia prima, alimento o medio de cultivo, 

de las características fisiológicas y bioquímicas del hongo, y de las características 

del microorganismo antagónico y/o el compuesto con actividad antifúngica 

(Magnusson et al., 2003; Zalán et al., 2010; Leyva Salas et al., 2017). 
 

 
FIGURA 6.2 Imágenes de las pruebas de confrontación BAL contra hongo, A) 

Inhibición de la esporulación (72 h), B) Desarrollo incompleto del hongo (72), C) 
Desarrollo completo del hongo (72h) 

 

En este sentido, en un estudio realizado por Crowley et al. (2013b) se 

identificaron que las cepas de Lb. plantarum fueron las que presentaron un mayor 

efecto inhibitorio contra el crecimiento de Penicillium expansum. En este trabajo se 

evaluaron alrededor de las 7000 cepas de BAL aisladas de diversas fuentes 

alimentarias. Posteriormente en el estudio realizado por Cheong et al. (2014) 

también se observó que el efecto antifúngico ejercido BAL sobre el crecimiento de 

Penicillium commune era cepa-dependiente. Estos autores también encontraron 

que las cepas de Lb. plantarum aisladas de diversas fuentes alimentarias fueron las 

que presentaron un mayor efecto, sin embargo, concluyen que no todas las 

bacterias ácido-lácticas de un mismo género pueden ser utilizadas como biocontrol 
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y que se requieren realizar los análisis genotípicos para poder diferenciar a las 

diferentes cepas bacterianas. Manini et al. (2016) observaron que algunas cepas de 

BAL autóctonas de la fermentación de masa madre de salvado de trigo, entre las 

que destacan Lb. plantarum, Lb. brevis, Leuc. mesenteroides, Lb. rhamnosus y 

Pediococcus pentosaceus tuvieron un efecto inhibitorio sobre el crecimiento de A. 

oryzae y A. niger. De todas las cepas de BAL estudiadas las que mostraron un 

matyor efecto antifúngico fueron las cepas de Lb. plantarum y P. pentosaceus, 

encontrándose una mayor susceptibilidad en A. oryzae. Las pruebas de 

confrontación BAL-hongo de los dos estudios anteriores se realizaron en medio 

sólido. Matei et al. (2015) evaluaron el efecto antifúngico de ocho cepas de BAL, 

seis de ellas aisladas de productos fermentados de Rumania y dos cepas 

comerciales Lb. paracasei IC 13239 and Lb. plantarum ATCC 8014) contra el 

crecimiento de Penicillium digitatum en medio líquido (caldo de papa-dextrosa). Los 

autores encontraron que cuatro cepas identificadas como Lpa, LAB13, LAB15 

inhibieron totalmente el crecimiento del micelio mientras que las otras dos cepas 

(LAB43 y LAB58) solamente causaban un retraso en la formación de la biopelícula 

fúngica en la superficie del medio de cultivo líquido utilizado, como lo observado en 

este trabajo (ver Apéndice 10.3). Además, los autores sugirieron que la prueba de 

confrontación en medio líquidos era más sensible que la realizada en medio sólido, 

posiblemente debido a que podría haber una mayor difusión de los compuestos con 

actividad antifúngica hacia el medio.  

Todos estos estudios evidencian la gran potencialidad que tienen algunas de 

las BAL autóctonas de la fermentación del cacao (Lb. plantarum, Lb. brevis y Leuc. 

mesenteroides) para ejercer un efecto inhibitorio sobre el crecimiento de algunos 

hongos, sin embargo, su efecto depende también de la susceptibilidad que presente 

la cepa fúngica durante las pruebas de confrontación. En este sentido, los géneros 

más utilizados en las pruebas de confrontación con BAL son Penicillium, Aspergillus 

y Fusarium (Niku-Paavola et al.,1999; Lavermicocca et al., 2003; Sjögren et al., 

2003; Coloretti et al., 2007; Dal Bello et al., 2007; Sathe et al., 2007; Rouse et al., 

2008; Falguni et al., 2010; Mauch et al., 2010; Prema et al., 2010; Ndagano et al., 

2011; Wang et al., 2012; Romanens et al., 2019; Ruggirello et al., 2019). En la 
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mayoría de los estudios realizados de biocontrol con BAL sobre de Aspergillus han 

utilizado las especies de flavus, fumigatus y niger (Lind et al., 2007; Rouse et al., 

2008; Falguni et al., 2010; Prema et al., 2010; Romanens et al., 2019; Ruggirello et 

al., 2019), mientras que otras especies como A. ochraceus y A. carbonarius (Lee y 

Chang, 2016; Shehata et al., 2019) han sido poco estudiadas, lo cual pone de 

manifiesto la necesidad de realizar este tipo de estudio con estas especies.  

