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RESUMEN 
 

Listeriosis es una enfermedad con un alta tasa de letalidad que va del 25-50% y  

es provocada por Listeria monocytogenes, bacteria fuertemente asociada al queso 

panela. Una alternativa para mitigar este problema es el uso de antimicrobianos 

naturales, por lo que en este trabajo se evaluaron la endolisina PlyP100 (PlyP100), 

nisina (NIS), arginato laurico (LAE) y Ɛ-polilisina (EPL) contra el desarrollo del 

patógeno en queso panela. Se utilizó un coctel de 5 cepas de L. monocytogenes y 

se evaluó la concentración mínima inhibitoria (CMI) en caldo de cultivo así como el 

efecto sinérgico, aditivo o antagónico mediante una prueba de tablero. 

Posteriormente, el queso fue elaborado en un modelo miniaturizado de laboratorio 

(MLQF), inoculado con 4 log UFC/g del coctel, adicionado con los antimicrobianos 

solos y en combinaciones dobles a sus concentraciones máximas permitidas por 

la FDA y almacenado a 4°C durante 28 días.  

El CMI fue 3.12-6.25 µg/mL, 12.5 µg/mL y 62.50-125 µg/mL para NIS, LAE and 

EPL respectivamente. En el queso, el tratamiento con PlyP100 fue el más efectivo 

inhibiendo el crecimiento de la bacteria en 3.50 ± 0.38 log, EPL provocó una 

inhibición de 1.60 ± 0.67 log, LAE de 1.24 ± 0.06 log y NIS de 0.38 ± 0.44 log en 

comparación con el control, el cual alcanzó 9.14 ± 0.19 log UFC/g. Sin embargo, la 

combinación entre EPL y LAE inhibió el crecimiento en 3.50 ± 0.35 log, al igual 

que PlyP100, incluso utilizando una concentración más baja de LAE en la mezcla. 

Se encontró un efecto sinérgico entre LAE y EPL tanto en caldo de cultivo como 

también en la matriz alimentaria. Estos compuestos, EPL y LAE, son 

generalmente reconocidos como seguros (GRAS) lo cual favorece el uso de esta 

mezcla para inhibir el crecimiento de L. monocytogenes en queso panela. 

Palabras clave: endolisina PlyP100, nisina, arginato laúrico, Ɛ-polilisina, L. 

monocytogenes, queso panela, GRAS. 
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ABSTRACT 

 

Listeriosis has one of the highest lethality rates among foodborne pathogens; it 

remains approximately 25-50%. The involved bacteria in this important disease is 

Listeria monocytogenes which is strongly associated with panela cheese. An 

alternative to reduce this problem has been the use of natural antimicrobial, 

therefore in this work, mixtures from phage endolysin PlyP100 (PlyP100), nisin 

(NIS), lauric arginate (LAE) and Ɛ-polylysine (EPL) were evaluated against the 

pathogen bacteria in panela cheese. It was used a cocktail of 5 strains of L. 

monocytogenes determining the minimum inhibitory concentration (MIC) and the 

synergistic, additive or antagonist effect by a checkerboard test. Later, cheese 

manufactured in a miniaturized of laboratory model Queso Fresco production 

(MLQF), was inoculated with 4 log CFU/g of the cocktail, added with antimicrobial 

compounds alone and in double combinations as the maximum permissible 

concentration by FDA and then storage at 4°C during 28 days.  

The MIC was 3.12-6.25 µg/mL, 12.5 µg/mL and 62.50-125 µg/mL for NIS, LAE and 

EPL respectively. In cheese, treatment with endolysin was the most effective 

inhibiting Listeria growth in 3.50 ± 0.38 log CFU/g, EPL inhibited the count in 1.60 ± 

0.67 log, LAE 1.24 ± 0.06 and NIS only 0.38 log CFU/g compared with the control 

that achieved 9.14 ± 0.19 log CFU/g. Nevertheless, combination between EPL and 

LAE inhibited the growth 3.50 ± 0.35 log, as PlyP100, even at using lower 

concentrations than the maximum permissible of LAE in the mixture. Synergistic 

effect was found between EPL and LAE in broth culture as food matrix. Those 

compounds, EPL and LAE, are generally recognized as safe (GRAS) level which 

favors the use of this mixture to order decreased the L. monocytogenes growth in 

panela cheese. 

Key words: phage endolysin PlyP100, nisin, lauric arginate, Ɛ-polylysine, L. 

monocytogenes, panela cheese. 
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I. INTRODUCCIÓN  

El queso es un alimento de amplio consumo en el mundo, cuyas características 

nutricionales, funcionales y sensoriales son diferentes en cada tipo, los hay  

madurados, semicurados y frescos (Ramírez-López & Vélez, 2012). En México, 

los quesos frescos como el panela son los preferidos y su consumo ha estado 

aumentando. El consumo de queso en 2010 fue de 338 mil toneladas mientras 

que en 2016 el consumo alcanzó las 400 mil toneladas, un 15.5% más que en 

2010 (SAGARPA, 2016). 

En los Estados Unidos, el consumo de queso fresco ha ido en aumento gracias al 

crecimiento de la población y la popularidad de la cocina hispana. Sin embargo, la 

Centers for Disease Control and Prevention (CDC) ha reportado diversos brotes 

de enfermedades causadas por el consumo de este producto. Uno de los 

principales microorganismos asociados con el consumo y brotes de enfermedades 

de queso fresco es L. monocytogenes, principalmente debido a sus cualidades 

psicrotróficas, es decir que desarrolla a temperaturas de refrigeración. En los 

Estados Unidos, L. monocytogenes es la segunda causa de muerte por 

enfermedades transmitidas por los alimentos y se han reportado pérdidas 

económicas de hasta $2.6 billones anuales por este motivo (Hoffmann et al., 2012; 

Scallan et al., 2011). 

Listeria monocytogenes causa una enfermedad conocida como listeriosis que 

infecta principalmente a mujeres embarazadas, recién nacidos y adultos mayores, 

así como también a personas inmunodeprimidas. La enfermedad en mujeres 

embarazadas es característicamente parecida a la gripe, presentando mialgias, 

fiebre y escalofríos. Un total de 70-90% de los fetos portados por madres 

infectadas por L. monocytogenes son afectados por la bacteria y de estos, 

aproximadamente el 50% sucumbe a la infección en el útero. 

Para disminuir la incidencia de este tipo de patógenos, desde hace tiempo se han 

utilizado compuestos antimicrobianos en los alimentos con el objetivo de inhibir o 

eliminar al patógeno. Ha sido común el uso de sorbatos, benzoatos, nitritos y 

sulfatos en la industria alimentaria, sin embargo, el interés en la biopreservación 
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de alimentos ha aumentado en años recientes generando preferencia entre la 

industria y los consumidores, por compuestos provenientes de fuentes naturales. 

De esta manera,  es necesario realizar investigación acerca de antimicrobianos de 

origen natural. 

Por lo anteriormente mencionado, en este trabajo se evaluaron antimicrobianos 

naturales tales como la endolisina PlyP100, nisina, arginato laurico y Ɛ-plilisina, 

solos y en combinación contra L. monocytogenes en queso panela, el cual fue 

elaborado con un modelo miniaturizado de laboratorio de producción de queso 

fresco (MLQF). 
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II. REVISIÓN BIBLIOGRÁFICA 

2.1 Queso 

Desde hace mucho tiempo y en la actualidad el ganado ha sido utilizado como una 

herramienta de trabajo y no se convirtió en una fuente importante de leche hasta 

hace poco tiempo relativamente. El hombre pronto reconoció el valor nutritivo de la 

leche producida por tales animales y fue así que se convirtió en un importante 

componente de la dieta humana, así como también sus productos derivados que 

conocidos como productos lácteos. El crecimiento bacteriano y la producción de 

ácido láctico se produjeron en la leche durante el almacenamiento en el clima 

cálido y seco del Medio Oriente de tal forma que los primeros alimentos lácteos 

fermentados como el queso fueron producidos accidentalmente (Fox et al., 2017). 

La producción de queso requiere de la coagulación de la leche, en la mayoría de 

los casos a través de la acción de la quimosina sobre la capa estabilizante estérica 

k-caseína de la micela de caseína. Es esencialmente la deshidratación de la leche 

en combinación con otros efectos conservantes como la acidificación, la salazón, 

el envasado y la refrigeración. El coágulo de leche inducido por el cuajo se corta y 

se calienta para expulsar la humedad en un proceso denominado sinéresis. Las 

cuajadas se escurren, se salan y se envasan obteniendo un queso fresco. El pH 

disminuye continuamente a lo largo del proceso a un valor de 4.6 – 6.0 para la 

mayoría de las variedades de queso (Everett & Auty, 2017). 

Una vez producido, el queso consta de una compleja serie de componentes; 

glóbulos de grasa, células bacterianas y minerales contenidos en una red de 

caseína entremezclada con canales de suero. Esta red de caseína está formada 

por micelas de leche que se fusionan para formar cadenas durante las primeras 

etapas de la fabricación del queso. Las micelas contienen fosfato de calcio coloidal 

insoluble que se une a las moléculas de caseína a través de la interacción con 

Serina fosforilada. Todos estos componentes estructurales, además de minerales 

solubles y ácidos orgánicos, no contribuyen directamente a la estructura pero sí 

desempeñan un papel importante en el desarrollo del perfil de sabor del queso 

(Everett & Auty, 2017). 
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Los quesos coagulados con renina pueden ser madurados por períodos que van 

desde aproximadamente dos semanas hasta dos o más años, dependiendo de la 

variedad. Durante la maduración, ocurren cambios microbiológicos y bioquímicos 

que resultan en el desarrollo del sabor y textura característicos de la variedad. Los 

cambios bioquímicos en el queso durante la maduración se pueden agrupar en 

eventos primarios: lipólisis, proteólisis y metabolismo de la lactosa residual, del 

lactato y del citrato; o secundarios: metabolismo de los ácidos grasos y de los 

aminoácidos. La proteólisis es el evento bioquímico más complejo que ocurre 

durante la maduración y es catalizada por enzimas del propio coagulante residual, 

es decir la renina, enzimas de la leche particularmente plasmina, y las proteinasas 

y peptidasas provenientes de las bacterias ácido lácticas; además en ciertas 

variedades, por otros microorganismos que son estimulados a crecer en el queso  

(McSweeney, 2004) 

Aunque la fabricación de queso es un arte antiguo, la producción actual de queso 

se basa en la aplicación de mucha ciencia y tecnología, incluyendo el uso de 

enzimas industriales, fermentaciones complejas, ingeniería sofisticada y una 

dinámica bioquímica durante la maduración (Fox et al., 2004). 

Además, la diversidad de tipos de queso es verdaderamente impresionante. Una 

gran variedad de quesos se producen a partir de las mismas materias primas, 

generalmente leche bovina, ovina, caprina o de búfalo, bacterias ácido lácticas, 

coagulante y NaCl, y a pesar de ser limitado el rango de ingredientes necesarios, 

se han reconocido más de 1000 variedades de queso (Fox et al., 2004; 

McSweeney, 2007). Para facilitar su estudio, se han realizado varios intentos para 

clasificar las variedades de queso en grupos o familias significativas. Los 

esquemas de clasificación tradicionales se han basado principalmente en el 

contenido de humedad, describiéndose como duro, semiduro o blando 

(McSweeney, 2007).  

La mayoría de los quesos frescos (sin madurar), generalmente se caracterizan por 

ser suaves, es decir que tienen un alto contenido de humedad, su sabor es suave 

y a leche fresca y están listos para el consumo inmediatamente después de su 
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fabricación (Ibarra-Sánchez et al., 2017). Dentro de esta clasificación se encuentra 

el queso panela. 

El queso panela se realiza mediante la coagulación de la cuajada, cocción y corte 

de ésta, una remoción parcial del suero y la adicción de sal en el lote, 

posteriormente un moldeo en canastos con la total remoción del suero y 

almacenamiento y refrigeración (Fox et al., 2004; Ibarra-Sánchez et al., 2017).  

Sus características fisicoquímicas son: 49 – 59.4% de humedad, 16.24 – 20. 56% 

de proteína, 15.44 – 22.16% de grasa y un pH de 4.92 – 6.53 (Ibarra-Sánchez et 

al., 2017). 

La calidad del producto final se verá afectada por la fuente y calidad microbiana de 

la leche. Además, puede suscitarse una contaminación con patógenos en 

cualquier etapa del proceso de manufactura. A lo largo de la historia se han 

realizado 3 innovaciones importantes para cambiar esto: el uso de leche 

pasteurizada, refrigeración y el uso de agentes antimicrobianos (Johnson, 2017). A 

pesar de esto, en la producción de queso puede haber una contaminación en las 

etapas posteriores a la pasteurización y además, existen patógenos como L. 

monocytogenes que sobreviven y crecen a temperaturas de refrigeración. 

2.2 Listeria monocytogenes 

Listeria monocytogenes es una bacteria Gram positiva, en forma de bacilo corto 

(0,4–0,5 μm × 1–2 μm) que se encuentra en una amplia gama de entornos 

naturales y artificiales. Es un anaerobio facultativo, y produce ácidos (lactato y 

otros productos) a partir de la fermentación de la glucosa, sin embargo no produce 

gas (Rees et al., 2017). La especie está subdividida en 13 serovares y la gran 

mayoría de los casos humanos de infección por esta bacteria, están asociados 

con los serovares 4b, 1/2a y 1/2b, siendo 4b el más común (McMullen & Freitag, 

2015; Saldivar et al., 2018). La  Tabla 1 muestra las condiciones óptimas de 

crecimiento de esta bacteria. 
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Tabla 1. Condiciones óptimas de crecimiento para L. monocytogenes 

 Temperatura pH Aa NaCl 

Optimo 30-37 °C 6-8 0.97 - 

Mínimo 2°C 4 0.90 10% 

Máximo 42°C 9 - - 

(McMullen & Freitag, 2015; Rees et al., 2017). 

2.2.1 Fuentes de aislamiento de L. monocytogenes 

Listeria monocytogenes está ampliamente distribuida en el medio ambiente y por 

lo tanto, a menudo se describe como ubicuo. Como un saprófito, capaz de utilizar 

azúcares vegetales, a menudo se encuentra asociado con material vegetal, en la 

vegetación en descomposición y el ensilaje, así como también en los suelos. 

Además, se ha aislado de heces animales y humanas y por tanto, también se 

encuentra asociado con aguas residuales y de otras fuentes de agua. Se cree que 

aproximadamente del 2 al 6% de las personas sanas son portadores fecales 

asintomáticos del organismo, pero los animales salvajes y domésticos, las aves y 

los peces también pueden transportar el organismo en su tracto gastrointestinal. 

Incluso se ha demostrado que los insectos como las moscas y los escarabajos 

pueden contaminarse con Listeria y actuar como un vector para la transmisión en 

entornos agrícolas y de producción de alimentos (Rees et al., 2017). 

Adicionalmente, también se ha encontrado en biopelículas asociadas con 

superficies de maquinaria y tuberías, y se han notificado brotes recurrentes en 

asociación con plantas de procesamiento de alimentos (McMullen & Freitag, 

2015). 

2.2.2 Listeriosis 

Esta bacteria causa una enfermedad conocida como listeriosis. En los seres 

humanos, cierto sector demográfico de la población se consideran de mayor 

riesgo: mujeres embarazadas, recién nacidos y adultos inmunocomprometidos; 

además, las infecciones graves pueden provocar bacteriemia, meningoencefalitis, 

aborto o sepsis neonatal (Saldivar et al., 2018). 
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Las infecciones dadas por L. monocytogenes se asocian más comúnmente con 

brotes transmitidos por alimentos que involucran en la mayoría de los casos 

quesos frescos. La tasa de mortalidad por Listeriosis es de aproximadamente del 

25 al 50% (McMullen & Freitag, 2015). 

El período de incubación de listeriosis depende de la susceptibilidad del individuo 

y de la dosis ingerida, pero se ha documentado que varía de 24 horas a 91 días 

(Rees et al., 2017). 

Una gastroenteritis puede ser evidente dentro de las primeras 48 horas de 

exposición, puede incluir náuseas, diarrea acuosa o sanguinolenta, dolor 

abdominal y fiebre. La aparición de estos síntomas tempranos puede depender del 

tamaño del inóculo ingerido (McMullen & Freitag, 2015). Los síntomas varían 

desde aquellos similares a los de la gripe, con o sin vómitos y diarrea, hasta 

septicemia y meningitis. La listeriosis se refiere a las enfermedades más graves 

que amenazan la vida, mientras que la gastroenteritis causada por este organismo 

rara vez se diagnostica y resulta en una enfermedad leve experimentada por 

adultos sanos (Rees et al., 2017). 

En mujeres embarazadas, la enfermedad puede resultar en aborto, muerte fetal o 

nacimiento de un bebé gravemente enfermo. Listeria es una de las pocas 

bacterias capaces de atravesar la placenta y de obtener acceso directo al feto 

(Rees et al., 2017). Los síntomas en mujeres embarazadas son 

característicamente similares a los de la gripe, presentando mialgias y fiebre. De 

un total del 70 – 90%  de los fetos portados por madres, aproximadamente el 50% 

sucumben a la infección en el útero, mientras que los recién nacidos vivos 

infectados tienen una tasa de mortalidad del 24%. Una manifestación en el 

neonato es una condición llamada granulomatosis infantisepticum, y se encuentra 

entre las formas más graves de la enfermedad. Se caracteriza por una erupción 

eritematosa difusa sobre el cuerpo del neonato, granulomas en el hígado y el 

bazo, y es fatal para los infectados (McMullen & Freitag, 2015) 
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Listeria monocytogenes también puede causar formas invasivas de encefalitis y 

bacteremia en seres humanos, y estas manifestaciones generalmente resultan en 

lesiones permanentes. Por otro lado, las secuelas de la infección se desarrollan a 

medida que las bacterias se replican y se extienden más hacia el parénquima 

cerebral desde las meninges, produciendo cavitación y posterior destrucción del 

tejido neuronal (McMullen & Freitag, 2015). 

2.2.3 Patogenicidad 

Una vez que L. monocytogenes alcanza el intestino delgado, obtiene acceso a los 

enterocitos luminales que actúan como la barrera entre el lumen del intestino 

delgado y la linfa; obtienen acceso entonces a los canales sanguíneos dentro de 

las vellosidades intestinales y subsecuentemente hacia la sangre y la linfa. La 

sangre del intestino delgado se transporta hacia el hígado, donde las fagocitos 

residentes absorben a Listeria (McMullen & Freitag, 2015; Rees et al., 2017). 

Posteriormente, la bacteria lisa la vacuola de la célula huésped y se replican 

dentro del citosol propagándose a las células vecinas. Una vez que se ha 

establecido un nicho de replicación en un órgano o tejido, L. monocytogenes es 

capaz de volver a inocular la sangre y viajar a sitios adicionales dentro del 

huésped (McMullen & Freitag, 2015). 

Como se esperaba, numerosos genes están implicados en la invasión de L. 

monocytogenes a las células diana del huésped. Los más estudiados incluye inlA 

e inlB, ambos forman parte de la familia multigénica internalina y codifican las 

proteínas internalina A e internalina B, respectivamente. La proteína de la 

superficie celular de Listeria, internalina A (InlA), inicia el contacto con E-

cadherina, un receptor de células eucariotas. Se ha demostrado que InlA está 

involucrada en la fase intestinal de la infección, e InlB, ha sido implicada en la fase 

hepática de la infección (Saldivar et al., 2018). 

La diversidad de los factores de virulencia que Listeria posee, le permiten infectar 

a una amplia gama de tejidos, incluido el cerebro o, en mujeres embarazadas, la 
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placenta y de esta manera, dar lugar a las diversas formas de la enfermedad 

(Rees et al., 2017). 

2.2.4 Incidencia de L. monocytogenes en queso  

Listeria monocytogenes puede sobrevivir en varios productos alimenticios y crecer 

siempre que las condiciones proporcionadas por la matriz alimentaria sean 

favorables. El queso panela, es un producto que proporciona tales condiciones 

caracterizándose por su alto contenido de humedad, un bajo nivel de sal (1 – 3%), 

y un pH casi neutro (Ibarra-Sánchez et al., 2017). 

De acuerdo con Buchanan et al., (2017), las mejoras en las metodologías de 

detección han logrado en los últimos años, identificar un mayor número de brotes 

de Listeria aunque con un menor número de casos por brote. Sin embargo, los 

brotes recientes indicaron un aumento en las poblaciones susceptibles incluyendo 

niños. Además, la posibilidad de infección por el consumo de una dosis baja.  

Por otro lado, las iniciativas regulatorias y acciones por parte de la industria, han 

reducido los brotes en alimentos listos para su consumo (RTE, por sus siglas en 

inglés), carnes rojas y pollo. Por el contrario, los brotes de listeriosis asociados con 

productos lácteos no han mostrado ser disminuidos (Buchanan et al., 2017). 

Gould et al., (2014) analizaron los brotes reportados desde 1998 a 2011 por la 

Foodborne Disease Outbreak Surveillance System, en los cuales el queso fue el 

alimento implicado como vehículo. Encontraron que el patógeno más asociado a 

queso fresco producido con leche pasteurizada fue L. monocytogenes. Además, 

del total de muertes reportadas por el consumo de este alimento, 83% fueron 

causadas por Listeria. De entre los distintos tipos de queso involucrados, el más 

común reportado fue el queso fresco, siendo provenientes de México, el 38% del 

total.  

Es importante resaltar que en México, son pocos los estudios realizados para la 

detección de L. monocytogenes en las distintas variedades de queso y en general, 

en los alimentos (Castañeda-Ruelas et al., 2014; Ibarra-Sánchez et al., 2017), no 
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obstante, reflejan una prevalencia similar a la identificada en otros países 

(Castañeda-Ruelas et al., 2014). 

Algunos autores reportaron la presencia de L. monocytogenes en quesos frescos 

en un 15% (18/120) en la Ciudad de México, 9% (18/200) en Jalisco y 3.4% 

(5/149) en Sonora (Moreno-Enriquez et al., 2007; Saltijeral et al., 1999; Torres-

Vitela et al., 2012). Siendo el queso panela, el más contaminado según (Saltijeral 

et al., 1999). 

En México, la información sobre L. monocytogenes y la listeriosis es escasa pero 

los pocos estudios realizados, sugieren que representa un riesgo potencial para la 

ocurrencia de brotes (Castañeda-Ruelas et al., 2014).  

Es necesario el uso, investigación y desarrollo de antimicrobianos para disminuir la 

incidencia de este tipo de patógenos en queso. 

2.3 Bacteriófagos y endolisinas 

Un bacteriófago es un virus que infecta y se replica a través de un ciclo lítico o un 

ciclo lisogénico dentro de una bacteria como un parásito. Los bacteriófagos, o 

simplemente los fagos, son los microorganismos más abundantes en la Tierra y 

están ampliamente distribuidos. Los bacteriófagos se consideran seguros para los 

seres humanos, animales y plantas (Yusuf, 2018). Adicionalmente, su aplicación 

ha sido un enfoque prometedor para el manejo de L. monocytogenes en alimentos 

(Siringan et al., 2014; Van Tassell et al., 2016). 

El uso de bacteriófagos para detectar bacterias patógenas de humanos ha 

revolucionado la microbiología moderna. Su uso representa una divergencia 

significativa con respecto al cultivo tradicional y podría tener el potencial de 

proporcionar rápidamente información para diagnosticar y prescribir una estrategia 

de tratamiento para infecciones bacterianas en humanos y animales (Cooper, 

2016).  Las primeras investigaciones sobre los bacteriófagos se enfocaron en la 

identificación de microorganismos como L. monocytgenes. 
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Loessner & Busse (1990) desarrollaron un esquema de tipificación de 

bacteriófagos para diferenciar aislados de Listeria de productos lácteos y en 

general varios productos alimenticios. Dieciséis fagos seleccionados aislados de 

fuentes ambientales y cepas lisogénicas se utilizaron para la tipificación y, según 

sus espectros líticos, se dividieron en cuatro grupos. Se observaron 41 patrones 

distintos de lisis cuando se usó este conjunto de fagos en la tipificación de 57 

cepas de referencia definidas, representando las cinco especies confirmadas y 16 

serotipos, además de 454 aislados de Listeria de origen principalmente 

alimentario. Este sistema de tipificación de fagos proporcionaría información 

importante para el reconocimiento y eliminación de las fuentes de contaminación 

por Listeria spp. Posteriormente comenzaron investigaciones acerca del uso de 

bacteriófagos contra microorganismos patógenos en  alimentos. 

Dykes & Moorhead (2002) evaluaron el efecto de NIS y el listeriofago LH7, solos y 

en combinación en el crecimiento de dos cepas de L. monocytogenes. Se 

obtuvieron las curvas de crecimiento para ambas cepas bacterianas en caldo de 

cultivo soya-tripticasa (TSB) incubado a 7 y 30 °C, y con la adición de NIS y/o el 

listeriofago y se midió la absorbancia a 550 nm. Como resultado, en el caldo de 

cultivo adicionado con NIS, se previno el crecimiento de las dos cepas bajo las 

condiciones estudiadas pero posteriormente se desarrolló a niveles equivalentes a 

los de las células no tratadas. El listeriofago LH7, por otra parte, no tuvo efecto en 

caldo en las condiciones estudiadas. Sin embargo, una mezcla de nisina y el 

listeriofago mostró un efecto combinado, reduciendo los niveles y sin que hubiera 

un crecimiento posterior.  

Carlton et al. (2005) estudiaron al bacteriófago P100, del cual proviene la 

endolisina PlyP100. Este fago puede infectar y eliminar a la mayoría de las cepas 

de L. monocytogenes. Se determinó la secuencia completa de nucleótidos del 

genoma de P100, que codifica 174 productos génicos y 18 tRNAs. Además, se 

realizó un estudio de toxicidad oral de dosis repetidas en ratas, que no produjo 

cambios histológicos anormales, morbilidad o mortalidad. Por lo tanto, no se 

encontraron indicaciones de ningún riesgo potencial asociado con el uso de P100 
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como aditivo alimentario. Para determinar los parámetros de  aplicación de P100 a 

los alimentos sensibles a la contaminación por L., se produjo un queso madurado 

suave por dentro. Los quesos se contaminaron con L. monocytogenes al inicio del 

período de maduración y P100 se aplicó a la corteza del producto. Dependiendo 

de los tiempos, frecuencia y dosis de las aplicaciones de fagos,  se obtuvo una 

reducción significativa (al menos 3.5 log) o una erradicación completa de los 

recuentos de Listeria viables. No encontraron evidencia de resistencia a los fagos 

en los aislados de Listeria recuperados de las muestras. 

Actualmente existen productos antimicrobianos en el mercado que contienen 

bacteriófagos y estos productos son utilizados por la industria de alimentos. 

Algunos ejemplos se muestran en la Tabla 2. 

Tabla 2. Productos comerciales que contienen bacteriófagos y que son utilizados 

en la industria de alimentos. 

Producto  Especie bacteriana 

objetivo 

Mecanismo de liberación 

Agriphage 

(Omnilytics Ltd.) 

Xanthomonas 

campestris 

Pseudomonas syringae 

Suspensión de bacteriófagos específicos a cada  

especie en polvo para aspersión sobre cultivos 

infectados vía manual o mecánica. 

ListShield® 

(Intralytix Ltd.) 

EcoShield® 

(Intralytix Ltd.) 

SalmFresh® 

(Intralytix Ltd.) 

L. monocytogenes 

 

E. coli O157 

 

Salmonella 

 

Suspensión de bacteriófagos específicos a cada 

especie añadidos a muestras, después del 

sacrificio para la reducción de células bacterianas. 

Incubados para las temperaturas utilizadas en la 

refrigeración. 

 

Listex  

(Micreos, Ltd.) 

L. monocytogenes Suspensión de bacteriófagos específicos de 

Listeria. El fabricante declara que el producto 

puede aplicarse por cualquiera de los siguientes 

métodos: pulverizar sobre el producto antes del 

envasado, pulverizar en el envase, pulverizar sobre 

las cuchillas en los equipos o por inmersión dentro 

de la suspensión Listex. 

(Cooper, 2016). 
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A pesar de esto, las ventajas y desventajas del uso de fagos ya han sido 

ampliamente documentadas. Una de las desventajas más notables es el riesgo de 

encontrar patógenos bacterianos resistentes a tales fagos, o de favorecer la 

aparición de cepas insensibles a ellos (Labrie et al., 2010). La vía lítica de los 

fagos virulentos mediante la cual infectan a la bacteria puede resultar en la 

integración del genoma del fago en el cromosoma bacteriano huésped (Hagens & 

Loessner, 1999). De tal forma, los fagos y los mecanismos de resistencia a los 

fagos desempeñan un papel clave en la regulación de las poblaciones bacterianas 

en la mayoría de los hábitats, si no en todos (Labrie et al., 2010). Listeria 

monocytogenes puede desarrollar resistencia a los fagos (Kim & Kathariou, 2009).  

Zhang et al. (2015) encontraron que los genes cadA1 y cadC contenidos en el 

genoma de L. monocytogenes están asociados con la resistencia a los 

bacteriófagos.  

Un método alternativo prometedor y viable para el uso de bacteriófagos en 

alimentos, es el uso de preparaciones que contengan suspensiones altamente 

purificadas de enzimas provenientes de tales fagos, enzimas conocidas como 

endolisinas. Estas enzimas son hidrolasas de peptidoglicano y su función es 

degradar la capa de peptidoglicano de las membranas celulares bacterianas en la 

vía lítica, lo que conduce a la ruptura de la célula y la posterior liberación de la 

progenie viral en el entorno circundante (Cooper, 2016). 

Los bacteriófagos infectan las células bacterianas para replicarse pero la 

liberación de la progenie del fago requiere una lisis desde adentro que resulta de 

la penetración de las endolisinas en la membrana celular con asistencia de las 

proteínas holin. Las endolisinas generalmente evitan la membrana celular a través 

de estas proteínas holin, y su función es degradar el peptidoglicano, logrando en 

conjunto hidrolizar la pared celular (Van Tassell et al., 2016). Las bacterias Gram 

positivas también son susceptibles a la degradación de la pared por endolisinas 

aplicadas de forma exógena (Fischetti, 2010; Van Tassell et al., 2016). El 

peptidoglicano de la pared celular puede ser hidrolizado por diferentes clases de 

enzimas dependiendo de los enlaces específicos  dados. Las N-acetil-β-D-
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muramidasas, también llamadas lisozimas, y las N-acetil-β-D-glucosaminidasas 

hidrolizan los enlaces glicosídicos del esqueleto del peptidoglicano, las N-

acetilmuramil-L-alanina amidasas cortan el residuo de alanina inicial de los 

péptidos enlazados al ácido N-acetil murámico y las endopeptidasas cortan 

enlaces específicos dentro de los tallos peptídicos y puentes cruzados al interior 

de los polímeros formados por los ácidos N-acetil glucosamida y N-acetil 

murámico del peptidoglicano (Figura 1).  

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Mecanismo de acción de las endolisinas (Van Tassell et al., 2016). 

GlcNAc: ácido N-acetil glucosamina; MurNAc: acido N-acetil murámico.  

N-acetilmuramidasa N-acetilglucosaminidasa 

Endopeptidasa 

Amidasa 
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Según Loessner et al. (2002), las endolisinas Ply118 y Ply500 comparten una 

actividad enzimática única y son específicas para las células de Listeria. Ellos 

determinaron bases moleculares sobre la especificidad lítica de estas enzimas y 

examinaron la estructura y función de sus dominios de unión a las paredes 

celulares C-terminales (CDB) no relacionados. Encontraron que los 140 

aminoácidos C-terminales de Ply500 y los 182 C-terminales de Ply118 son 

necesarios y suficientes para dirigir las hidrolasas de mureína a la pared celular 

bacteriana. Ellos mostraron que los CBDs son responsables de dirigir las 

endolisinas del fago a sus sustratos y que su función es conferir reconocimiento y 

especificidad sobre las proteínas. Dado que las secuencias CBD no contienen 

repeticiones y carecen de todos los motivos de secuencia conocidos para el 

anclaje de proteínas a la célula bacteriana, concluyen que utilizan motivos 

estructurales únicos para la asociación específica con la superficie de bacterias 

Gram-positivas. 

Zhang et al. (2012) clonaron en E. coli y caracterizaron el gen de la endolysina 

(lysZ5) del genoma del fago FWLLm3 de L. monocytogenes. El análisis de la 

secuencia comparativa reveló que LysZ5 se asemejaba a la mureina hidrolasa 

Ply511. La adición de proteína purificada mostró que LysZ5 podría lisar L. 

monocytogenes, L. innocua y L. welshimeri, pero no Staphylococcus aureus o 

Enterococcus faecalis. La proteína purificada fue capaz de eliminar L. 

monocytogenes que crecía en leche de soja, con una reducción de más de 4 log 

UFC/mL después de 3 h de incubación a 4 °C.  

En base a estos y otros antecedentes, en el grupo de trabajo del Dr Michael Miller, 

en el departamento de Food Science and Human Nutrition en la Universidad de 

Illinois, Estados Unidos, se proposo realizar investigación concerniente a la 

endolisina PlyP100, que como ya se mencionó antes en este apartado, proviene 

del bacteriofago P100. Este fago fue aprobado en 2005 por la Food and Drug 

Administration de los Estados Unidos (FDA) como un compuesto antimicrobiano 

generalmente reconocido como seguro (GRAS) e incluso, es actualmente 

comercializado como LISTEX P100 (Micreos, Ltd.).  
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2.3.1 Endolisina PlyP100 

Poca información ha sido generada sobre la endolisina PlyP100, sin embargo a 

continuación se presentan resultados obtenidos en el grupo de trabajo. 

Van Tassell et al. (2017) expresaron la endolisina PlyP100 mediante 

recombinación genética y la evaluaron en un modelo de queso fresco (MLQF) 

descrito por Van Tassell et al. (2015) utilizando con un cóctel de cepas de L. 

monocytogenes. Fue demostrado que PlyP100 tiene una actividad óptima bajo un 

pH y concentraciones de sal consistente con el queso fresco. Además, PlyP100 

mostró una especificidad para las Gram positivas resultando en una actividad 

inhibitoria considerable contra L. monocytogenes en queso fresco durante al 

menos 4 semanas en almacenamiento refrigerado. 

Posteriormente, Ibarra-Sánchez et al. (2018) reportaron que PlyP100 mostró una 

reducción bacteriana independiente del tamaño del inóculo utilizado de L. 

monocytogenes en el queso. Además, la combinación de PlyP100 con NIS mostró 

una fuerte sinergia en QF obteniendo niveles no contables de L. monocytogenes 

después de 4 semanas de almacenamiento a 4°C. Los aislados de L. 

monocytogenes de los quesos tratados con NIS, PlyP100, y su combinación no 

desarrollaron resistencia a la NIS o PlyP100. Finalmente, PlyP100 mostró también 

poseer un alto coeficiente de retención en la cuajada de queso. 