 
6.6.2 Prueba de actividad antifúngica de los extractos libres de células de BAL 
sobre la germinación de esporas de A. flavus, A. carbonarius y A. ochraceus 
 

Los resultados de la prueba de confrontación de los extractos libres dan 

células de cada una de las BAL estudiadas contra las esporas de las cepas de 

hongos toxigénicos del género Aspergillus (A. flavus, A. carbonarius y A. 

ochraceus), se muestra en la Tabla 6.9. En esta tabla se observa que, a las 

condiciones probadas, el crecimiento a las 72 horas de A. flavus se ve inhibido por 

los extractos libres de células de todas las BAL, con excepción de la BAL 3. Lo 

mismo se observa para A. carbonarius. En el caso de A. ochraceus todos los 

extractos libres de células tuvieron un efecto inhibitorio en su crecimiento, por lo que 

está cepa fúngica al igual que en la prueba anterior fue la que presentó una mayor 

susceptibilidad (ver Apéndice 10.4).  

Prema et al. (2010) encontraron que el extracto libre de células de una cepa 

de Lb. plantarum aislada de un ensilado presentó un efecto inhibidor del crecimiento 

de varias cepas de Aspergillus, entre las que destacaban A. niger, A. fumigatus, A. 

flavus y A. terreus entre otras. La actividad antifúngica de este extracto se debía a 

la producción del ácido 3-fenil-láctico por la cepa de Lb. plantarum utilizada. En otro 

estudio realizado por Luz et al. (2017) se evaluó la actividad antifúngica de los 

extractos libres de células de cuatro BAL (Lb. rhamnosus, Lb. johnsoni, Lb. 

plantarum y Lb. delbrueckii bulgaricus contra A. parasiticus y P. expansum. El 

extracto libre de células que presentó una mayor actividad fue el obtenido por 

Lb.plantarum, mostró la mayor actividad de inhibición. El efecto inhibitorio del 

extracto fue atribuido a la presencia de tres péptidos en el extracto (SGADTTFLTK, 

GTLIGQDYK y LVGKKVQTF). Marie et al. (2018) estudiaron el potencial evaluar la 
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actividad antifúngica de cepas de BAL aisladas de diferentes alimentos de Camerún 

contra hongos toxigénicos y de descomposición, de los géneros Aspergillus y 

Penicillium. La cepa de BAL, Lb. plantarum LO3 fue la que presentó un mayor efecto 

inhibitorio en el crecimiento de los hongos evaluados (A. flavus, A. niger, P. citrunum 

y P. verrocosum), por lo tanto se estudió el efecto del extracto libre de células sobre 

el crecimiento de A. flavus, mostrando también una considerable actividad 

antifúngica, la cual se debió a la producción de ácidos orgánicos entre los que 

destacan láctico, acético, 3-fenil-láctico y 4-hidroxi-3-fenil-láctico. Estos resultados 

muestran la gran potencialidad que tiene el extracto libre de células de cepas de Lb. 

plantarum para ejercer un efecto inhibitorio en el crecimiento de diversas especies 

de hongos de los géneros Aspergillus y Penicillium. En el caso de los extractos libres 

de células de las otras BAL, Arasu et al. (2014) encontraron que una cepa de Lb. 

brevis aislada de pepinillos tenía la capacidad de producir ácido para-

hidroxibenzoico, el cual presentó un efecto inhibitorio contra varias especies de 

hongos del género Aspergillus, Penicillium y Fusarium. En otro estudio realizado por 

Falguni et al. (2010) se demostró también la capacidad inhibitoria del extracto libre 

de células de Lb. brevis sobre el crecimiento de Penicillium camemberti, 

encontrándose que su efecto se debía a la producción de compuestos de naturaleza 

proteica.  

Por otro lado, Gerez et al. (2013) observaron que el extracto libre de células 

de una cepa de Lb. fermentum aislada de productos lácteos presentó un efecto 

inhibitorio significativo contra el crecimiento de algunas cepas de hongos como 

Aspergillus niger, Penicillium spp. y Fusarium graminearum. El potencial antifúngico 

de este extracto se debía a la producción de péptidos menores a 10kDa y con 

termoestabilidad a las condiciones probadas en ese estudio. Tambien se ha 

reportado que el extracto libre de células de una cepa de Leuc. mesenteroides 

asialda del kimchi mostró tener una actividad antifúngica significativa contra el 

crecimiento de A. ochraceus y A. flavus, y que su efecto se debía a la producción 

de ácidos orgánicos y otros compuestos hidrofóbicos no identificados (Lee y Chang, 

2016).  
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TABLA 6.9 Resultados de la prueba de germinación de las tres cepas de hongos 
toxigénicos utilizando los extractos libres de células incubadas a 30°C 

                      Hongo 

Extracto de BAL 

Aspergillus 

flavus 

Aspergillus 

carbonarius 

Aspergillus 

ochraceus 

BAL 1 (Lb. plantarum 1) - - - 
BAL 2 (Lb. fermentum) - - - 
BAL 3 (No identificado) + + - 
BAL 4 (Lb. plantarum 2) - - - 

BAL 5 (Lb. brevis 1) - - - 
BAL 6 (Lb. brevis 2) - - - 

BAL 7 (Lb. plantarum 3) - - - 
BAL 8 (Leuconostoc 

mesenteroides) - - - 

BAL 9 (Lb. plantarum 4) - - - 
 

(+): crecimiento del hongo, (-): inhibición del crecimiento del hongo 

6.9. Determinación de la actividad antifúngica del extracto libre de células   
 
 Para cuantificar la actividad antifúngica de los extractos libres de células de 

cada una de las BAL sobre el efecto en el crecimiento de los tres hongos del género 

estudiados se llevó una prueba de confrontación en microplacas utilizando la 

metodología propuesta por Ruggirello et al. 2019. Con los resultados de esta prueba 

se calculó el porcentaje de inhibición fúngica mediante la mencionada en la sección 

5.5.3. Los valores del porcentaje inhibición fúngica son mostrados en la Figura 6.3, 

en donde se observa que todos los hongos presentan diferente susceptibilidad a los 

extractos libres de células de las BAL. En el caso de A. flavus se observó que el 

extracto libre de células de Lb. brevis 2 (BAL 6) fue la que tuvo un menor efecto 

inhibitorio (73%) mientras que todos los demás extractos muestran un efecto 



 

 92 

inhibitorio superior al 80%. En el caso de A. carbonarius el extracto libre de células 

de Lb. fermentum (BAL 2) y Lb. plantarum 3 (BAL 7) fueron los que presentaron un 

mayor efecto inhibitorio (97%) mientras los extractos libres de células de Lb. 

plantarum 2 (BAL 4) y Lb. brevis 1 (BAL 5) fueron los que tuvieron un menor efecto 

inhibitorio con 77 y 68%, respectivamente. Todos los extractos libres de las BAL 

estudiadas mostraron tener el mismo efecto inhibitorio (90%) contra la cepa de A. 

ochraceus estudiada, lo que pone de manifiesto que es la cepa fúngica que presentó 

una mayor susceptibilidad tanto a los extractos libres como a las células de las BAL 

estudiadas. El extracto libre de células de la cepa identificada como BAL 3 no mostró 

tener efecto, por esa razón no se muestra en la Figura 6.5.  

 En el estudio de Ruggirello et al. (2019) realizaron pruebas de confrontación 

en microplacas con los extractos libres de células de varias cepas de Lb fermentum 

y Lb. plantarum aisladas del proceso de fermentación del cacao contra el 

crecimiento de algunos hongos de los géneros Aspergillus y Penicillium. Los autores 

cuantificaron que el efecto inhibitorio en el crecimiento de A. flavus de los extractos 

libres de células de Lb. fermentum variaba del 36 al 100%, mientras que en el caso 

de los extractos de Lb. plantarum su actividad variaba del 30 al 100%. Por lo que se 

observa que los extractos libres de células de Lb. plantarum y Lb fermentum 

analizados en este estudio concuerdan con lo observado por estos autores.  
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FIGURA 6.3. Actividad antifúngica (%) de los extractos libres de células de BAL 
sobre el crecimiento de los hongos del género Aspergillus 

 A partir de los resultados de esta prueba se observó que los extractos libres 

de células de Lb. plantarum, Lb. plantarum y Leuc. mesenteroides ssp. cremoris son 

los que muestran un mayor efecto inhibitorio sobre el crecimiento de los hongos del 

género Aspergillus estudiados. sin embargo, solamente se determinó la naturaleza 

química de los compuestos con potencial antifúngico de los extractos libres de 

células de Lb. plantarum (BAL 1, 4, 7 y 9) y Lb. fermentum debido a que se ha 

relacionado a algunas cepas de Leuconostoc mesenteroides con infecciones en 

pacientes inmunocomprometidos (Bou et al., 2008; Ishiyama et al., 2011; Barletta et 

al., 2017) mientras que los extractos libres de células de Lb. brevis mostraron tener 

un menor efecto antifúngico que los extractos de Lb. plantarum y Lb. fermentum.  
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6.10. Determinación de la naturaleza química de los compuestos con actividad 
antifúngica 

Para observar la naturaleza química de los compuestos que se encuentran 

en el extracto libre de células de las BAL que presentaron un mayor efecto inhibitorio 

sobre el crecimiento fúngico, se realizó una serie de pruebas mencionadas en la 

sección 5.6. en la cual primeramente se elimina el efecto de la producción de ácidos, 

posteriormente el efecto de la producción de peróxido de hidrógeno y finalmente el 

efecto de la producción de compuestos de naturaleza proteica. Los extractos libres 

de células seleccionados para la realización de esta serie de pruebas fueron los de 