2.4 Nisina  

La nisina (NIS) es una sustancia polipeptídica o bacteriocina, producida por la 

fermentación de un sustrato adecuado por ciertas cepas de Lactococcus lactis 

subsp. Lactis. Este polipéptido consta de 34 aminoácidos y un peso molecular de 

3510 Daltons (Breukink & de Kruijff, 2006; Delves-Broughton & Weber, 2011). De 

estos 34 aminoácidos, hay varios de ellos que son inusuales y que incluyen a  

dehidroalanina (Dha), deshidrobutirina (Dhb), ácido aminobutírico (Aba), lantionina 

(Ala-S-Ala) y β-metillantionina (Aba-S-Ala) (Punyauppa-path & Phumkhachorn, 

2015). Además, contiene cinco anillos basados en lantionina de los cuales, los tres 

primeros están separados de los anillos cuatro y cinco (que se encuentran 
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entrelazados), por una región relativamente más flexible de tres residuos (Figura 2) 

(Breukink & de Kruijff, 2006). 

 

 

Figura 2. Estructura química de Nisina (Breukink & de Kruijff, 2006). 

Este antimicrobiano es el lantibiótico más antiguo conocido y más ampliamente 

estudiado. Los lantibióticos son una gran familia de antibióticos peptídicos. Sus 

precursores son biosintetizados ribosomalmente (Hansen, 1993) y los 

aminoácidos inusuales como la lantionina presentes en sus estructuras, son el 

resultado de modificaciones pos-traduccionales y el procesamiento proteolítico de 

sus péptidos precursores (Breukink & de Kruijff, 2006). 

En la actualidad se han descubierto diversas variantes naturales de NIS. Nisina Z 

por ejemplo, tiene una sustitución de Asn27 por His27. La potencia y  espectro 

para las variantes NIS A y NIS Z son similares, pero se ha observado que NIS Z 

se difunde más fácilmente a través del gel de agar y tiene una carga positiva de 2 

en comparación con una carga positiva de 3 para la NIS A. En las preparaciones 

comerciales solo se utilizan estas dos variantes, sin embrago, la mayoría de la 

información científica publicada es acerca de NIS A. La solubilidad de NIS A 

depende del pH, de esta manera, a un pH de 2.2 la solubilidad es de 56 000 

µg/mL mientras que a pH 5 es de 3000 µg/mL, es decir que a mayor pH, menor 

solubilidad; a pesar de esto, la solubilidad no es un problema en alimentos ya que 

los niveles que se utilizan deben ser inferiores a 250 µg/mL de acuerdo a la FDA 

(Delves-Broughton & Weber, 2011). 

Debido a su potente actividad bactericida y baja toxicidad en humanos, NIS se 

utiliza como conservador natural en la industria alimentaria (Breukink & de Kruijff, 

2006). Tiene actividad antimicrobiana contra varias especies de bacterias Gram 

positivas, pero no contra bacterias Gram negativas debido a su membrana 
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externa. Sin embargo, cuando se usa en combinación con otros tratamientos 

químicos o físicos que desestabilizan estas membranas externas, NIS puede 

inhibir también bacterias Gram negativas (Punyauppa-path & Phumkhachorn, 

2015). 

El desarrollo o aplicación como conservador en alimentos comenzó en la década 

de 1950. El primer reporte de su uso fue para evitar deterioro en queso suizo. El 

desarrollo de una preparación de NIS en polvo fue primero desarrollada por Aplin 

and Barrett Ltd. en el Reino Unido; esto dio lugar a la introducción en 1953 de la 

primera preparación de NIS con el nombre comercial de Nisaplin®. Los primeros 

usos de la nisina fueron para la prevención del deterioro del queso procesado pero 

desde entonces se han identificado muchas otras aplicaciones y su uso ahora está 

aprobado en más de 50 países. El producto Nisaplin® todavía es actualmente 

fabricado por Danisco, quien adquirió Aplin y Barrett en 1999 (Delves-Broughton & 

Weber, 2011). 

El compuesto fue aprobado en Estados Unidos por la FDA como GRAS en 1988. 

En México también está permitido su uso en diferentes alimentos, siendo la 

máxima concentración permitida 12.5 µg/mL. De esta forma, NIS es un compuesto 

inocuo y adecuado para su uso e  alimentos ya que además es estable a la 

temperatura y no pierde su actividad antimicrobiana después de la pasteurización, 

esterilización u otros métodos de procesamiento (Santos et al., 2018). 

2.4.1 Mecanismo de acción 

Al principio, se sugirió que NIS destruía a las bacterias mediante la inhibición de la 

síntesis de la pared celular por su unión al lípido II. Sin embargo, avances 

importantes en el modo de acción de NIS contra las bacterias, indican que el 

precursor del peptidoglicano de la pared celular, el lípido II, actúa como una 

molécula de acoplamiento para NIS, y es el complejo NIS-lípido II, el que se 

inserta en la membrana citoplasmática creando poros que provocan fugas de 

material celular esencial (Breukink & de Kruijff, 2006; Delves-Broughton & Weber, 



 

19 
 

2011). El proceso puede describirse como sigue: un reconocimiento específico y 

enlace con el lípido II, seguido por la formación de poros. 

Para pasar a través de la pared celular, NIS generalmente tiene interacciones 

electrostáticas o hidrófobas con componentes aniónicos tales como ácidos 

teicoicos, ácidos teicurónicos y ácidos lipoteicoicos, polisacáridos o fosfolípidos 

(Punyauppa-path & Phumkhachorn, 2015). Posteriormente, NIS se une al lípido II 

con los dos anillos de lantionina en el extremo N-terminal, formando una especie 

de jaula con el pirofosfato del lípido II alrededor de este (Prince et al., 2016; 

Punyauppa-path & Phumkhachorn, 2015). Esto permite que el segmento C-

terminal se inserte en la membrana celular. Inicialmente, el péptido se encuentra 

paralelo al plano de la membrana pero la inserción del extremo C, facilitada por la 

región flexible que se encuentra entre los anillos tres y cuatro del péptido, 

proporciona una orientación transmembranal del compuesto (Prince et al., 2016). 

Varios complejos de NIS-lípido II se ensamblan para formar un poro estable con 

un diámetro de 2 nanómetros en la membrana celular. Algunos reportes indican 

que el poro está formado por 4 complejos de nisina-lípido II y 4 moléculas de 

nisina (Figura 3) 

Una vez que el poro se forma en la membrana celular, causa un aumento en la 

permeabilidad que conduce a la disipación del potencial de membrana provocando 

el flujo de pequeños contenidos citoplasmáticos como aminoácidos, nucleótidos e 

iones de las células dañadas. En consecuencia, las células dañadas no pueden 

producir energía, al igual que las macromoléculas vitales que finalmente causan la 

muerte celular (Punyauppa-path & Phumkhachorn, 2015). 

2.4.2 Aplicación en alimentos 

Nisina ha sido ampliamente utilizada en diversas matrices alimentarias desde hace 

muchos años. Como fue mencionado antes, es un compuesto aprobado y 

regularizado tanto en México como Estados Unidos. 
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Figura 3. Mecanismo de acción de nisina. Formación del poro transmembrana 

(Punyauppa-path & Phumkhachorn, 2015). 

Se evaluó el efecto inhibitorio de dos concentraciones de NIS (10.0 y 16.7 mg/kg) 

sobre Staphylococcus aureus, coliformes totales, E. coli, Salmonella spp y L. 

monocytogenes en queso blanco tipo “telita” elaborado en una quesera de Upata, 

Estado Bolívar. La cuenta de S. aureus fue significativamente menor (P < 0.05) en 

las muestras de queso “telita” con las dos concentraciones de NIS ensayadas con 

respecto a las muestras control. No se detectó Salmonella spp ni L. 

monocytogenes en ninguna de las muestras analizadas Se encontró que las dos 

concentraciones de NIS adicionadas al queso “telita” ejercieron un efecto 

inhibitorio sobre la población de S. aureus presente como microflora contaminante 

en las mismas (Márquez & Rojas, 2007). 

Gadotti et al., (2014) evaluaron  la adición de NIS, ácido caprílico (CA) como 

ingredientes antilisteria en queso fresco. El queso fue inoculado con aprox. 4 log 

UFC/g de un coctel de 5 o 6 cepas de L. monocytogenes y fue tratado con los 
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antimicrobianos. Las muestras se almacenaron a 4 °C durante tres semanas y los 

recuentos de Listeria se realizaron en agar PALCAM. Todas las combinaciones de 

NIS y CA (≥ 0,4 g/kg cada una) fueron efectivas contra L. monocytogenes y 

redujeron los recuentos finales en al menos 3 log UFC/g después de 20 días de 

almacenamiento en comparación con el control. Los resultados indicaron que las 

combinaciones de NIS y CA podrían controlar L. monocytogenes en queso fresco 

y con un poco impacto en la flora natural del queso. 

Calderón-Oliver et al. (2016) optimizaron mediante la metodología de superficie de 

respuesta, una mezcla de NIS con semillas o extractos de cáscara de aguacate, 

para maximizar la actividad antioxidante y la respuesta antimicrobiana contra 

Listeria. Los extractos de cáscara o semillas utilizados en la mezcla mostraron una 

capacidad de eliminación de radicales y actividad antioxidante debido a su 

composición de polifenoles. Durante la optimización, los resultados mostraron que 

la respuesta antioxidante en la mezcla fue principalmente proporcionada por el 

extracto de la cascara de aguacate en comparación con NIS, las semilla y las 

combinaciones en diferentes proporciones. A pesar de esto, en la respuesta 

antimicrobiana, se observó un efecto sinérgico en las mezclas de cada extracto de 

subproducto de aguacate con NIS. La máxima respuesta antioxidante y 

antimicrobiana se obtuvo con la mezcla de 61% de extracto de la cascara con 39% 

de NIS a concentraciones de 1 mg/mL (1000 µg/mL) de cada uno. 

Martinez et al. (2016) determinaron el efecto antimicrobiano de NIS comercial 

(Nisaplin®) libre y encapsulada (agente encapsulador: goma arábiga) contra L. 

monocytogenes ATCC 7644 y B. cereus IAL 55 en leche refrigerada 6 ± 1 °C 

durante 21 días. Se inocularon las muestras de leche desnatada y entera que 

contenían NIS libre y NIS encapsulada (0.25 - 1.0 mg/L), con las bacterias a 

evaluar y se realizaron los recuentos cada 3 días. La NIS encapsulada presentó 

rasgos característicos de productos de secado por pulverización y una actividad 

antimicrobiana estable bajo refrigeración durante 90 días. Además, tanto en la 

leche desnatada como en la leche entera, la combinación de NIS libre y 

encapsulada (0.5 mg/L de cada uno) exhibió un efecto antilisteria más fuerte (P  < 
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0.05), a pesar de esto, también se observaron células de Listeria resistentes. 

Tanto NIS libre como la encapsulada (0.25 mg/L), resultaron altamente efectivas 

contra la germinación de esporas de B. cereus y para la inhibición del crecimiento 

de patógenos (P < 0.05) en ambos tipos de leche, mejorando así la seguridad 

microbiológica de los productos alimenticios. 

2.5 Arginato Laurico 

El arginato laurico (LAE) es un surfactante catiónico el cual fue aprobado en 2005 

por la FDA como un compuesto GRAS y por la European Food Safety Authority 

como aditivo alimentario seguro en 2007 (EFSA, 2007; FDA, 2005). En México 

también se encuentra aprobado como aditivo desde 2012 (DOF, 2012). El rápido 

metabolismo de LAE a los componentes naturales de la dieta, ácido laurico y 

arginina, sugiere que es poco tóxico para el ser humano (Ma, 2015). 

Su nombre químico es hidrocloruro de etil-Nα-lauroil-L-arginato (CAS 60372-77-2). 

Este compuesto es un polvo blanco higroscópico, con un peso molecular de 421 

g/mol que se funde a temperaturas en el rango de 50.5 - 58°C y se descompone a 

temperaturas por encima de 107°C. Debido a sus propiedades polares, este 

compuesto tiene una buena solubilidad en agua, por arriba de 247 g/kg. Su 

estructura se muestra en la (Figura 4) (Nerin et al., 2016). 

 

 

 

Figura 4. Estructura química de LAE (Nerin et al., 2016b). 

El LAE se sintetiza a través de esterificación de monohidrocloruro de L-arginina 

con etanol usando cloruro de tionilo como agente de esterificación. El éster 

formado entonces se condensa con cloruro de lauroil en un medio acuoso para 

formar LAE (Asker et al., 2009; Kawamura & Whitehouse, 2008). Este proceso de 

producción fue patentado por la empresa española LAMIRSA e incluye las dos 
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etapas de síntesis antes mencionadas y un proceso de filtración final para 

recuperar el producto (FDA, 2005). 

Es sabido que LAE interactúa con componentes aniónicos a través de 

interacciones electrostáticas. Tiende a precipitar en una solución a pH> 4,5 y con 

una alta fuerza iónica. Este compuesto también puede sufrir hidrólisis en presencia 

de nitritos o proteínas (Nerin et al., 2016b). 

El LAE es hidrolizado en el cuerpo humano por vías químicas y metabólicas que 

rápidamente rompen la molécula en sus componentes naturales, ácido laurico y L-

arginina, liberando etanol y dando al compuesto su baja toxicidad conocida (Asker 

et al., 2009). La L-arginina formada es transformada en ornitina y urea a través del 

ciclo de urea. Por su parte, la L-ornitina puede degradarse a citrulina en el ciclo de 

la urea o a α-cetoglutarato, un intermedio metabólico del ciclo del ácido cítrico, 

produciendo CO2 como producto final. Por lo tanto, las dos vías principales de la 

excreción de metabolitos de LAE son aire expirado, en forma de CO2 y orina, en 

forma de urea (Figura 5) (Nerin et al., 2016b). 

De acuerdo a LAMIRSA, LAE tiene una fuerte actividad antimicrobiana frente a 

una amplia gama de microorganismos que incluyen mohos, levaduras y bacterias 

gram-negativas y gram-positivas. Sin embargo, el número de investigaciones que 

tratan acerca de la actividad antimicrobiana de LAE es escaso. De esta manera, el 

número de cepas ensayadas es limitado y se centra principalmente en bacterias. 

De acuerdo con estos datos, la CMIs obtenidos en la literatura (de 8 a 100 µg/mL) 

son consistentes con los mencionados por LAMIRSA (de 2 a 128 µg/mL), lo que 

indica una fuerte actividad antimicrobiana de LAE (Nerin et al., 2016b). 
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Figura 5. Ruta de biotransformación de arginato laurico (EFSA, 2007; Nerin et al., 
2016b). 

2.5.1 Mecanismo de acción  

El objetivo principal de los surfactantes catiónicos es la envoltura celular. Debido a 

su estructura química, estos compuestos pueden dañar a la bacteria produciendo 

la alteración del potencial y permeabilidad de su membrana. Esto da como 

resultado la pérdida de material citoplasmático y, en consecuencia, la muerte de la 

bacteria. Por esta razón, las investigaciones sobre su modo de acción se centran 

en el estudio de los cambios morfológicos mediante microscopía electrónica de 
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barrido (SEM) y microscopía electrónica de transmisión (TEM) así como ensayos 

de integridad celular (citometría de flujo y eflujo iónico) (Nerin et al., 2016b). 

En un estudio se determinaron los efectos del LAE y NIS Z, solos o en 

combinación, sobre el daño celular contra E. coli O157: H7, L. monocytogenes y 

Brochothrix thermosphacta mediante SEM y TEM, eflujo de potasio y fosfato, e 

inhibición del crecimiento. Una combinación de LAE con NIS Z causó cambios 

severos y dramáticos en la membrana citoplasmática y lisis celular de ambos tipos 

de bacterias, Gram positivas y Gram negativas. El tratamiento con LAE solo 

resultó en cambios en la morfología celular, coagulación del citoplasma y baja fuga 

de iones de potasio y fosfato en todas las bacterias estudiadas. Estos hallazgos 

demuestran que una combinación de LAE con nisina Z inhibe eficazmente tanto 

las bacterias Gram negativas como Gram positivas y que además se forman 

canales en la membrana dando como resultado lisis celular y la fuga de iones de 

potasio y fosfato (Pattanayaiying et al., 2014). 

Suksathit & Tangwatcharin (2013) realizaron un estudio para investigar las 

actividades in vitro del diacetato de sodio (SD), citrato de sodio (SC) y lactato 

sódico (SL) en combinación con LAE contra L. monocytogenes y Salmonella 

Rissen. Realizaron ensayos de SEM y TEM y sus resultados indicaron una pérdida 

y cambio del citoplasma y la membrana en las células de ambas bacterias. Las 

células de L. monocytogenes y S. Rissen tratadas con SD, SC, SL y LAE solos y 

en combinación, sufrieron alteraciones morfológicas considerables en 

comparación con el control cuando se analizaron mediante SEM. Los resultados 

demostraron que LAE provoco cambios dramáticos en la envoltura celular, lo que 

indica que la membrana son el principal objetivo de esta sustancia.  