Lb. fermentum y Lb. plantarum (BAL 1, 2, 4, 7 y 9) que fueron las que mostraron 

tener un mayor efecto inhibitorio (ver Apéndice 10.5). Los resultados de esta prueba 

se pueden observar en la Tabla 6.10. En la tabla puede observarse que los extractos 

libres de células de Lb. plantarum 1, 2 y 4 pierden su actividad al eliminar el efecto 

de los ácidos. Por lo tanto, la actividad antifúngica de estos extractos se debe a la 

producción de ácidos orgánicos por la bacteria ácido-láctica. Los extractos libres de 

células de Lb. plantarum pierden su efecto antifúngico al eliminar el efecto 

combinado de la producción de ácidos orgánicos y peróxido de hidrógeno. En el 

caso del extracto libre de células de Lb. fermentum (BAL 2) se observó que este 

conserva todavía su efecto antifúngico incluso después de realizar la proteólisis con 

proteinasa K, por esta razón se atribuye que el efecto de este extracto se debe a la 

producción de otro tipo de compuestos que pueden presentar este efecto como 

algunos ácidos grasos hidroxilados (ácido 2-hidroxi-4-metilpentanoico), lactonas 

(mevanolactona) o compuestos orgánicos volátiles (ácido bencenoacético y 2-

propenil- éster), como se ha reportado en otros estudios (Paavola et al., 1999; 

Ndagano et al., 2011; Wang et al., 2012).  
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TABLA 6.10. Efecto de la producción de ácidos orgánicos en la actividad 
antifúngica de los extractos libres de células de las BAL incubadas a 30°C 

 
(+): crecimiento del hongo, (+ -): ligero crecimiento del hongo, (-): inhibición del 

crecimiento del hongo 

Extracto libre de células con pH ajustado a 7 contra crecimiento de hongo (48 h) 

        Hongo 

Extracto 
A. flavus A. carbonarius A. ochraceus 

BAL 1 (Lb. plantarum 1) + + + 
BAL 2 (Lb. fermentum) - - - 
BAL 4 (Lb. plantarum 2) + + + 
BAL 7 (Lb. plantarum 3) + + - + - 
BAL 9 (Lb. plantarum 4) + + + 

Extracto libre de células con pH ajustado a 7 y adición de catalasa contra 
crecimiento de hongos (48 h) 

BAL 1 (Lb plantarum 1) + + + 
BAL 2 (Lb. fermentum) - + - + - 
BAL 4 (Lb. plantarum 2) + + + 
BAL 7 (Lb. plantarum 3) + + + 
BAL 9 (Lb. plantarum 4) + + + 

Extracto libre de células con pH ajustado a 7 y adición de catalasa y proteinasa K 
contra crecimiento de hongos (48 h)  

BAL 1 (Lb. plantarum 1) + + + 
BAL 2 (Lb. fermentum) - + - + - 
BAL 4 (Lb. plantarum 2) + + + 
BAL 7 (Lb. plantarum 3) + + + 
BAL 9 (Lb. plantarum 4) + + + 
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6.12. Cuantificación de los principales compuestos con actividad antifúngica  
 

El efecto de los extractos libres de células de las BAL estudiadas, con 

excepción del extracto producido por Lb. fermentum se debe principalmente a la 

capacidad de producción de ácidos orgánicos por esta razón se cuantificó la 

concentración de ácido láctico, acético, succínico y 3-fenil-láctico por HPLC (ver 

Apéndice 10.6). Estos ácidos orgánicos son los que están más relacionados con el 

efecto antifúngico ejercido por los extractos libres de células de las BAL (Crowley et 

al., 2013b; Gerez et al., 2013; Fernandez et al., 2017). En la tabla 6.11 se muestra 

la concentración de ácidos orgánicos en los extractos libres de células de las BAL. 

Las BAL que producen una mayor concentración de ácidos orgánicos son Lb. 

plantarum 1 (BAL 1) y Lb. plantarum 3 (BAL 7), mientras que Lb. fermentum fue la 

cepa que produjo una menor concentración de ácidos orgánicos. Esta baja 

producción de ácidos orgánicos probablemente pueda estar relacionada con la 

producción de otro tipo de compuestos que son los que tendrán un mayor efecto en 

su actividad antifúngica. Con respecto a la producción de cada uno de los ácidos 

por las BAL, se encontró que el ácido succínico se produce en una mayor 

concentración con las BAL 1 y 7, que son cepas de Lb. plantarum. Para el caso del 

ácido láctico la cepa de Lb. fermentum (BAL 2) fue la que lo produce en mayor 

concentración (556.8 mg/L) mientras que la BAL 1 fue la que produce en menor 

concentración (316.4 mg/L). En el caso de la producción de ácido acético y del ácido 

3-fenil-láctico no se encontraron diferencias significativas entre las cepas de BAL 

estudiadas. Con respecto a los valores de pH encontrados en los extractos se 

observó que los extractos libres de células de todas las cepas de Lb. plantarum 

(BAL 1, 4, 7 y 9) fueron significativamente menores al encontrado en el extracto libre 

de células producido por Lb. fermentum.  
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TABLA 6.11 Cuantificación de ácidos orgánicos y valor de pH en los 
extractos libres de células de las BAL  

Extracto libre 
de células  

Concentración promedio de ácidos orgánicos (mg/L) pH promedio 
del extracto 

libre de células  Succínico Láctico Acético 3-fenil-
láctico 

Total  

BAL 1 (Lb. 

plantarum 1) 

423.87 a 316.44 c 523.46 a 497.22 a 1761 ab 3.81 a 

BAL 2 (Lb. 

fermentum) 

162.20 b 556.86 a 0 495.70 a 1215 b 4.32 b 

 BAL 4 (Lb. 

plantarum 2) 

137.89 b 448.57 b 271.98 a 630.66 a 1489 ab 3.71 a 

 BAL 7 (Lb. 

plantarum 3) 

342.39 a 401.60 b 498.68 a 548.74 a 1791 a 3.72 a 

BAL 9 (Lb. 

plantarum 4) 

167.45 b 418.76 b 425.91 a 532.21 a 1544 ab 3.73 a 

 

En el trabajo realizado por Özcelik et al. (2016) se encontraron 

concentraciones de 509 mg/L de ácido láctico y de 14,332 mg/L de ácido succínico 

en el extracto libre de células de 24 horas de Lb. plantarum, pero no se encontró la 

producción de ácido acético por esta bacteria. Al comparar las concentraciones de 

ácidos orgánicos de este extracto con las obtenidas en este trabajo, se observó que 

las concentraciones de ácido láctico y succínico fueron inferiores, sin embargo, hubo 

producción de ácido acético en todos los extractos libres de células de Lb. plantarum 

en un rango de 271 a 523 mg/L.  

Con respecto a la concentración de ácido 3-fenil-láctico encontrada en los 

extractos libres de células se encontró una mayor concentración que la reportada 

por Zhang et al. (2014), de 229 mg/mL en el extracto de 24-horas de una cepa de 

Lb. plantarum. En la tabla 6.12 se muestran las concentraciones de ácido láctico, 
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acético y 3-fenil-láctico obtenidas en los extractos libres de células de Lb. plantarum 

y Lb. fermentum. Se observa que las concentraciones de ácido láctico en los 

extractos libres de células del presente trabajo son significativamente menores a las 

reportadas por otros investigadores. Estas diferencias podrían deberse a que la 

cuantificación de este ácido orgánico en los estudios mencionados se realizo 

empleando un detector de índice de refracción y una columna específica para la 

determinación de ácidos orgánicos (Crowley et al., 2013b) o bien se emplearon 

columnas de intercambio iónico como en los trabajos realizados por Gerez et al. 

(2013) y Fernandez et al. (2017). Además, que la preparación de los extractos en 

los trabajos antes mencionados difiere al utilizado en este proyecto.  

Con respecto a la concentración de ácido acético en los extractos de las BAL 

evaluadas en este estudio solo es mayor a la concentración reportada por Ndagano 

et al. (2011). Para el 3-fenil-láctico se observa que la máxima concentración 

reportada es de 5.2 (Gerez et al. 2010), cantidad ligeramente superior a la reportada 

en este trabajo.  
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TABLA 6.12 Comparación de las concentraciones obtenidas de ácido láctico, 
acético y 3-fenil-láctico con otros estudios  

 

Se ha demostrado que cuando el efecto antifúngico de las BAL se atribuye 

principalmente a la producción de ácidos orgánicos por las BAL, como en el caso 

en este caso las cepas de Lb. plantarum aisladas del cacao, el pH del tiene una 

influencia significativa en este efecto. Los ácidos orgánicos, en su forma no 

disociada, que se producen por las BAL pueden penetrar las células fúngicas, por 

Cepa de BAL Concentración de ácido láctico (mM) 
Este trabajo Otros trabajos 

Lb. plantarum 1 3.51 209 (Crowley et al., 2013b) 

Lb. plantarum 2 4.98 194.3 (Fernandez et al., 
2017) 

Lb. plantarum 3 4.46 216.17 (Gerez et al., 2013) 

Lb. plantarum 4 4.65 

Lb.fermentum 1 6.18 118.9 (Gerez et al.,2013) 