Los resultados anteriores coinciden con la hipótesis de que LAE interactúa con los 

lípidos de la membrana bacteriana perturbando el potencial de esta y causando 

cambios estructurales en la bacteria, además de que la actividad antimicrobiana 

de los tensioactivos catiónicos basados en arginina está directamente asociada 

con la presencia de la carga catiónica del grupo de guanidina protonada de este 

aminoácido (Figura 6) (Castillo et al., 2004; Suksathit & Tangwatcharin, 2013). 
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Figura 6. Mecanismo de acción del LAE (Castillo et al., 2004; Suksathit & 
Tangwatcharin, 2013). 

2.5.2 Aplicación en alimentos 

La EFSA (2007) reportó sus resultados sobre la estabilidad e interacción de LAE 

con otros compuestos que contiene los alimentos. Los resultados de su estudio 

sugieren que el efecto de la temperatura combinada con el pH influye en gran 

manera en la hidrólisis de LAE a LAS y posteriormente a L-arginina y ácido laurico 

como productos resultantes. A un bajo pH y a temperatura ambiente, esta 

molécula es bastante estable, sin embargo, la combinación de una alta 

temperatura (50°C) y bajo pH puede dar como resultado una hidrólisis más 

extensa. 

Con el fin de establecer sus posibles incompatibilidades con diferentes 

hidrocoloides, se evaluó la interacción entre diferentes conservadores y 

antioxidantes usados en alimentos, así como también enzimas, aditivos y 

proteínas y el LAE. El grado de hidrólisis de LAE bajo diversas condiciones se 

determinó midiendo el porcentaje de LAE recuperado en muestras de diferente 

constitución con respecto a los parámetros mencionados, hidrocoloides, 

conservadores y antioxidantes de alimentos, enzimas, aditivos y proteínas. 

En 24 de 33 muestras no se produjo hidrólisis. Sólo nueve muestras mostraron 

interacción entre LAE y los otros compuestos los cuales constituyeron la muestra. 

En cuatro de estas nueve muestras, LAE fue hidrolizado a LAS. En el resto de las 

+

+
++

+

Grupo guanidina

Arginato laurico

Peptidoglicano

Membrana 

celular



 

27 
 

muestras, en las que se combinó LAE con nitrito, proteínas de carne o soja o 

lactoalbúmina y ovoalbúmina, se produjo una hidrólisis más extensa. Esta 

interacción resultó en la degradación del ingrediente activo a etanol, arginina y 

ácido láurico. 

Además se evaluó la estabilidad del ingrediente activo de LAE en ocho matrices 

de alimentos diferentes. Cinco de estas matrices eran de alimentos procesados y 

el resto eran de alimentos frescos. La duración del estudio fue la de la vida de 

anaquel de cada producto variando de 18 horas (garbanzos) a 90 días 

(salchichas). El ingrediente activo se mostró estable en todos los alimentos 

frescos, pero sólo en dos de los alimentos procesados. Las matrices en las cuales 

el ingrediente activo no se mostró estable fueron bacalao seco y salado, y carne 

garbanzos marinados. En estos tres casos se observó una disminución de LAE, 

debido a la hidrólisis mediada por enzimas que dio como resultado la formación de 

LAS como principal metabolito. 

El LAE es un tensioactivo catiónico natural con una actividad antimicrobiana de 

amplio espectro. Es un conservador de alimentos prometedor ya que es inodoro e 

incoloro y se considera un producto seguro ya que los estudios toxicológicos han 

demostrado que es metabolizado rápidamente por los seres humanos a los 

componentes naturales de la dieta, ácido laúrico y arginina (Becerri et al., 2013; 

Hawkins et al., 2009). 

Soni et al. (2012) evaluaron los efectos únicos y combinados de tres 

antimicrobianos GRAS (generalmente reconocidos como seguros), incluyendo el 

bacteriófago P100, LAE y la mezcla de diacetato sódico de lactato potásico (PL-

SD) contra el crecimiento de L. monocytogenes en queso panela. El desarrollo del 

fago P100 cuando se expuso a LAE (200 µg/mL) o PL-SD (2,8% de PL y 0,2% de 

SD) se determinó a 4 y 30ºC en un modelo de caldo de cultivo. Se encontró que 

P100 es estable en presencia de estos agentes antimicrobianos, ya que las 

unidades formadoras de placa (UFP) no variaron entre los tratamientos de control, 

LAE o PL-SD. Cuando se expusieron 9 log UFC/ml de células de fase estacionaria 

de L. monocytogenes a estos antimicrobianos en caldo de soja trıpticasa, se 
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produjo una reducción de 3 a 5 log UFC/ml con el fago P100 y una reducción 

completa de 9 log UFC/ml con LAE pero no se encontró una reducción con PL-SD 

después de 24h a 4 o 30 °C. En el queso, las poblaciones de L. monocytogenes 

aumentaron desde los 3.5 log UFC/cm2 iniciales a 7.7 log UFC/cm2 en 28 días a 4 

°C. El tratamiento con 7.8 log UFP/cm2 del fago P100 en combinación con 200 

µg/mL de LAE mostró un fuerte efecto listericida reduciendo los conteos de L. 

monocytogenes en 2, 3.5 y 4 log UFC/cm2 sin embargo, hubo un recrecimiento 

posterior de L. monocytogenes a 4 ºC. El tratamiento con PL-SD mostró un fuerte 

efecto listeriostático, no disminuyó el conteo de L. monocytogenes pero se inhibió 

el crecimiento durante 28 días a 4 °C. Sólo el tratamiento combinado del fago 

P100, LAE y PL-SD redujo los conteos iniciales de L. monocytogenes a 2 - 4 log 

UFC/cm2 y los mantuvo a ese nivel durante 28 días a 4ºC. 

Ma et al. (2013) evaluaron la actividad antimicrobiana de LAE solo o en 

combinación con aceite de hojas de canela, timol y eugenol. La concentración 

microbiana y las concentraciones bactericidas mínimas (MBC) para L. 

monocytogenes, E. coli O157: H7 y Salmonella Enteritidis se determinaron 

mediante el método de dilución de microbroth en TSB a sus temperaturas óptimas 

de crecimiento. La CMI paraLAE fue de 11.8 µg/mL contra L. monocytogenes y E. 

coli O157: H7 y 23.5 µg/mL contra Salmonella Enteritidis. Se demostró actividad 

antimicrobiana sinérgica contra L. monocytogenes con combinaciones de LAE y el 

aceite de hoja de canela o eugenol. Por el contrario, se mostraron efectos 

antagónicos para todas las combinaciones contra E. coli O157: H7 y Salmonella 

Enteritidis. El extracto de una muestra de carne de res a 2 o 5% p/v en  TSB, no 

mostró efectos sobre la CMI y MBC de LAE contra L. monocytogenes, mientras 

que en almidón soluble de papa, a 2-10% p/v en TSB, aumentó la CMI y MBC. 

Cuando se probaron en leche reducida a 2% de grasa, se requirieron niveles 

significativamente mayores de antimicrobianos para lograr inhibiciones similares a 

las de la TSB. Las curvas de crecimiento de las bacterias a 21 °C siguieron 

tendencias similares a las de la TSB, mostrando sinergismo frente a las L. 

monocytogenes  una Gram positiva, y antagonismo frente a las dos bacterias 

Gram negativas. En sus resultados ellos sugieren que la aplicación de LAE podría 
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mejorar la seguridad microbiana de los alimentos, especialmente cuando se utiliza 

en combinación con EOC para inhibir el crecimiento de bacterias Gram-positivas. 

Pattanayaiying et al. (2014) investigaron los efectos de LAE y la nisina Z, solos y 

en combinación, sobre el daño celular contra E. coli O157: H7, L. monocytogenes 

y Brochothrix thermosphacta, mediante la observación de iones de potasio y 

fosfato por medio de SEM y TEM, y la inhibición del crecimiento. Una combinación 

de LAE con nisina Z causó cambios severos y dramáticos en la membrana 

citoplasmática y lisis celular de bacterias Gram positivas y Gram negativas. El 

tratamiento combinado también causó fugas significativas de iones de potasio y 

fosfato de E. coli O157: H7, L. monocytogenes y Brochothrix thermosphacta, en 

comparación con otros tratamientos: 16.62 ± 1.05, 50.35 ± 0.81 y 45.47 ± 1.15 

mg/L del ion potasio y 122.66 ± 8.81, 97.96 ± 3.31 y 26.47 ± 13.97 mg/L del ion 

fosfato después de tratamiento durante 6 h, respectivamente. Las bacterias se 

redujeron en aproximadamente 7 log UFC/mL dentro de la primera hora de 

tratamiento y, a continuación, las células fueron incapaces de crecer para el resto 

del experimento. El tratamiento con LAE solo resultó en cambios en la morfología 

celular, coagulación del citoplasma y baja fuga de iones de potasio y fosfato en 

todas las bacterias ensayadas. El tratamiento de NIS Z (320 UA/mL) en L. 

monocytogenes y de Brochothrix thermosphacta, dio lugar a la formación de 

canales en la  membrana y fuga de los iones de potasio y fosfato a niveles 

bastante altos; sin embargo la bacteriocina no fue eficaz contra E. coli O157:H7. El 

LAE y la NIS Z redujeron el crecimiento tanto de L. monocytogenes como de 

Brochothrix thermosphacta en aproximadamente 7 log UFC/mL. Por el contrario, 

E. coli O157:H7 no fue inhibida por los tratamientos con NIS Z, pero disminuyó en 

aproximadamente 4.45 log UFC/mL después del tratamiento con LAE. Ellos 

concluyen que estos resultados proporcionan información adicional sobre el modo 

de acción de estos compuestos sobre las poblaciones bacterianas. 

2.6 Ɛ-polilisina 

Epsilon-polilisina (EPL) es un homopolímero catiónico que contiene 

aproximadamente 30 subunidades de L-lisina, uno de los aminoácidos esenciales. 
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Estas subunidades se encuentran unidas a través del enlace isopeptídico entre los 

grupos Ɛ-amino y α-carboxilo. La fórmula química de este compuesto se muestra 

en la Figura 7. Epsilon-polilisina es uno de los dos únicos homopolímeros 

conocidos en la naturaleza (Yamanaka et al., 2008) 

 

 

 

 

Figura 7. Estructura química de Ɛ-polilisina (Yamanaka et al., 2008). 

El polímero fue descubierto en 1977, hace más de 25 años (Nampoothiri et al., 

2014; Shih et al., 2006). El polímero es estable al calor, e incluso puede soportar 

la esterilización durante 20 min (Nampoothiri et al., 2014).  

Epsilon-polilisina se fabrica mediante un proceso de fermentación aeróbica 

utilizando el microorganismo no patógeno Streptomyces albulus subsp. 

Lysinopolymerus. Todos los materiales utilizados en este proceso son aptos para 

alimentos y se utilizan de acuerdo con las reglamentaciones federales de los 

Estados Unidos. Después de la fermentación, el microorganismo se elimina de los 

medios de cultivo a través de una etapa de esterilización y  posterior filtración con 

un filtro de membrana de 0.1 µm, el filtrado se purifica luego mediante separación 

cromatográfica. Un esquema de este proceso se muestra en la Figura 8  (FDA, 

2010). 

La producción del compuesto está influenciada sustancialmente por el pH del 

medio (Nampoothiri et al., 2014). Kahar et al. (2001) realizaron un estudio para 

mejorar la producción microbiana de EPL con una estrategia de control de pH. El 

cultivo de S. albulus se llevó a cabo en medio M3G en un fermentador. El control 

de pH se dividió en dos fases. En la fase I, el crecimiento celular se aceleró 

manteniendo el pH a más de 5; en la fase II, la producción de EPL se incrementó 
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al mantener el pH en aproximadamente 4. Esta estrategia de control mejoró 

exitosamente la producción de EPL de 5.7 g/L a 48.3 g/L. en el cultivo 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8. Esquema del proceso de producción de Ɛ-polilisina (FDA, 2010). 

El proceso biotecnológico para producir EPL fue patentado por Hiraki y Suzuki 

(1999) (Patente de Estados Unidos Número 5 900 363). En 2003 fue aprobado 

como GRAS por la FDA, para uso como conservador en productos de arroz a un 

nivel de 50 µg/mL. Posteriormente, este compuesto se produjo de acuerdo con el 

proceso patentado, por Purac Biochem y en 2010, el compuesto sería GRAS para 

su uso como conservador en diversos tipos de alimentos. Posteriormente Purac 

extendió su uso para incluir numerosos tipos de alimentos con niveles adicionales 
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de hasta 250 µg/mL. En la Tabla 1 se muestra la cantidad recomendada para el 

uso de EPL en diferentes alimentos (Yu et al., 2010). 

Tabla 3. Resumen de los niveles propuestos para el uso en alimentos de Ɛ-

polilisina (FDA, 2010). 

Categoría de alimento Alimentos propuestos Concentración  

(µg/mL) 

Bebidas alcohólicas Cerveza  100 

Vino  50 

Productos de 

panadería 

Tarta de queso 100 

Muffins  100 

Pay (sin fruta) 250 

Bebidas y bases para 

bebidas 

Energéticas, dietéticas, deportivas e isotónicas 250 

Bebidas a base de carne, azucar, arroz y gelatinas 250  

Queso Mezclas de diferentes quesos 250  

Cottage, ricotta y queso crema 250  

Feta, mozzarella, y mexicanos 250 

Procesados y untables 250 

Café y té  Café y bebidas de café 250 

Té y bebidas de té 250  

Huevo  Platillos a base de huevo 250 

Aceites y grasa Margarina libre o reducida en grasa 50 

Aderezos para ensaldas 250 

Productos del mar Mariscos y pescado fresco 250 

Alimentos basados en mariscos y pesacado fresco 250 

Productos cárnicos Carne fresca de res y puerco 600 

Alimentos preparados a base de carne 200 – 300 

Productos lácteos Bebidas de leche sabor chocolate 100 

Crema 100 

Yogurt 100 

Productos avícolas Alimetos preparados a base de aves 250 

Vegetales y vegetales 

procesados 

Frijoles y alimentos a base de frijoles 250 

Papas y alimentos a base de papa (excepto las fritas) 250  

Alimentos preparados a base de vegetales 100 - 250 

Jugos de tomate 250 

 

Epsilon-polilisina se ha utilizado durante las últimas décadas para una amplia 

gama de aplicaciones industriales. Desafortunadamente, los rendimientos de EPL 
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utilizando cepas silvestres son comparativamente bajos con respecto a lo que se 

desea para la producción industrial. 

Bhattacharya et al. (2017) realizaron un modelo para optimizar los parámetros del 

medio y mejorar la producción de EPL utilizando la bacteria marina Bacillus 

licheniformis. Nutrientes que incluían glucosa, extracto de levadura, sulfato de 

magnesio y sulfato ferroso se incorporaron como variables de entrada y EPL como 

la variable de salida. Esta técnica de optimización podría mejorar 

significativamente la producción de EPL en un 196%, en comparación con un 

medio no optimizado. 

En la biosíntesis de EPL, el precursor  se  identificó como L-lisina dese 1983, y es 

este, el precursor de EPL en distintas bacterias (Pandey & Kumar, 2014). Un 

sistema péptido sintetasa no ribosomal podría estar involucrado en la biosíntesis 

utilizando L-lisina como sustrato. Todas las enzimas involucradas en la biosíntesis 

de EPL aún deben ser caracterizadas; sin embargo, investigación concerniente ha 

revelado que la aspartoquinasa, es una enzima clave en la biosíntesis de L-lisina 

durante la fermentación (Yoshida & Nagasawa, 2003). La aspartoquinasa es la 

primera enzima clave en la vía de L-aspartato de la biosíntesis de EPL y se 

encuentra regulada por treonina y lisina (Pandey & Kumar, 2014).  La Figura 9 

muestra un esquema de la ruta de biosíntesis de EPL. 

 

 

 

 

 

 

Figura 9. Esquema de la ruta de biosíntesis de Ɛ-polilisina a partir de ácido L-

aspartático (Pandey & Kumar, 2014). 
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Además, la EPL sintetasa también es una enzima importante involucrada en el 

proceso. Yamanaka et al. (2008) la caracterizaron con una masa molecular de 130 

kg/mol y como una proteína de membrana con dominios de adenilación y tiolación 

característicos de las sintetasas de péptidos no ribosómicos. 

Por otro lado, Kito et al. (2002) purificaron y caracterizaron una enzima que 

degrada a EPL de una cepa de S. albulus. La enzima estaba fuertemente unida a 

la membrana celular y su masa molecular fue de 54 kg/mol. La enzima liberó L-

lisinas con extremos N-terminales y se clasificó como una aminopeptidasa. 

Además, Streptomyces virginiae IFO 12827   y Streptomyces norsei IFO 15452 

mostraron una fuerte actividad degradante de EPL, ambas cepas producen EPL, 

lo que indica una correlación entre la distribución de la enzima de degradación de 

EPL unida a membrana y la actividad productora del mismo. 

Hiraki et al. (2003) reportaron que la Ɛ-polilisina resultó prácticamente no tóxica en 

un estudio oral en ratas. No hubo mortalidad ni mutagénesis hasta en 5 g/kg en 

ensayos bacterianos. Los estudios de absorción, distribución, metabolismo y 

excreción (ADME) de la Ɛ-polilisina en los cuales fueron administrados 100 mg/kg 

en una sola dosis a ratas macho en ayunas, revelaron una baja absorción del 

tracto gastrointestinal. Todas las cantidades de la radioactividad dosificada fueron 

eliminadas por excreción; 97% en la orina y en las heces dentro de las 168 h 

posteriores, y 3% en el aire expirado en las siguientes 48 h. La radiografía de todo 

el cuerpo no mostró concentraciones de Ɛ-polilisina absorbida en ningún tejido u 

órgano. Basándose en los resultados de los estudios de ADME y la falta de 

toxicidad en los estudios de seguridad, propusieron que el uso de Ɛ-polilisina 

como conservador en los alimentos se considera seguro. 