Cepa de BAL Concentración de ácido acético (mM) 
Este trabajo Otros trabajos 

Lb. plantarum 1 8.72 52 (Crowley et al., 2013b) 

Lb. plantarum 2 4.53 32 (Fernandez et al., 2017) 

Lb. plantarum 3 8.30 12 (Gerez et al., 2013) 

Lb. plantarum 4 7.1 1.16 (Ndagano et al., 2011) 

Lb.fermentum 1 - 26.3 (Gerez et al.,2013) 

Cepa de BAL Concentración de ácido 3-fenil-láctico (mM) 
Este trabajo Otros trabajos 

Lb. plantarum 1 3.65 0.7 (Crowley et al., 2013b) 

Lb. plantarum 2 4.63 0.5 (Fernandez et al., 2017) 

Lb. plantarum 3 4.03 1.38 (Zhang et al., 2014) 

Lb. plantarum 4 3.91 5.2 (Gerez et al., 2010) 

Lb.fermentum 1 3.64  
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lo tanto provocar una caída en el pH intracelular interrumpiendo su metabolismo 

(Brul y Coote, 1999; Guimarães et al., 2018b). Por otro lado, se ha documentado en 

varios estudios que Lb. plantarum puede producir una gran cantidad de ácidos 

organicos que tiene un efecto antifúngico conocido como acético, láctico, 

propiónico, succínico, fenil-láctico, benzoico, fórmico, entre otros (Niku-Paavola et 

al., 1999; Lavermicocca et al., 2000; Ström et al., 2002; Gerez et al., 2009; Prema 

et al., 2010; Rizzello et al., 2011; Özcelik et al., 2016; Guimarães, et al., 2018a).  

Se ha sugerido que la producción de ácido acético puede ser la razón 

principal por la cual las cepas de BAL heterofermentativas posean una actividad 

antifúngica y/o antimicrobiana mayor que las homofermentativas (Voulgari et al., 

2010; Guimarães et al., 2018b). El ácido acético es un agente antifúngico más 

potente que el ácido láctico cuando se encuentra en ambientes ácidos, debido a 

que tiene un pKa mayor que el del ácido láctico, 4.75 y 3.86, respectivamente. 

Esto se debe a que una mayor proporción del ácido acético se encuentra en su 

forma no disociada y, por lo tanto puede penetrar la célula de los microorganismos 

(Guimarães et al., 2018b).  

6.13. Validación in vivo del efecto antifúngico empleando granos de cacao  

Este tipo de pruebas de confrontación que estudian la capacidad inhibitoria 

de las cepas con actividad antifúngica en modelos alimentarios o alimentos contra 

cepas fúngicas contaminantes son necesarias por que complementan la 

información generada por las pruebas controladas in vitro. Los cultivos de los 

microorganismos con actividad antifúngica pueden comportarse de manera 

diferente en los ensayos realizados en medios sólidos o líquidos, las cuales son 

realizadas en las condiciones óptimas del cultivo que en los alimentos o modelos 

alimentarios, debido a que no se tienen condiciones óptimas o existe competencia 

con otros microorganismos presentes en la microbiota de la matriz alimentaria 

(Schwenninger et al., 2011). Se han realizado este tipo de pruebas en diferentes 

modelos alimenticios como el pan (Gerez et al., 2009; Axel et al., 2015; Le Lay et 

al., 2016; Saladino et al., 2016; Russo et al., 2017; Luz et al., 2019; Ouiddir et al., 

2019; Sadeghi et al., 2019; Purabdolah et al., 2020), productos lácteos (Cheong et 
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al., 2014; Aunsbjerg et al., 2015; Fernandez et al., 2017; Laþanin et al., 2017; 

Buehler et al., 2018; Ouiddir et al., 2019), productos vegetales (Sathe et al., 2007), 

frutas (Ma et al., 2019) y cacao (Romanens et al., 2019).  

  Para realizar esta prueba se utilizó la metodología propuesta por Romanens 

et al. (2019), los resultados se muestran en la Tabla 6.13, en la cual se observó que 

la cepa de BAL Lb. plantarum 2 (BAL 4) presentó un mayor efecto inhibitorio sobre 

el crecimiento de las tres especies de Aspergillus, mostrando además que fue la 

única que tuvo un efecto inhibitorio sobre el crecimiento de A. flavus (ver tabla 6.13), 

en estas condiciones. Las demás cepas de Lb. plantarum estudiadas solo tuvieron 

un efecto inhibitorio en el desarrollo de A. ochraceus y A. carbonarius, mientras que 

la cepa de Lb. fermentum solo mostró inhibir el crecimiento de A. ochraceus.  

En el estudio de Romanens et al. (2019) se encontraron dos cepas de Lb. 

fermentum que presentaron un efecto inhibidor del crecimiento de Penicillium 

citrinum, cepa productora de la citrina y de Gibberella moniliformis S003, cepa 

productora de fumonisina, en la superficie del cacao. Además, las dos cepas de Lb. 

fermentum fueron utilizadas para formular un co-cultivo con S. cerevisiae y H. 

opuntiae, que fue probado para inhibir el crecimiento de A. flavus, cepa productora 

de aflatoxinas. Este co-cultivo inhibió el crecimiento del hongo en un 100% durante 

14 días. Por lo cual, los autores señalan que se pueden emplear estos co-cultivos 

para limitar el crecimiento de hongos filamentosos durante el proceso de 

fermentación del cacao.  

Por otro lado, en trabajos previos se ha encontrado que existe una baja 

presencia de especies del género Aspergillus durante la fermentación del cacao 

(Champion-Martínez, 2017; Hernández-Medina, 2018), esto puede deberse a la 

presencia de bacterias ácido-lácticas con potencial antifúngico como Lb. plantarum, 

Lb. brevis, y Lb. fermentum, las cuales tienen un efecto inhibitorio en el desarrollo 

de algunos hongos (Champion-Martínez, 2016). 
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TABLA 6.13 Efecto in vivo del efecto antifúngico de las BAL en los granos de cacao 
fermentados 

 A. flavus A. carbonarius  A. ochraceus 
Lb. plantarum 
1 

   
Lb. fermentum  

   

Lb. plantarum 
2 

   
Lb. plantarum 
3 

   

Lb. plantarum 
4 
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7. CONCLUSIONES 
 

� Durante la fermentación del cacao se lograron aislar doce bacterias de la 

fermentación del cacao, de las cuales nueve son bacterias ácido-lácticas y 

posteriormente identificadas por pruebas bioquímicas como Lb. plantarum, 

Lb. fermentum, Lb. brevis y Leuc. mesenteroides. 

� Los cultivos celulares y los extractos libres de células de Lb. plantarum, Lb. 

fermentum, Lb. brevis y Leuc. mesenteroides ssp. cremoris mostraron tener 

un efecto inhibidor en el crecimiento de las tres especies fúngicas estudiadas 

A. flavus, A. carbonarius y A. ochraceus.  

� La actividad antifúngica ejercida por los extractos libres de células de las BAL 

en el crecimiento de A. ochraceus fue significativamente mayor que la 

encontrada para A. flavus y A. carbonarius, por lo cual A. ochraceus fue más 

susceptible al efecto de los extractos libres de células de las BAL evaluadas 

a las condiciones planteadas en el presente trabajo.  

� El efecto antifúngico de los extractos libres de células de las cepas de Lb. 

plantarum se debe principalmente a la producción de ácidos orgánicos 

(láctico, acético, succínico y 3-fenil-láctico) mientras que en el caso del 

extracto libre de células de Lb. fermentum el efecto principal se debe a la 

producción de compuestos de otra naturaleza como ácidos grasos 

hidroxilados o compuestos orgánicos volátiles. La producción de peróxido de 

hidrógeno y compuestos de naturaleza proteica no presento relación con la 

actividad antifúngica de los extractos libres de células de las BAL analizadas 

en este trabajo a las condiciones evaluadas.  

� La cepa de Lb. plantarum (BAL 4) tuvo un mayor potencial en las pruebas in 

vivo por lo que se concluye que esta bacteria puede ser utilizada como 

biocontrol en la cadena productiva del cacao. 
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8. RECOMENDACIONES Y PERSPECTIVAS 
 

x Corroborar la identificación bioquímica de las cepas de bacterias ácido-

lácticas con técnicas moleculares de identificación microbiana.  

x Cuantificar la concentración de compuestos aromáticos volátiles y/o ácidos 

grasos hidroxilados del extracto libre de células de Lb. fermentum para 

analizar a cuál de estos compuestos se debe su efecto antifúngico.  

x Estudiar la naturaleza química de los compuestos con actividad antifúngica 

de los extractos libres de células de Lb. brevis y Leuc. mesenteroides ssp. 

cremoris, una vez determinada realizar la cuantificación de éstos por las 

técnicas analíticas pertinentes.  

x  Estudiar el potencial probiótico de las cepas de Lb. plantarum, Lb. fermentum 

y Lb. brevis para que pueden ser posteriormente utilizadas en cultivos 

iniciadores funcionales.   
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10. APÉNDICES 
 
 

10.1 Metodologías utilizadas para la caracterización morfológica y 
bioquímica de las BAL  

10.1.1 Tinción de Gram  

El frotis bacteriano fue cubierto por cristal violeta y el cual se dejó actuar por 

un minuto. El exceso del colorante fue lavado con agua. Posteriormente, el lugol se 

agregó cubriendo al frotis dejándolo actuar por un minuto. Se eliminó el lugol con 

agua. Posteriormente, se agregó solución de alcohol-cetona al 70% hasta la 

obtención de un efluente incoloro. Finalmente, el frotis fue cubierto con safranina, la 

cual se dejó actuar durante un minuto. El exceso de safranina fue eliminado con 

agua hasta que el frotis no presentó coloración. Las preparaciones se dejaron secar 

a temperatura ambiente y fueron observadas al microscopio empleando los 

objetivos de 10x, 40x y 100x.  