De esta manera, EPL se usa ampliamente para preservar diferentes alimentos 

gracias a su amplia actividad antimicrobiana contra bacterias Gram positivas, 

Gram negativas, levaduras y hongos. La Tabla 4 muestra algunos valores de CMI 

para diferentes especies de bacterias. 
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Tabla 4. Concentración mínima inhibitoria de Ɛ-polilisina para diferentes especies 

de bacterias. 

Microorganismo CMI (µg/mL) Reference 

Listeria monocytogenes 20 - 100 (Kozak et al., 2017) 

Listeria innocua 750 (Hyldgaard et al., 2014) 

E. coli 15.63 (Liu et al., 2015)  

 12.5 (Li et al., 2014) 

 75 (Hyldgaard et al., 2014)  

 600-900 (Miya et al., 2014) 

 50 (Yoshida & Nagasawa, 2003) 

  2 (Shima et al., 1984) 

Bacillius subtillis 62.5 (Liu et al., 2015)  

 33 (Yoshida & Nagasawa, 2003)  

  13 (SHIMA et al., 1984; Yoshida 

& Nagasawa, 2003)  

Staphylococcus aureus  31.25 (Liu et al., 2015)  

 12.5  (Li et al., 2014)  

 12.5 (Yoshida & Nagasawa, 2003)  

Adicionalmente, se ha sugerido que EPL tiene una acción anti-obesidad ya que 

puede suprimir la absorción de grasas en intestino delgado al inhibir la actividad 

de la lipasa pancreática, incluso después de la incubación con enzimas digestivas 

como tripsina y pepsina (Hyldgaard et al., 2014). 
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2.6.1 Mecanismo de acción 

La investigación concerniente al mecanismo de acción de EPL se lleva a cabo en 

la actualidad. 

Hyldgaard et al. (2014) utilizaron E. coli (Gram negativa) y L. innocua (Gram 

positiva) para elucidar el mecanismo de acción de EPL. Ellos propusieron que EPL 

en el caso de E. coli, interactúa con la membrana a través de un mecanismo de 

formación de vesículas o micelas por la interacción con los grupos de fosfolípidos 

de la membrana bacteriana. Debido a que EPL interactúa más fácilmente con 

grupos cargados negativamente, tiene una toxicidad relativamente baja contra 

células de mamíferos y de levadura, así mismo, las diferencias en la 

susceptibilidad entre las Gram positivas y Gram negativas podrían deberse a 

diferencias en la composición de la membrana. Tal es el caso de la membrana de 

L. innocua la cual contiene fosfatidil-glicerol derivado de lisina y lisil-cardiolipina. 

La lisil-cardiolipina es bipolar y por lo tanto, no tiene carga negativa neta lo que 

provoca que la bacteria disminuya su afinidad por los péptidos catiónicos.  

Ye et al. (2013) hipotetizaron el mecanismo de acción de EPL contra E. coli 

O157:H7 y de acuerdo con sus resultados, la actividad de EPL involucra otras 

acciones además de la ruptura de la membrana. La presencia de EPL aumenta la 

concentración de las especies reactivas de oxígeno (ROS, por sus siglas en 

inglés). Además, induce un aumento en la expresión de los genes relacionados 

con ROS oxyR y sodA, y redujo la transcripción de los genes de virulencia eaeA y 

espA. 

Adicionalmente, Lin et al. (2018) propusieron el modo de acción de EPL contra L. 

monocytogenes. Inicialmente, las cargas positivas de la solución de EPL 

neutralizan las cargas negativas de la membrana celular. En segundo lugar, ocurre 

la pérdida de materiales intracelulares, enzimas y proteínas solubles después del 

tratamiento con EPL. Ellos encontraron que EPL que mostró un efecto destructivo 

contra las enzimas hexoquinasa, fosfofructoquinasa y piruvato quinasa de la 

glicólisis. Además, EPL posee actividad inhibitoria en el metabolismo respiratorio 
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de L. monocytogenes que se ve reflejado en la producción de energía y 

acumulación de biomasa. 

2.6.2 Aplicación en alimentos 

Geornaras et al. (2007) estudiaron los efectos antimicrobianos de la Ɛ-polilisina 

contra E. coli O157: H7, Salmonella Typhimurium y L. monocytogenes en 6 

extractos de alimentos y en caldo de cultivo. Los extractos de alimentos (10% (p/p) 

en agua destilada) fueron  leche entera y sin grasa, carne de res, mortadela, arroz 

y verduras (proporción 50:50 de brócoli y coliflor). Epsilon-polilisina se probó a 

0.005% y 0.02% (p/v) contra E. coli O157:H7 y L. monocytogenes, y 0.02% y 

0.04% (p/v) contra S. Typhimurium. Los sustratos se inocularon (5 log UFC/mL) y 

se analizaron periódicamente durante 6 días de almacenamiento a 12 ºC. En 

general, los 3 patógenos alcanzaron 7 a 9 log UFC/mL en 2 días en los sustratos 

control. Se obtuvieron efectos bactericidas inmediatos (P < 0.05) después de la 

exposición a EPL en los extractos de arroz (todos patógenos) y vegetales (E. coli 

O157:H7 y S. Typhimurium). Los recuentos se redujeron por debajo del límite de 

detección. En los otros extractos alimenticios (leche sin grasa, leche entera, carne 

de res y mortadela), ambas concentraciones de EPL estudiadas dieron como 

resultado niveles de patógenos más bajos (P < 0.05) al final del almacenamiento 

comparados con los conteos iniciales, obteniendo mejores efectos bactericidas 

con la mayor de las concentraciones estudiadas de EPL. 

Miya et al. (2014) evaluaron a EPL combinada con el método de envasado con 

CO2 para el control de E. coli y Salmonella en carne fresca. A una temperatura de 

incubación de 4 °C, se observó una reducción a los 7 días de 4.3 log y 2.4 log para 

E. coli O157: H7 y Salmonella, respectivamente, al aplicar EPL. Cuando se 

observó el efecto del empaquetamiento con CO2 combinado con EPL, el CO2 no 

tuvo un efecto inhibidor adicional sobre el crecimiento bacteriano en comparación 

con las muestras tratadas solo con EPL. Sin embargo, se observó un efecto del 

CO2 cuando se incubó a 10 °C, al obtener una reducción de 2.9 log y 4.4 log para 

E. coli en muestras tratadas únicamente con EPL y aquellas tratadas con EPL y 
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CO2, respectivamente. Para Salmonella, se observaron 1.7 log y 3.5 log de 

reducción en muestras con EPL y en muestras con EPL y CO2, respectivamente.   

Zahi et al. (2017) investigaron el sinergismo entre EPL y D-limoneno para 

desarrollar un sistema de nanoemulsión. Los resultados del método de tablero 

mostraron que EPL y el D-limoneno presentan fuertes efectos sinérgicos y útiles 

contra E. coli, S. aureus, B. subtilis y Saccharomyces cerevisiae. Los resultados 

demostraron una amplia mejora de la actividad antimicrobiana de la nanoemulsión 

de D-limoneno luego de la inclusión de EPL. Estos resultados contribuyen al 

desarrollo de un sistema antimicrobiano más eficiente en la industria alimentaria. 
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III. OBJETIVO GENERAL 

Elucidar los mejores tratamientos resultantes de la mezcla de la endolisina 

PlyP100, nisina, arginato laurico y Ɛ-polilisina solos y en combinación contra L. 

monocytogenes en queso panela. 

3.1 Objetivos particulares 

 

a. Evaluación de la actividad antimicrobiana de la endolisina PlyP100, nisina, 

arginato laurico, Ɛ-polilisina contra L. monocytogenes en caldo de cultivo. 

b. Evaluación de la actividad antimicrobiana de la endolisina PlyP100, nisina, 

arginato laurico y Ɛ-polilisina contra L. monocytogenes en queso panela 

utilizando un modelo de laboratorio miniaturizado de producción de queso 

fresco (MLQF). 

c. Evaluación sensorial de la similaridad de las propiedades del queso panela 

adicionado y sin adición de los compuestos antimicrobianos. 
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IV. MATERIALES Y MÉTODOS 

4.1 Material biológico y medio de cultivo 

La Tabla 5 muestra las cepas de Listeria utilizadas en este experimento. Cada 

cepa se recuperó de una reserva de glicerol almacenada a -80 °C y se cultivó en 

caldo de cultivo infusión cerebro-corazón (BHI, por sus siglas en inglés; Difco, 

Becton Dickinson and Co., Sparks, MD) a 37 °C, con agitación de 250 µg/mL 

durante 24 horas para obtener un inóculo de aproximadamente 9 log UFC/mL. Las 

diluciones se prepararon utilizando Listeria innocua y un cóctel de las cinco cepas 

de L. monocytogenes para obtener un inóculo de 5 log en BHI doblemente 

concentrado y 4 log en un amortiguador de fosfato salino (PBS, por sus siglas en 

inglés; KCl 200 mg/L; KH2PO4, 200 mg/L; NaCl, 8 g/L; Na2HPO4, 1,15 g/L; pH 7.2) 

para la evaluación en MLQF. El conteo de Listeria se llevó a cabo en placas 

PALCAM con agar Listeria-Selective (EMD-Millipore) las cuales fueron 

suplementadas con 20 μg/ml de ceftazidima (Tokyo Chemical Industry Co. Ltd.), 

sembradas y posteriormente incubadas a 37 °C durante 48 h. La endolisina se 

obtuvo con la sobreexpresión del plásmido pRSETB-plyP100 contenido en la cepa 

modificada de Escherichia coli BL21 (DE3) (Van Tassell et al., 2017). Esta cepa 

modificada fue incubada en caldo de lisogenia (LB) suplementado con 50 μL/mL 

de ampicilina. 

Tabla 5. Cepas de Listeria utilizadas en este trabajo 

Listeria Serotipo Fuente de aislamiento 

Listeria innocua ATCC 33090  6a  Animal,cerebro de vaca 

Listeria monocytogenes NRRL B-33104  4b  Alimento, epidemia, queso Jalisco 

Listeria monocytogenes NRRL B-33513  4b  Alimento, epidemia, pate 

Listeria monocytogenes NRRL B-33420  4b  Alimento, epidemia, productos cárnicos 

Listeria monocytogenes NRRL B-33424  1/2b  Humano, epidemia, chocolate y leche 

Listeria monocytogenes NRRL B-33419  1/2a  Humano, epidemia, Pavo rebanado 

 

4.2 Evaluación de la actividad antimicrobiana de PlyP100, NIS, LAE y 

EPL en caldo de cultivo. 

4.2.1 Sobreexpresión y purificación de PlyP100 
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La endolisina se obtuvo de acuerdo a lo descrito previamente por Van Tassell et 

al. (2017). Se inoculó E. coli BL21 (DE3) en LB con ampicilina (50 μg/mL) y se 

incubaron durante 14 – 16 horas a 37 °C y 250 rpm, posteriormente se transfirió 1 

mL de este inóculo a matraces con 100 mL del caldo LB también suplementado 

con ampicilina y se incubaron a las condiciones antes mencionadas hasta que se 

obtuvo una densidad óptica a 600 nm (DO600) de 0.5 – 0.6. El matraz se almacenó 

en refrigeración durante 30 min. A continuación, los cultivos se indujeron a la 

producción de la enzima mediante la adición de Isopropyl β-D-1-

thiogalactopyranoside (IPTG) a una concentración final de 1 mM. La incubación 

continuó a 25 °C y 300 rpm durante 20 h, las células se centrifugaron a 4000 rpm 

durante 30 min a 4 °C y se almacenaron durante la noche a -20 °C. 

Posteriormente, las células se lisaron en prensa francesa a 1500 psi, se 

centrifugaron a 20 000 x g durante 30 min a 4 °C y se utilizó posteriormente el 

sobrenadante. Se utilizó cromatografía de afinidad mediante el protocolo del kit 

QIA express Ni-NTA Fast Start (Qiagen) para obtener la proteína recombinante 

PlyP100 purificada y finalmente se confirmó la pureza de esta a través de 

electroforesis SDS-PAGE (SDS-PAGE estándar de amplio alcance, Bio-Rad). La 

concentración se cuantificó mediante el kit de proteína Quick Start Bradford (Bio-

Rad) utilizando albúmina de suero bovino como proteína estándar. 

4.2.2 Determinación de la actividad lítica de PlyP100 

La cuantificación de la actividad lítica se realizó con L. innocua de acuerdo a lo 

descrito por Ibarra-Sánchez et al. (2018) y Van Tassell et al. (2017). La bacteria se 

incubó a 37ºC y 250 rpm durante la noche hasta obtener una DO600 = 1. Las 

células se centrifugaron a 14 000 rpm durante 2 minutos y el sedimento se 

resuspendió en un amortiguador de fosfato frío hasta DO600 = 1.5. Posteriormente, 

en una microplaca estéril de 96 pozos, se añadieron 100 μl de suspensión 

bacteriana, 80 μl del amortiguador de fosfato frío y 20 μl de PlyP100 purificada. 

Inmediatamente se midió la disminución en DO600 cada 30 s durante 30 min a 25 

°C en un espectrofotómetro. La actividad de endolisina se calculó usando la 

pendiente más inclinada de la curva obtenida y su factor de dilución, 1 U se definió 
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como la cantidad de enzima necesaria para disminuir la DO600 de células de L. 

innocua en suspensión en 0.01/min. 

4.2.3 Compuestos antimicrobianos nivel GRAS 

Los compuestos antimicrobianos GRAS utilizados en este proyecto fueron NIS 

(Nisaplin® 2.5%, Danisco, Kansas, Estados Unidos), EPL (Ɛ-polilisina > 98%, 

Wilshire Technologies ©, Nueva Jersey, Estados Unidos) y LAE (CytoGuardTM LA 

20 10%, amablemente proporcionado por A&B Ingredients, Inc, Nueva Jersey, 

Estados Unidos). Los stocks de antimicrobianos se prepararon en el momento de 

ser utilizados con agua desionizada y esterilizada a diferentes concentraciones 

dependiendo de la prueba. 

4.2.4 Determinación de la Concentración Mínima Inhibitoria 

La Concentración Mínima Inhibitoria (CMI) se determinó mediante el método de 

dilución en caldo para cada antimicrobiano GRAS descrito por Van Tassell et al. 

(2015) de la siguiente manera: se inocularon las cepas de Listeria (Tabla 5) en 

caldo de cultivo BHI e incubaron durante la noche a 37ºC y 250 rpm para 

posteriormente preparar un inóculo de 5 log UFC/mL en caldo doblemente 

concentrado (2x), se prepararon diluciones seriadas por triplicado de NIS en una 

microplaca estéril de 96 pozos para obtener concentraciones finales de 1600, 800, 

400, 200, 100, 50, 25, 12.5, 6.25, 3.125, 1.562 y 0.781 µg/mL. Se realizó de la 

misma manera para LAE y para EPL se prepararon las diluciones para obtener 

concentraciones finales de 2000, 1000, 500, 250, 125, 62.5, 31.25, 15,62, 7.81, 

3.90, 1.95 y 0.97 µg/mL. Finalmente, cada pozo de la microplaca contenía 100 μL 

de las diluciones antimicrobianas seriadas y 100 μL del inóculo. Se realizó por 

triplicado. La CMI se definió como la concentración antimicrobiana más baja que 

previno visiblemente el crecimiento después de la incubación durante la noche a 

37 °C. 

4.2.5 Estudio de los compuestos antimicrobianos GRAS 

mediante una prueba de tablero. 
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La interacción entre los antimicrobianos se determinó utilizando la prueba de 

tablero de acuerdo a lo descrito por (Kozak et al., 2017; Liu et al., 2015; Ma et al., 

2013; Smith et al., 2016). Los experimentos se realizaron en una microplaca  

estéril de 96 pozos utilizando combinaciones dobles de los antimicrobianos, NIS-

LAE, NIS-EPL y LAE-EPL. Para cada combinación, el primer compuesto 

antimicrobiano (A) se diluyó en serie horizontalmente en seis filas, mientras que el 

segundo compuesto antimicrobiano (B) se diluyó verticalmente en seis columnas 

coincidiendo con las filas mencionadas donde se encontraba el antimicrobiano A. 

Las diluciones de cada antimicrobiano comenzaron con el valor CMI de cada uno. 

Las cepas de Listeria se inocularon en caldo BHI e incubaron durante la noche a 

37 °C y 250 rpm para preparar un inóculo final de 5 log UFC/mL en caldo 2x. 