10.1.2 Prueba de catalasa 

Se colocó una gota de peróxido de hidrógeno al 3% en un portaobjetos, 

posteriormente utilizando un palo de madera estéril o con un asa de incubación, se 

tomó una pequeña cantidad del microorganismo a partir de una colonia aislada, 

cuidando de no tomarse agar. Si existió la formación de burbujas, el microorganismo 

se considera catalasa positivo.   

 

10.1.3 Prueba de oxidasa 

Con el asa de inoculación se tomó una asada de una colonia, la cual fue 

aplicada sobre la zona reactiva de la tira Bactiden Oxidasa ® (Merck) y se frotó con 

el asa de inoculación. Al cabo de 60 segundos se comparó la tira reactiva con la 

escala colorimétrica de la prueba.   
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10.1.4 Pruebas de producción de dióxido de carbono (CO2)  

Primeramente, se realizó el acondicionamiento de las BAL en caldo MRS por 

24 horas a una temperatura de 30ºC. De este cultivo se tomó 1 mL, el cual fue 

ajustado con la escala de Mc Farland, para inocular los tubos de rosca que 

contenían 9 mL de MRS y una campana de Durham. 
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10.2 Resultado de la identificación por API 50 CH/ HQ HO SURJUDPD A3,:EB� 
realizadas a las bacterias aisladas del cacao 

10.2.1 BAL 1 (Lb. plantarum) 
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10.2.2 BAL 2 (Lb. fermentum)  

   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  



 

 127 

 
10.2.3. BAL 4 (Lb. plantarum) 
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10.2.4 BAL 5 y 6 (Lb. brevis) 
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10.2.5 BAL 7 (Lb. plantarum) 
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10.2.6 BAL 8 (Leuc. mesenteroides) 
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10.2.7 BAL 9 (Lb. plantarum) 
 
 

 

  



 

 132 

10.3 Resultados de la prueba de actividad antifúngica de los cultivos celulares 
de las BAL sobre la germinación de esporas de A. flavus, A. carbonarius y A. 

ochraceus 

 

 

Los cultivos de BAL utilizados son: 1) Lb. plantarum 1, 2) Lb. fermentum, 3) BAL 
no identificada, 4) Lb. plantarum 2, 5 y 6) Lb. brevis, 7) Lb. plantarum 3, 8) Leuc. 
mesenteroides ssp. cremoris, 9) Lb. plantarum 4 y las cepas fúngicas son: 1) A. 

flavus, 2) A. carbonarius y 3) A. ochraceus. 
 



 

 133 

10.4 Resultados de la prueba de actividad antifúngica de los extractos libres 
de células de BAL sobre la germinación de esporas de A. flavus, A. 

carbonarius y A. ochraceus 
 

 

Los extractos libres de células de las BAL utilizados son: 1) Lb. plantarum 1, 2) Lb. 
fermentum, 3) BAL no identificada, 4) Lb. plantarum 2, 5 y 6) Lb. brevis, 7) Lb. 

plantarum 3, 8) Leuc. mesenteroides ssp. cremoris, 9) Lb. plantarum 4 y las cepas 
fúngicas son: 1) A. flavus, 2) A. carbonarius y 3) A. ochraceus.  
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10.5 Resultados de la prueba para la determinación de la naturaleza química 
de los compuestos con actividad antifúngica  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Los extractos libres de células de las BAL 1: Lb. plantarum 1 (BAL 1), 2: Lb. 

fermentum (BAL2), 3: Lb. plantarum 2 (BAL 4), 4: Lb. plantarum 3 (BAL 7) y Lb. 
plantarum 4 (BAL 9) y las tres cepas fúgicas A) A. flavus, B) A. carbonarius y C) A. 

ochraceus.  
 
 

  

1 1 1 2 2 2 3 3 3 4 4 4 5 5 5 

A B C 
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10.6 Curvas de calibración de los principales ácidos orgánicos encontrados 
en los extractos libres de células de las BAL aisladas del cacao  

10.6.1 Curva de calibración del ácido láctico  
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10.6.2 Curva de calibración del ácido acético  
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10.6.3. Curva de calibración del ácido succínico  
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10.6.4. Curva de calibración del ácido 3-fenil-acético  

 

 