Finalmente, cada pozo de la microplaca contenía 50 μL de las diluciones de A, 50 

µL de las diluciones de B y 100 μL del inóculo. Se realizó por triplicado. La Figura 

10 muestra el arreglo final con los dos antimicrobianos en la microplaca de 96 

pozos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 10. Arreglo correspondiente a la prueba de tablero en microplaca de 96 
pozos. 
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El índice de concentración inhibitoria fraccional (CIFI) fue calculado después para 

caracterizar las interacciones entre los antimicrobianos GRAS como sinérgicas, 

aditivas o antagónicas utilizando la siguiente formula (Kozak et al., 2017): 

𝐶𝐼𝐹𝐼 = 𝐶𝐼𝐹𝐴 + 𝐶𝐼𝐹𝐵 

𝐶𝐼𝐹𝐼 =
𝐶𝐼𝐹 𝑑𝑒 𝐴 𝑒𝑛 𝑐𝑜𝑚𝑏𝑖𝑛𝑎𝑐𝑖ó𝑛

𝐶𝐼𝐹 𝑑𝑒 𝐴
+

𝐶𝐼𝐹 𝑑𝑒 𝐵 𝑒𝑛 𝑐𝑜𝑚𝑏𝑖𝑛𝑎𝑐𝑖ó𝑛

𝐶𝐼𝐹 𝑑𝑒 𝐵
 

Las clasificaciones de las interacciones antimicrobianas fueron definidas con los 

siguientes parámetros: sinergismo cuando CIFI ≤ 0.5, aditivo cuando 0.5 < CIFI ≤ 

4.0 y antagonismo cuando CIFI > 4.0. 

 

4.3 Evaluación de la actividad antimicrobiana de PlyP100, NIS, LAE y 

EPL en queso panela mediante el modelo MLQF. 

 

4.3.1 Producción de queso elaborado con el modelo MLQF. 

El queso se elaboró mediante el uso del modelo MLQF de acuerdo a lo descrito 

previamente por Van Tassell et al. (2015). La leche pasteurizada que contenía 20 

μL de una solución CaCl2 al 50% (CaCl2 50%; 5 g de CaCl2/10 mL de agua 

esterilizada) y 15 μL de cuajo por cada 50 mL de leche, se dividió en lotes de 1 mL 

en tubos de microcentrífuga, la coagulación se llevó a cabo a 35 °C durante 45 

min y posteriormente se cortó la cuajada y se cocinó durante 30 min aumentando 

la temperatura lentamente en 1 °C cada 6 min de 35 °C a 40 °C. En seguida se 

eliminaron 200 μL de suero de cada tubo de microcentrífuga y se reemplazaron 

con 50 μL de una solución de NaCl (NaCl; 0.16 g/1 mL de agua esterilizada). La 

cocción siguió a 40 °C durante 20 min. Finalmente, los tubos de 1 mL se 

centrifugaron a 8000 rpm durante 5 y 10 min, se les retiro el suero y se 

almacenaron a 4 °C. Los tubos centrifugados durante 5 min fueron aquellos a los 

que se les aplicaron los tratamientos a evaluar y posteriormente se centrifugaron 

durante otros 5 min. 
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4.3.2 Evaluación de PlyP100, NIS, LAE y EPL solos y en 

combinaciones binarias en queso  elaborado mediante el 

modelo MLQF. 

Durante el procedimiento descrito en el paso anterior, después de la cocción final 

a 40°C durante 20 min, se inocularon los tubos de microcentrífuga con el coctel de 

5 cepas de L. monocytogenes descritos en la Tabla 5 y se dejaron a temperatura 

ambiente durante 15 min para permitir la adherencia de la bacteria al queso. 

Posteriormente, los tubos de microcentrífuga con tratamiento control (sin ningún 

compuesto antimicrobiano) se centrifugaron a 8000 rpm durante 10 min y los tubos 

a los que se les aplicarían los tratamientos antimicrobianos se centrifugaron a 

8000 rpm solo durante 5 min. Los compuestos antimicrobianos se evaluaron solos 

y en combinaciones binarias utilizando la concentración máxima permitida por la 

FDA, dichos tratamientos evaluados se muestran en la Tabla 6. La concentración 

de PlyP100 se eligió en base a los resultados reportados por Ibarra-Sánchez et al. 

(2018), donde además fueron evaluadas las combinaciones entre NIS y PlyP100 

por lo que se descartaron en el presente estudio. 

Tabla 6. Tratamientos evaluados a partir de los antimicrobianos solos y en 

combinaciones binarias. 

* PlyP100: endolisina PlyP100; NIS: nisina; LAE: arginato laurico; EPL: Ɛ-polilisina 
a
U=cantidad de enzima necesaria para disminuir la DO600 de las células de Listeria en una 

suspensión a 0.01/min. 

 

Antimicrobiano 

Tratamiento PlyP100 (U/mL)a NIS (µg/mL) LAE (µg/mL) EPL (µg/mL) 

Control - - - - 

PlyP100 2.5 - - - 

NIS - 200 - - 

LAE - - 200 - 

EPL - - - 250 

PlyP100-LAE 2.5 - 200 - 

PlyP100-EPL 2.5 - - 250  

NIS-LAE - 200 200 - 

LAE-EPL - - 200 250  
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Todos los tratamientos fueron realizados por duplicado y el experimento se realizó 

tres veces. 

4.3.3 Evaluación de combinaciones binarias a partir de EPL y 

LAE en queso elaborado con el modelo MLQF. 

A partir de los resultados obtenidos en la sección 4.3.2, se realizó la evaluación de 

combinaciones dobles utilizando menores concentraciones de LAE y EPL de 

forma similar a la descrita anteriormente, mediante el uso del modelo MLQF. Se 

tomaron dos puntos equidistantes entre cero y el límite máximo permitido por la 

FDA de cada antimicrobiano. Los tratamientos evaluados se muestran en la 

siguiente tabla (Tabla 7). 

Tabla 7. Tratamientos evaluados a partir de LAE y EPL en combinaciones binarias 

a menores concentraciones. 

 
Antimicrobiano 

 
EPL LAE 

Tratamiento Concentración (µg/mL) Proporción  Concentración (µg/mL) Proporción 

A - - - - 

B 250.00 1     - - 

C - - 200.00 1     

D 250.00 1     200.00 1     

E 250.00 1     133.33  2/3 

F 250.00 1     66.66  1/3 

G 166.66  2/3 200.00 1     

H 83.33  1/3 200.00 1     
*LAE: arginato laurico; EPL: Ɛ-polilisina 

 

Todos los tratamientos fueron realizados por duplicado y el experimento se realizó 

tres veces. 

4.3.4 Análisis microbiológicos 

El conteo de L. monocytogenes se realizó mediante sembrado en placas de 

PALCAM suplementadas con 20 μg/mL de ceftazidime como se describe en el 

paso 4.1 de esta metodología. Los conteos se realizaron a los  0  7, 14 y 28 días 

durante el periodo almacenamiento y las placas PALCAM se incubaron a 37 °C 
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durante 48 h. Las colonias se recuperaron de las placas PALCAM del día 28 y se 

cultivaron para realizar una prueba de susceptibilidad antimicrobiana. 

4.3.5 Susceptibilidad de L. monocytogenes a NIS, LAE y EPL 

Un total de 63 colonias de L. monocytogenes aisladas de los tratamientos 

descritos en Tabla 6 fueron inoculados en caldo BHI e incubados a 37 °C por 24 h. 

La susceptibilidad antimicrobiana por parte de L. monocytogenes a los 

antimicrobianos GRAS se determinó mediante la determinación de la CMI de cada 

antimicrobiano correspondiente a cada tratamiento y se comparó con el valor 

obtenido inicialmente para cada antimicrobiano.  

4.4 Evaluación sensorial 

4.4.1 Producción de queso panela mediante el proceso 

tradicional. 

Se realizó una producción de queso panela con la técnica tradicional a partir de 

leche pasteurizada de vaca de la marca comercial Querétaro. Dieciocho punto 

nueve litros de leche a una temperatura de 35°C fueron adicionados con 4.15  g 

de CaCl y 8 mL de cuajo, ambos en solución 1:10 en agua purificada. Se dejó 

reposar la leche durante 45 min y posteriormente se cortó la cuajada en cubos 

pequeños. Se dejó reposar 5 min y se agitó durante otros 10 manteniendo la 

temperatura a 35°C. Se realizó una rampa de calentamiento para llegar a 40°C 

durante 30 min (incremento de 1°C cada 6 min) y se prosiguió a realizar un 

desuerado parcial retirando aproximadamente 2/3 del suero y se agregaron 151.2 

g de NaCl, se agitó durante 10 min y se realizó el desuerado total para lo cual se 

moldeó la cuajada en canastos de 500 g aproximadamente. Los canastos se 

estibaron de tres en tres alternando su posición durante 30 min, se voltearon las 

cuajadas de cada uno de los canastos y se realizó el mismo proceso, se cubrieron 

dichos canastos estibados con bolsas de plástico y se refrigeraron durante 24 h a 

4°C. Finalmente, pasadas las 24 h se empacaron al vacío en presentación de 250 

g y se refrigeraron a 4°C. 
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4.4.2 Adición de compuestos antimicrobianos al queso panela 

elaborado mediante el proceso tradicional. 

La adición de la mezcla de antimicrobianos a evaluar se realizó en la etapa previa 

al desuerado total, justo antes de colocar el producto en los canastos. Se separó 

la cuajada en dos partes, a una se le agregó la mezcla de antimicrobianos (QCA) y 

a la otra se le realizó el procedimiento como fue descrito en la sección anterior 

(QSA). 

A partir de los resultados encontrados en la sección 4.3.3, se evaluó el tratamiento 

F (EPL 250 µg/mL + LAE 66.66 µg/mL). Para obtener dichas concentraciones en 

el queso, se diluyeron 0.99 mL de Cytoguard 20 y 375 mg de Ɛ-polilisina en 20 mL 

de agua purificada y se agregaron con una pipeta homogéneamente sobre la 

cuajada QCA.  

4.4.3 Determinación de la similaridad entre el queso adicionado 

con antimicrobianos y sin antimicrobianos. 

El objetivo de la evaluación sensorial fue conocer si la adición de la mezcla de 

antimicrobianos modificaba las propiedades sensoriales del alimento. De esta 

manera entonces, se utilizó una prueba triangular de acuerdo a la ISO 4120 (2004) 

la cual permite identificar si existe similaridad entre dos productos, es decir una 

situación en la que las diferencias entre estos productos, en este caso QCA y 

QSA, son tan pequeñas que ellos pueden usarse indistintamente. 

Previo a la evaluación se realizaron los análisis microbiológicos correspondientes 

para asegurar la inocuidad del alimento. El siguiente procedimiento fue aprobado 

por el Comité de Bioética de la Facultad de Química de la UAQ con número de 

aprobación  CBQ17/062. 

Sesenta y cuatro evaluadores, cantidad seleccionada en base a los requerimientos 

mencionados en la ISO 4120 (2004), recibieron un set de tres muestras, cada 

muestra contenía un cubo de 1.5 cm3 de queso. Les fue informado que dos de las 

muestras eran iguales y una era distinta, ellos identificaron cuál de las tres era la 
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distinta aunque su decisión solo estuviera basada en adivinar. La Figura 11 

muestra la hoja de evaluación proporcionada a los evaluadores. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 11. Hoja de evaluación para la prueba triangular (ISO 4120, 2004). 

Las muestras fueron codificadas con tres números generados al azar y se 

presentaron a los evaluadores en seis distintas secuencias siendo A, el queso 

QSA y B, el producto QCA (Figura 12). 

 

Figura 12. Secuencia de presentación de muestras a cada evaluador 

Finalmente, se contó el número de respuestas correctas y la significancia fue  

determinada. Para determinar si las muestras evaluadas eran similares se utilizó la 

siguiente ecuación: 

 

Prueba Triangular 

No. Evaluador ____ Nombre ___________________________ Fecha _________ 

Instrucciones 

Pruebe las muestras de izquierda a derecha. Dos de las muestras son iguales y 

una es diferente. Escriba el número de la muestra que es diferente en el espacio 

de abajo. Si usted no está seguro elija una al azar y escriba que así lo hizo en la 

parte de comentarios. 

La muestra que es diferente de las otras dos es: _____________ 

Comentarios: 

_________________________________________________________________

________________________________________________________________ 

Gracias por su participación 

[1.5(𝑥/𝑛) − 0.5] + 1.5 √(𝑛𝑥 − 𝑥2)/𝑛3
𝑧𝛽
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donde, 

x es el número de respuestas correctas; n es el número de evaluadores; zβ = 1.28 

para β = 0.10. Fue utilizado β = 0.10, α = 0.20 and pd = 20%. 

Si el valor calculado es menor que el limite pd seleccionado, entonces se declara 

que las muestras son similares con un 90% de nivel de significancia. 

La prueba se realizó el día 1 y 15 del periodo de almacenamiento del queso a 4°C. 

 

4.5 Análisis Estadístico 

Todos los experimentos se realizaron de forma independiente tres veces con 

muestras duplicadas para cada punto de tiempo y las diluciones se sembraron por 

triplicado. Los experimentos se analizaron como diseños completamente 

aleatorizados utilizando el paquete estadístico JMP versión 7.0.1. El análisis de 

varianza (ANOVA) se realizó para establecer la importancia de los factores, y el 

análisis de medias (ANOM) se aplicó para determinar cuál de los aislados de L. 

monocytogenes del queso mostraba una susceptibilidad antimicrobiana 

significativamente diferente de la general. El crecimiento de la población se evaluó 

mediante la prueba de Tukey para determinar la importancia estadística de las 

diferencias medias entre los tratamientos. Los resultados se expresaron como la 

media ± el error estándar.  
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V. RESULTADOS Y DISCUSIÓN  

5.1 Evaluación de la actividad antimicrobiana en caldo de cultivo 

5.1.1 Sobreexpresión y purificación de PlyP100 

La endolisina recombinante se sintetizó como una fusión N-terminal 6x-His que 

permitió la purificación mediante quelato metálico inmovilizado en cromatografía 

de afinidad. Las fracciones activas se analizaron mediante SDS-PAGE y se 

observó una banda de proteína principal de una masa molecular estimada de 46 

kDa. La Figura 13 muestra la purificación de la endolisina PlyP100, en la columna 

1 se observa el marcador de peso molecular estándar en kDa (Estándar SDS-

PAGE de Amplio Rango, BioRad) y en las columnas 2 y 3 se encuentran dos 

muestras de fracción eluida de la cromatografía que contiene la endolisina 

PlyP100. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 13. Purificación de la proteína recombinante PlyP100 

Se ha reportado para otras endolisinas un peso molecular de 33,4 kDa a Ply500, 

42 kDa a LysZ5, 48 kDa a LysB5 o incluso 55 kDa a LysH5 (Chang et al., 2017; 

Loessner et al., 1995; Obeso et al., 2008; Zhang et al., 2012); sin embargo, el 
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peso molecular observado de la proteína purificada en este trabajo coincide con 

los valores previamente encontrados por Ibarra-Sánchez et al. (2014) para 

PlyP100. 

La concentración se cuantificó mediante la prueba de proteína Quick Start 

Bradford (Bio-Rad) usando BSA como proteína estándar y el resultado fue 0.5 

mg/mL. Schmelcher et al. (2012) encontraron valores de 2.0 mg/mL para la 

endolisina HPLP35, 3.3 para HPL118, 3.8 para HPL500 y 9.5 para HPL511; 

además, ellos observaron una relación lineal entre la concentración de la enzima y 

la actividad lítica en los experimentos de lisis fotométrica usando células de 

Listeria como sustrato. Sin embargo, Guo et al. (2017) encontraron que la 

actividad lítica de LysPA26, una endolisina del bacteriófago JD010 que lisa a 

Pseudomonas aeruginosa, no aumentó más cuando la concentración de LysPA26 

fue más de 0.5 mg/mL, por lo que se utilizó esta concentración en sus 

experimentos; por otro lado, Solanki et al. (2013) sugieren que las concentraciones  

<1 mg/mL pueden evitar la agregación de la proteína en la etapa de 

almacenamiento. 

5.1.2 Determinación de la actividad lítica de PlyP100 

La cuantificación de la actividad lítica se realizó midiendo la disminución en la  

DO600 cada 30 s durante 30 min a 25 °C en un espectrofotómetro. La actividad de 

la endolisina se calculó usando la pendiente más pronunciada de la curva obtenida 

y su factor de dilución. La actividad lítica para PlyP100 purificada fue de 5.73 ± 

0.65 U/mL. 

Loessner et al. (1996) obtuvieron una actividad lítica de 13 U/mL para Ply118, 

endolisina que proviene del bacteriófago A511 y ataca a L. monocytogenes, y 59 

U/mL en el extracto crudo de células antes de la purificación. Esto podría sugerir 

que parte de la enzima se translocó en el periplasma o formó cuerpos de inclusión. 

Hay cuatro razones por las cuales las proteínas recombinantes se translocan al 

periplasma: (1) el entorno oxidante facilita la formación de enlaces disulfuro, (2) 

estas proteínas representan solo el 4% de la proteína celular total (~ 100 proteínas 
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diferentes), (3) existe una menor degradación de ellas, y (4) que la purificación 

haya sido realizada mediante choque osmótico. La formación de enlaces disulfuro 

también puede producirse espontáneamente después de la purificación de la 

proteína (Schumann & Ferreira, 2004). La formación correcta de enlaces disulfuro 

es vital para alcanzar su conformación tridimensional biológicamente activa pero la  

formación de enlaces disulfuro erróneos puede conducir al plegamiento incorrecto 

de las proteínas y la agregación en cuerpos de inclusión (Rosano & Ceccarelli, 

2014). Es posible que parte de la endolisina PlyP100 evaluada en este trabajo se 

translocara en el periplasma o que formara cuerpos de inclusión.  

A pesar de esto, varias investigaciones han obtenido resultados utilizando 5 U/mL 

o incluso un valor de actividad lítica más bajo. Chang et al. (2017) evaluaron a la 

endolisina LysSA97 codificada por el bacteriófago SA97 contra una variedad de 

Staphylococcus; utilizaron una actividad lítica de 0.6 U/mL obteniendo una 

reducción de la bacteria de 4.5 ± 0.2 log UFC/mL, cuando se aplicó en 

combinación con carvacrol en caldo de cultivo. 

5.1.3 Determinación de la Concentración Mínima Inhibitoria 

Los antimicrobianos NIS, LAE y EPL fueron evaluados contra L. innocua y L. 

monocytogenes. Los resultados obtenidos de CMI se muestran en la Tabla 8. 

Tabla 8. Concentración Mínima Inhibitoria para NIS, LAE y EPL 

 
Antimicrobiano GRAS 

Bacteria NIS (µg/mL) LAE (µg/mL) EPL (µg/mL) 

L. innocua ATCC 33090  12.5 12.5 125 

L. monocytogenes NRRL B-33104  6.25 12.5 125 

L. monocytogenes NRRL B-33513 6.25 12.5 125 

L. monocytogenes NRRL B-33420 6.25 12.5 125 

L. monocytogenes NRRL B-33424 3.12 12.5 62.5 

L. monocytogenes NRRL B-33419 6.25 12.5 125 
*NIS: nisina; LAE: arginato laurico; EPL: Ɛ-polilisina 

Como se observa en la Tabla 8, se obtuvieron resultados similares entre las dos 

especies para LAE y EPL; sin embargo, para el caso de NIS, L. monocytogenes 
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resultó ser más susceptible que L. innocua. El valor CMI varía dependiendo de la 

bacteria. Algunas investigaciones han reportado distintos valores de CMI para los 

antimicrobianos GRAS evaluados en este estudio, utilizando diferentes especies y 

cepas de bacterias obteniendo diversos resultados. Becerril et al. (2013) 

reportaron un CMI de 25 µg/mL para LAE contra L. innocua, E. coli y S. enterica, 

100 µg/mL contra P. aeruginosa y 12.5 µg/mL contra S. aureus. En otras 

investigaciones han sido reportados valores para LAE de 12.5 µg/mL contra L. 

monocytogenes, valor que coincide con el encontrado en este trabajo (Brandt et 

al., 2010; Ma et al., 2013). Liu et al. (2015) reportaron que el valor de CMI para 

EPL contra E. coli, S. aureus y B. subtillis fue 15.63, 31.25 y 62.5 µg/mL 

respectivamente y el valor para NIS contra S. aureus y Micrococcus luteus fue de 

250 µg/mL, mientras que para B. subtillis fue 125 µg/mL. 

Por otro lado, los compuestos GRAS evaluados mostraron diferentes actividades 

antimicrobianas. Las concentraciones para NIS y LAE fueron de 12.5 µg/mL, 

mientras que la CMI para EPL fue de 125 µg/mL, el cual es un valor muy cercano 

a la concentración máxima permitida por la FDA, y además, diez veces mayor que 

el valor encontrado para LAE y NIS. Es posible que las bacterias Gram positivas 

sean más susceptibles a EPL que las Gram negativas como lo es L. 

monocytogenes. Li et al. (2014) investigaron las características y mecanismos 

antibacterianos de EPL contra E. coli y S. aureus  (bacterias Gram positivas) 

obteniendo un valor CMI de 12.5 µg/mL y Ye et al. (2013) evaluaron EPL contra E. 

coli usando 5 µg/mL del compuesto. Adicionalmente, ellos sugirieron que cuando 

una carga positiva de EPL entra en contacto con la bacteria, el compuesto es 

unido a la superficie de la membrana por atracción electrostática. La acumulación 

de tal interacción resulta en la alteración de la membrana celular y conduce a 

cambios que dan como resultado fracturas en la estructura de la membrana. Sin 

embargo, las bacterias Gram negativas tienen una capa de membrana externa 

que podría dificultar el acceso de EPL a la membrana celular. Esto concuerda con 

los resultados reportados por Kozak et al. (2017) quienes evaluaron EPL contra L. 

monocytogenes en caldo de cultivo a pH de 5.5, obteniendo un valor de CMI de 

100 µg/mL; y de acuerdo con los resultados obtenidos por Geornaras et al. (2007) 
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la adición de EPL al 0.02% y al 0.04% (200 y 400 µg/mL) a caldo de cultivo no 

tuvo efecto bactericida sobre L. monocytogenes. 

A pesar de esto, el valor de CMI encontrado en este trabajo para EPL está dentro 

de los valores permitidos por la FDA, así como los encontrados para LAE y NIS; y 

ambas bacterias exhiben claramente una mayor susceptibilidad a LAE y a NIS que 

a EPL. 

5.1.4 Determinación del efecto sinérgico, aditivo o antagónico 

entre los compuestos GRAS 

En los últimos años, varias investigaciones se han enfocado en realizar mezclas 

entre diversos compuestos antimicrobianos con el objetivo de mejorar su efecto y 

preservar las propiedades sensoriales del alimento. A partir de estas mezclas 

pueden resultar diferentes interacciones o efectos tales como sinergismo, adición 

o antagonismo. 

Con el fin de conocer las interacciones entre los compuestos GRAS en caldo de 

cultivo, se determinó una prueba de tablero utilizando L. innocua y L. 

monocytogenes NRRL B-33104 (aislado de queso de Jalisco). Se encontró una 

interacción sinérgica para LAE y NIS obteniendo un CIFI de 0.40 ± 0.10 contra L. 

innocua y 0.50 ± 0.14 contra L. monocytogenes, lo cual indica una interacción 

sinérgica; así mismo se encontró esta interacción para LAE y EPL obteniendo un 

CIFI de 0.44 ± 0.07 contra L. innoua y 0.34 ± 0.09 contra L. monocytogenes 

mientras que para NIS y EPL se obtuvo 1.33 ± 0.33 contra L. innocua y 0.92 ± 

0.08 contra L. monocytogenes lo cual representa un efecto aditivo para ambas 

bacterias. Estos resultados se muestran en la Tabla 9. 

Los resultados obtenidos en este estudio podrían deberse al mecanismo de acción 

de cada antimicrobiano. 

Recientemente, Lin et al. (2018) estudiaron el mecanismo de acción de EPL contra 

L. monocytogenes y reportaron que las cargas positivas de EPL pueden 



 

56 
 

neutralizar las cargas negativas de la membrana celular en la superficie de la 

bacteria, dando como resultado la destrucción de esta. 

Tabla 9. Interacción entre compuestos antimicrobianos GRAS en caldo de cultivo 

  
Bacteria 

  
L. innocua L. monocytogenes NRRL B-33104 

Antimicrobiano CIFI Efecto CIFI Efecto 

LAE NIS 0.40±0.10 Sinergismo 0.50±0.14 Sinergismo 

EPL LAE 0.44±0.07 Sinergismo 0.34±0.09 Sinergismo 

NIS EPL 1.33±0.33 Aditivo 0.92±0.08 Aditivo 
a
NIS: nisina; LAE: arginato laurico; EPL: Ɛ-polilisina 

b
CIFI: índice de concentración inhibitoria fraccional; CIFI ≤0.5 sinergismo, 0.5 < CIFI ≤ 4.0 adición, 

CIFI > 4.0 antagonismo. 
c
Los valores representan la media ± Error estándar 

 

Además, se produce una pérdida de materiales intracelulares, enzimas y proteínas 

solubles; finalmente, EPL posee actividad de inhibición en el metabolismo de 

respiración de L. monocytogenes, lo cual se refleja directamente en la producción 

de energía. También Hyldgaard et al. (2014) plantearon que EPL desestabiliza las 

membranas al interactuar con grupos fosfolípidos cargados negativamente lo cual 

desplaza los cationes divalentes y obligan a la formación de vesículas o micelas. A 

pesar de esto, EPL es un compuesto muy similar a NIS. Ambos compuestos se 

producen por la fermentación de bacterias como L. lactis en el caso de NIS, y S. 

albulus para EPL; además, ambos están formados por aminoácidos. El 

mecanismo de acción de NIS ha sido reportado como la unión de este péptido a 

los lípidos aniónicos insertándose luego entre los grupos fosfolípidos de la 

membrana. La acumulación de NIS en la monocapa lipídica externa de la 

membrana  impulsa a la agregación de monómeros de NIS, seguida por la 

formación de poros en la estructura (Breukink & de Kruijff, 2006). Es posible que 

EPL al ser un compuesto de la misma naturaleza que NIS, actúe de manera 

similar evitando la posible sinergia, mientras que LAE por su parte, actúa como un 

surfactante permitiendo la combinación de diferentes mecanismos de acción al 

mezclarse con EPL y NIS. 
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Esto coincide con los resultados encontrados por Najjar et al. (2007) quienes 

reportaron un valor de CIFI de 0.83 para NIS y EPL contra L. monocytogenes lo 

cual representa un efecto aditivo. Además, Liu et al. (2015) reportaron un CIFI de 

0.50 contra B. cereus, este valor de acuerdo con los cálculos indica sinergia, sin 

embargo, está en el límite. 

En este sentido, con respecto a los resultados obtenidos para la combinación 

entre NIS y LAE, es importante observar que aunque se obtuvo una interacción 

sinérgica, el valor de CIFI para L. monocytogenes está en el límite (0.5) y el 

resultado podría ser más bien un efecto aditivo y finalmente no tener el 

comportamiento sinérgico en la matriz alimentaria. Esta sugerencia coincide con 

los resultados encontrados por Brandt et al. (2010) quienes evaluaron la 

combinación de LAE y NIS en 4 cepas de L. monocytogenes obteniendo valores 

de CIFI de 0.63 a 1.0, lo que indica un efecto aditivo. Contrario a esto, el valor de 

CIFI para la combinación de EPL y LAE contra L. monocytogenes se encuentra en 

el rango de sinergia con un resultado de 0.34, esto coincide con Kozak et al. 

(2017) que observaron sinergismo y un fuerte efecto inhibitorio y bactericida para 

la combinación de EPL y LAE en caldo a pH 7.4 contra la misma bacteria 

mencionada. 

La prueba de tablero se realiza en caldo de cultivo, sin embargo es una opción 

para estimar la interacción y seleccionar las combinaciones a evaluar en el 

alimento, en este caso el queso; así que en base a los resultados encontrados en 

esta prueba, se seleccionaron los tratamientos a evaluar en el siguiente paso de 

esta investigación, de esta manera, la combinación EPL - NIS fue descartada. 

5.2 Evaluación de la actividad antimicrobiana en queso mediante el 

modelo MLQF. 

5.2.1 Evaluación de PlyP100, NIS, EPL y LAE solos y en 

combinaciones binarias en MLQF 

Los tratamientos a evaluar en el modelo MLQF se seleccionaron de acuerdo a los 

resultados obtenidos en la sección 5.1.4. El tratamiento con PlyP100 fue el más 
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efectivo inhibiendo el crecimiento de la bacteria en 3.50 ± 0.38 log, EPL provocó 

una inhibición de 1.60 ± 0.67 log, LAE de 1.24 ± 0.06 log y NIS de 0.38 ± 0.44 log 

en comparación con el control, el cual alcanzó 9.20 ± 0.23 log UFC/g. Así mismo, 

las mezclas de EPL y LAE con la endolisina inhibieron el crecimiento en 3.60 ± 

0.21 log y 3.74 ± 0.31 log UFC/g respectivamente, sin embargo no existe una 

diferencia significativa entre los tratamientos en combinación y la aplicación de la 

endolisina por sí sola. Las mezclas binarias de NIS y LAE obtuvieron el mismo 

resultado que al utilizar NIS y LAE por sí solos y únicamente la mezcla entre EPL y 

LAE, la cual provocó una inhibición de 3.51 ± 0.35 log UFC/g, mostró un 

comportamiento sinérgico al ser evaluado en el modelo MLQF, ya que los 

compuestos por separado obtuvieron 1.25 ± 0.09 log para LAE y 1.66 ± 0.67 log 

UFC/g para EPL. La inhibición en el crecimiento de L. monocytogenes para cada 

tratamiento en el modelo MLQF al final del periodo de almacenamiento a 4°C se 

muestra en la Figura 14. 

Actualmente la investigación concerniente a la endolisina PlyP100 apenas se está 

generando, no existen mucha información acerca de ella, sin embargo, es de gran 

interés para la aplicación en alimentos ya que proviene del fago P100 el cual ya ha 

sido aprobado por la FDA y es comercializado tanto en Europa como en USA, 

además, PlyP100 es una opción contra Listeria en queso de acuerdo a los 

resultados encontrados recientemente por Ibarra-Sánchez et al. (2018) los cuales 

coinciden con los encontrados en el presente estudio referentes a NIS y PlyP100. 

Los resultados para  NIS difieren con los encontrados por  Lourenço et al. (2017) 

quienes reportaron una reducción de Listeria de 3 log UFC/g con respecto al 

Control a los 21 días de almacenamiento, sin embargo ellos utilizaron una 

concentración mucho más alta de nisina (500 µg/mL). 

Por otro lado, es importante puntualizar que a pesar de que Listeria mostró ser 

más susceptible a LAE y a NIS que a EPL en caldo de cultivo (sección 5.1.3), al 

ser evaluados en MLQF se obtuvieron distintos resultados.  

Nisina alcanzó la misma población de Listeria que el Control al final del 

almacenamiento; LAE y EPL obtuvieron una pequeña inhibición en comparación 
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con el control, sin embargo, son significativamente iguales entre ellos mientras que 

en caldo de cultivo resultaron muy diferentes. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
Figura 14.  Inhibición en el crecimiento de L. monocytogenes en queso a los 28 
días de almacenamiento a 4°C.Tratamiento Control: ningún antimicrobiano; NIS: 
nisina (200 µg/mL); LAE: arginato laúrico (200 µg/mL); NIS-LAE: nisina (200 
µg/mL) + arginato laúrico (200 µg/mL); EPL: Ɛ-polilisina (250 µg/mL); EPL-LAE: Ɛ-
polilisina (250 µg/mL) + arginato laúrico (200 µg/mL); PlyP100: endolisina PlyP100 
(2.5 U/mL); PlyP100-LAE: endolisina PlyP100 (2.5 U/mL) + arginato laúrico (200 
µg/mL); PlyP100-EPL: endolisina PlyP100 (2.5 U/mL) + Ɛ-polilisina (250 µg/mL). 
Los valores indican la media ± el error estándar. Letras diferentes indican 
diferencias significativas utilizando la prueba de Tukey (α = 0.05). 
 

Esto sugiere que ocurrieron interacciones entre los compuestos antimicrobianos y 

el queso al ser evaluados en el modelo MLQF. De acuerdo con Kawamura & 

Whitehouse (2008) LAE puede sufrir hidrólisis en presencia de nitritos o proteínas, 

el queso es un alimento que contiene al menos 18.25% de proteína; por tal razón, 
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es posible que LAE no mostrara actividad antimicrobiana significativa mientras que 

en caldo de cultivo si lo hizo. Teniendo en cuenta la influencia del contenido de 

grasa, la prueba de MIC realizada en caldo de cultivo el cual no contiene grasa, 

mostró una gran susceptibilidad por parte de Listeria a LAE, mientras que en el 

queso que contiene 22.45% de grasa, se obtuvieron diferentes resultados. Esto 

coincide con Sharma et al. (2013) quienes obtuvieron una mayor actividad de LAE 

para filete de pechuga de pollo, que para pollo molido que contiene un mayor 

contenido de grasa. Muchos autores han destacado que LAE posee una actividad 

mucho menor cuando se usa en productos alimenticios reales en comparación con 

estudios in vitro (Nerin et al., 2016a). 

Por otro lado, EPL ha demostrado ser susceptible y degradado por enzimas 

proteasas y peptidasas de diferentes bacterias comercialmente disponibles 

(Nampoothiri et al., 2014) y Kito et al. (2002) sugieren que hay microorganismos 

tolerantes a EPL y que tienen algún tipo de proteasa que hidroliza el EPL. En la  

evaluación en queso, no solo se encontraba L. monocytogenes, sino también 

aquellas bacterias que son propias del alimento, bacterias acido lácticas; este tipo 

de bacterias poseen enzimas proteasas y peptidasas que posiblemente 

degradaron a EPL evitando así una mayor actividad contra Listeria (Teusink & 

Molenaar, 2017). 

Adicionalmente, en la Figura 15 se muestra el crecimiento de la bacteria evaluada 

en el modelo MLQF a lo largo de los 28 días de almacenamiento. Se observó que 

NIS provocó un comportamiento muy similar al Control mientras que con LAE, la 

bacteria siguió un crecimiento idéntico al control pero solo hasta los 14 días del 

periodo de almacenamiento, después de este tiempo el compuesto provocó un 

efecto bacteriostático al mantenerse la misma cantidad en Log hasta el día 28 

(Figura 15a). Por su parte EPL mostró una tendencia hacia un efecto 

bacteriostático durante los primeros 14 días, sin embargo en los siguientes días el 

compuesto parece haber perdido estabilidad al permitir el recrecimiento de la 

bacteria. La endolisina retardó el crecimiento pareciendo tener un efecto 

bacteriostático durante los 28 días de almacenamiento.  
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Figura 15. Comportamiento del crecimiento de L. monocytogenes en el modelo 
MLQF durante el periodo de almacenamiento a 4°C. a: Antimicrobianos evaluados 
solos; b: antimicrobianos evaluados en combinaciones dobles. Control: ningún 
antimicrobiano; PlyP100: endolisina PlyP100 (2.5 U/mL); NIS: nisina (200 µg/mL); 
LAE: arginato laurico (200 µg/mL); EPL: Ɛ-polilisina (250 µg/mL); NIS – LAE: 
nisina (200 µg/mL) + arginato laurico (200 µg/mL); LAE – EPL: arginato laurico 
(200 µg/mL) + Ɛ-polilisina (250 µg/mL); PlyP100 – LAE: endolisina PlyP100 (2.5 
U/mL) + arginato laurico (200 µg/mL); PlyP100 – EPL: endolisina PlyP100 (2.5 
U/mL) + Ɛ-polilisina (250 µg/mL). Los valores representan la media ± error 
estándar. 
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Con respecto a los tratamientos con mezclas (Figura 15b), la mezcla entre NIS – 

LAE no mostró ninguna diferencia en comparación con los compuestos evaluados 

por separado ni con el Control al haber alcanzado casi 9 log UFC/g. Las mezclas 

que contenían a la endolisina obtuvieron resultados y un comportamiento similar a 

la de LAE – EPL; estos tratamientos obtuvieron los mejores resultados alcanzando 

una cuenta final de alrededor de 5 Log UFC/g. A pesar de esto, las mezclas con 

PlyP100 no mostraron diferencias significativas al ser comparadas con la 

aplicación de la endolisina por sí sola. De esta manera, la única mezcla 

significativamente diferente en comparación con sus compuestos evaluados por 

separado fue LAE – EPL, mezcla que muestra un efecto sinérgico. 

Este resultado es consistente con lo anteriormente mencionado. Es posible que 

bacterias propias del queso degradaran a EPL y por esta razón, después de 14 

días de almacenamiento, el compuesto perdió su actividad contra Listeria; y que 

además, el LAE empezó su actividad bacteriostática a este tiempo 

complementando así a EPL y resultando en una mezcla con efecto sinérgico.  La 

Figura 15a muestra el comportamiento de estos compuestos por separado y la 

Figura 15b muestra la complementación de ellos en la mezcla.  

El sinergismo no fue resultado del tamaño del inóculo reducido por EPL a los 14 

días de almacenamiento, dado que el tratamiento solo con LAE también comenzó 

su actividad bacteriostática a este tiempo, es decir con un mayor tamaño de 

inóculo; esto coincide con lo reportado por Becerril et al. (2013) quienes evaluaron 

la actividad antimicrobiana de LAE sobre S. aureus, L. innocua, E. coli, P. 

aeruginosa y S. enterica reportando que la actividad del compuesto no fue 

afectada por el tamaño del inoculo. El resultado se debe a las interacciones de 

EPL y LAE con los componentes del alimento y al efecto bacteriostático que 

produjeron. Otras investigaciones se han enfocado en el estudio de la 

combinación de efectos bacteriostático y bactericida para el control de L. 

monocytogenes y de otras bacterias (Ibarra-Sánchez et al., 2018; Kang et al., 

2014; Sharma et al., 2013; Soni et al., 2012; Takahashi et al., 2015). 
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Finalmente, resulta interesante observar que los resultados encontrados en MLQF 

coinciden con los experimentos realizados en caldo de cultivo mediante la prueba 

de tablero, en la cual, si bien la mezcla entre NIS – LAE mostró tener efecto 

sinérgico según los cálculos de CIFI, el valor se encuentra en el límite (0.5) 

sugiriendo que podría no haber sinergismo, y sólo la mezcla LAE – EPL mostró un 

resultado claro en tal interacción de forma que esto quedó reflejado cuando fue 

evaluada en el queso. 

5.2.2 Evaluación de EPL y LAE en combinaciones binarias a 

menores concentraciones. 

En base a los resultados obtenidos en la sección anterior, se evaluaron 

combinaciones binarias entre LAE y EPL utilizando concentraciones más bajas a 

las máximas permitidas por la FDA con el fin de determinar si el efecto sinérgico 

se mantenía. Las concentraciones evaluadas se muestran en la Tabla 7.  

Como resultado a este experimento se obtuvieron valores consistentes con los 

encontrados en la Sección 5.2.1. El LAE provocó una inhibición de 0.58 ± 0.06 log, 

EPL de 2.37 ± 0.04 log y la mezcla entre EPL y LAE a sus máximas 

concentraciones mostró una inhibición de 3.35 ± 0.02 log UFC/g  con respecto al 

Control, el cual mostró una cuenta total de 9.35 ± 016 log UFC/g al final del 

almacenamiento. 

Adicionalmente, en los tratamientos en los que se disminuyó la concentración de 

EPL, se perdió el efecto sinérgico al obtener una inhibición de 2.52 ± 0.19 log y 

1.80 ± 0.05 log UFC/g. Sin embargo, los tratamientos en los que se disminuyó la 

concentración de LAE, obtuvieron valores de 3.30 ± 0.13 log y 3.35 ± 0.10 log de 

UFC/g; estos valores son significativamente similares a los obtenidos en el 

tratamiento con las máximas concentraciones de ambos compuestos. La inhibición 

en el crecimiento de L. monocytogenes al final del almacenamiento para cada 

tratamiento se muestra en la Figura 16. 
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Figura 16.  Inhibición en el crecimiento de L. monocytogenes a los 28 días de 
almacenamiento a 4°C utilizando mezclas entre EPL y LAE. B: EPL (250 µg/mL); 
C: LAE (200 µg/mL); D: EPL (250 µg/mL) + LAE (200 µg/mL); E: EPL (250 µg/mL) 
+ LAE (133.33 µg/mL); F: EPL (250 µg/mL) + LAE (66.66 µg/mL); G:EPL (166.66 
µg/mL) + LAE (200 µg/mL); H: EPL (83.33 µg/mL) + LAE (200 µg/mL). Los valores 

representan la media ± error estandar. 
a,b,cLetras diferentes indican valores significativamente diferentes (α = 0.05)  
 

Estos resultados confirman que mientras EPL actúa al inicio del periodo de 

almacenamiento, LAE tiende a mostrar un efecto bacteriostático pero al final del 

periodo. De esta manera, al reducir las concentraciones de EPL hubo un mayor 

crecimiento de Listeria desde el inicio. Posteriormente a los 14 días LAE mostró su 

actividad, sin embargo, la cuenta era mayor que en el tratamiento donde se utilizó 

la máxima concentración de EPL y esto finamente quedó reflejado en una menor 

inhibición a los 28 días de almacenamiento.  

En adicción, estos resultados sugieren que L. monocytogenes es muy susceptible 

a LAE al mostrarse la misma tendencia bacteriostática cuando las concentraciones 

fueron reducidas; esto coincide con lo reportado por Nair et al. (2014) quienes 

encontraron que no existe diferencia significativa entre tratamientos con 200 y 400 
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mg/kg de LAE contra C. jejuni en filetes de pollo. Contrario a lo que sucedió con 

EPL,  que solo utilizando la máxima concentración permitida, mantuvo su actividad 

en el queso al inicio del periodo de almacenamiento. Esto coincide con el 

resultado de CMI mostrado en la Tabla 8 de la Sección 5.3.1, dónde los 

compuestos fueron evaluados en caldo de cultivo. 

Por lo anterior, el mejor tratamiento fue el de la mezcla de 250 µg/mL de EPL y 

66.66 µg/mL de LAE, tratamiento que fue seleccionado para ser evaluado en una 

prueba sensorial. 

5.2.3 Susceptibilidad de L. monocytogenes a NIS, LAE y EPL  

La susceptibilidad de los aislados de L. monocytogenes de los tratamientos 

evaluados en el modelo MLQF, se evaluó mediante la determinación de la CMI de 

los compuestos GRAS al final del almacenamiento. Después de la exposición 

antimicrobiana en QF durante 28 días a temperaturas de refrigeración, las 

bacterias aisladas de muestras de QF tratadas con NIS (200 µg/mL), LAE (200 

µg/mL) y EPL (250 µg/mL), solos y en combinaciones binarias, mostraron una 

susceptibilidad similar en comparación con los rangos de susceptibilidad antes 

encontrados (NIS: 3.12 a 12.5 µg/mL; LAE: 12.5 µg/mL; EPL: 62.5 a 125 µg/mL) y 

con los de los aislados del queso no tratado como control de referencia. Estos 

resultados se muestran en la Tabla 10. 

Tabla 10. Susceptibilidad de aisladosa de L. monocytogenes a los compuestos 
GRAS a los 28 días de almacenamiento 

Tratamiento NIS (µg/mL)b LAE (µg/mL)b EPL (µg/mL)b 

Control 3.12 - 12.5 12.5 125 

LAE  - 12.5 - 

EPL  - - 125 - 250 

PlyP100-LAE - 12.5 - 

Ply100-EPL - - 125 - 250 

NIS-LAE 6.25 - 12.5 12.5 - 

LAE-EPL - 12.5 125 - 250 
a
Tres aislados aleatorios de L. monocytogenes por tratamiento, por experimento independiente (n = 

63). 
b
No se encontraron diferencias significativas con la susceptibilidad antimicrobiana general en la 

población (α = 0.05). 
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Actualmente, diversos estudios han proporcionado evidencia y resaltado la 

importancia de la resistencia bacteriana a distintos antimicrobianos (Fister et al., 

2016; Labrie et al., 2010; Maria-Neto et al., 2015; Takahashi et al., 2015). Los 

mecanismos de resistencia exhibidos por patógenos transmitidos por los 

alimentos, les permiten adaptarse y evolucionar con las condiciones ambientales 

cambiantes (Nair et al., 2014). De aquí la importancia de este experimento en la 

presente investigación. 

Los resultados encontrados refuerzan lo propuesto acerca de su comportamiento 

en el modelo MLQF, es decir, en el queso. De esta manera, el hecho de que el 

EPL haya perdido estabilidad entonces, no se debió a que L. monocytogenes 

generara después de un tiempo de exposición, resistencia al compuesto. Eso 

coincide con lo sugerido por Shukla et al. (2012), microorganismos tales como las 

bacterias u hongos, difícilmente desarrollan resistencia a EPL. 

Por el contrario, aunque los péptidos antimicrobianos son capaces de controlar 

infecciones bacterianas al interferir con el metabolismo microbiano y procesos 

fisiológicos de diversas maneras, también se ha reportado un gran número de 

casos de resistencia a los péptidos, como lo es NIS (Maria-Neto et al., 2015).  Los 

mecanismos de adquisición de resistencia a NIS son complicados y pueden diferir 

entre las cepas. Debido a la importancia del lípido II para la actividad 

antimicrobiana de NIS, disminuir la cantidad de este, sería un mecanismo simple 

para la generación de resistencia por parte de la bacteria, ya que el Lípido II, es un 

precursor esencial de la pared celular (Zhou et al., 2013). A pesar de esto, en el 

presente estudio no se encontró una menor susceptibilidad al compuesto por parte 

de L. monocytogenes, después de haber sido expuesta al mismo. 

De igual manera, no se encontró el desarrollo de resistencia por parte de L. 

monocytogenes a LAE y no ha sido reportado por otras investigaciones que exista 

tal efecto. 

5.3 Evaluación sensorial de queso panela adicionado con los 

compuestos antimicrobianos. 
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Se produjo queso panela con un 15.87% de rendimiento y los siguientes 

parámetros fisicoquímicos (Tabla 11): 

Tabla 11. Parámetros fisicoquímicos del queso producido a escala tradicional 

 
Parámetro 

  Grasa Proteína Humedad pH 

QSA 19.50 ± 2.12 20.38 ± 1.30 53.58 ± 0.98 6.48±0.04 

QCA 19.00 ± 1.41 20.54 ± 0.99 51.18 ± 1.16 6.45±0.03 
aQSA: Queso sin antimicrobianos; QCA: Queso con antimicrobianos. 
bLos valores representan la media ± desviación estándar 

 

En el día 1 del periodo de almacenamiento del queso, un total de 27 de los 64 

evaluadores identificaron correctamente la muestra que era diferente en la prueba. 

Refiriéndose a la Tabla A.2 en la norma BS ISO 4120, se utilizó la ecuación de la 

Nota 1 para determinar si se concluye que las dos muestras eran similares. 

Debido a que se quería evitar concluir que no hay diferencias cuando si las hay, se 

eligió β = 0.1, que es un 90% de nivel de confianza. De los cálculos con la 

ecuación mencionada, 27 evaluadores representaron que un 25% pudo distinguir 

las dos diferentes muestras; el límite fue previamente establecido en 20%, por lo 

que el resultado fue que el queso con EPL – LAE en el día 1 del almacenamiento, 

es diferente al queso sin esta mezcla.  

Después de 15 días de almacenamiento en refrigeración, se realizó la segunda 

prueba triangular. Un total de 33 de los 64 evaluadores identificaron correctamente 

la muestra que era diferente, de tal forma que utilizando la ecuación, el 39% logró 

distinguir las dos diferentes muestras. Con un nivel de confianza del 90%, el 

resultado es que el queso con EPL – LAE a los 15 días de almacenamiento, es 

diferente al queso sin la mezcla de antimicrobianos.  

A pesar de estos resultados, se obtuvieron diferentes comentarios en cada una de 

las dos evaluaciones realizadas. Los participantes comentaron haber encontrado 

una diferencia en la textura y el nivel de sal en el día 1, el QCA era más seco y 

salado; mientras que encontraron diferencias en el sabor en el día 15, QCA tenía 

un mal sabor. 
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Anteriormente se ha reportado que EPL produce un sabor amargo en los 

alimentos. Hyldgaard et al. (2014) encontraron que aunque EPL es biodegradable, 

no provoca citotoxicidad y es seguro para el consumo humano, la adición de 

grandes cantidades del compuesto a productos alimenticios produce un sabor 

amargo. El sabor amargo de EPL, es producido por su larga cadena de lisina por 

lo que el control de la longitud de esta, es importante para mejorar el sabor de EPL 

para su consumo en alimentos (Nishikawa & Ogawa, 2006). Del mismo modo, ha 

sido sugerido que una concentración alta de LAE puede conducir a un sabor 

amargo por lo que, se necesitan estrategias para disminuir el nivel de este 

compuesto en los productos alimenticios (Ma et al., 2016). Esta información 

coincide con los resultados encontrados en el presente estudio para la evaluación 

a los 15 días de la vida de anaquel del queso, los evaluadores comentaron que 

identificaron un sabor amargo en QCA. 

A pesar de esto, aunque los evaluadores identificaron la diferencia entre las 

muestras el día 1, esta selección no estuvo relacionada con el sabor, sino con la 

textura y la cantidad de sal. Por lo tanto, es posible que estos resultados puedan 

atribuirse a la forma en que se agregó la mezcla de antimicrobianos durante el 

proceso de producción de queso y no al sabor que los compuestos pudieran 

producir. La mezcla se agregó antes de la etapa de moldeo del queso en los 

canastos lo que provocó que perdiera más humedad que el QSA, el cual, se 

colocó rápidamente en los canastos. 

Los resultados encontrados en esta prueba sensorial sugieren que si bien al inicio 

de la vida de anaquel del producto la mezcla EPL – LAE no fue identificada, al día 

14 había generado un sabor amargo que finalmente pudo ser identificado por los 

evaluadores; y además, es necesario explorar la manera óptima de adicionar este 

tipo de compuestos al queso en una producción a escala tradicional. 
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VI. CONCLUSIONES 

Listeria monocytogenes es una bacteria de gran importancia en la industria 

alimentaria dada su incidencia, alta tasa de letalidad y además la poca 

susceptibilidad a compuestos antimicrobianos así como también su habilidad de 

desarrollar resistencia a estos. A pesar de haber utilizado 4 diferentes compuestos 

y mezclas entre ellos contra esta bacteria, únicamente la mezcla de dos de tales 

compuestos logró solamente inhibir su crecimiento. Por tales razones, es 

necesario continuar con investigación acerca de este patógeno así como de 

estrategias para inhibir y eliminar totalmente la bacteria del alimento. 

A pesar de que Listeria resultó ser más susceptible a NIS y a LAE, estos 

compuestos tienen importantes interacciones con el queso que evitaron su eficacia 

en este alimento; EPL por su parte, mostró menor actividad antimicrobiana sobre 

la bacteria, sin embargo, obtuvo mejores resultados que NIS y LAE al ser 

evaluado en queso. 

También es importante puntualizar, que los resultados encontrados en MLQF 

coincidieron con los experimentos realizados en caldo de cultivo mediante la 

prueba de tablero, en la cual, si bien la mezcla entre NIS – LAE mostró tener 

efecto sinérgico según los cálculos de CIFI, el valor se encontraba en el límite (0.5) 

sugiriendo que podría no haber sinergismo, solo la mezcla LAE – EPL mostró un 

resultado confiable en tal interacción, de manera que esto quedó reflejado en los 

experimentos en queso. La prueba de tablero se realiza en caldo de cultivo, sin 

embargo es una opción para estimar las interacciones que un par de compuestos 

puede tener y así, seleccionar las combinaciones a evaluar en el alimento. 

De acuerdo a los resultados de la evaluación sensorial, la mezcla entre EPL – LAE 

puede ser utilizada sin generar sabores extraños durante los primeros días de su 

vida de anaquel, no obstante, es necesario profundizar en los métodos de 

aplicación del compuesto en una producción de queso a gran escala. 

Este esta investigación se proporciona un alternativa para inhibir el crecimiento de 

L. monocytogenes en queso, a partir de una mezcla de los compuestos naturales 
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antimicrobianos, EPL – LAE, los cuales mostraron tener una interacción sinérgica 

aun cuando fue disminuida la concentración de LAE. Estos compuestos además 

son GRAS y se encuentran regulados tanto en México como en Estados unidos 

por lo que son una opción para disminuir la incidencia de este patógeno en queso. 
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