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RESUMEN 

En formulaciones de películas comestibles, se han incorporado antimicrobianos, también conocidos 

como biopelículas, como complemento a su funcionalidad. Se ha observado que la adición de B. 

subtilis en estas formulaciones extiende la vida útil de frutos y controla hongos como Fusarium 

oxysporum. Sin embargo, se ha investigado poco sobre los efectos de esta incorporación hasta el 

momento. Se evaluaron 16 biopelículas que contenían goma guar, cera de candelilla, glicerol y B. 

subtilis en el control de cepas de Fusarium spp. Se diseñaron estas biopelículas con un diseño 

factorial 24, con dos concentraciones para cada uno de los ingredientes. Previamente a la 

incorporación de la suspensión de B. subtilis, las biopelículas se prepararon y esterilizaron 

adecuadamente. Las biopelículas se confrontaron en emulsión y en forma preformada con dos cepas 

de Fusarium (FIR y FIA) en medio PDA, con un cultivo dual e incubación a 37 °C durante 4 días. Se 

calculó el porcentaje de inhibición fúngica. Como resultado, las biopelículas en emulsión 9 y 5 

controlaron FIR y FIA, respectivamente. La única diferencia entre ambas biopelículas fue la 

concentración de bacterias y glicerol. Las biopelículas preformadas 3 y 1 también mostraron control 

de FIR y FIA, respectivamente, la variación principal fue la concentración de cera de candelilla. La 

formulación de la biopelícula preformada 1, que contenía una alta concentración de bacterias y una 

menor cantidad de otros ingredientes, demostró el control más efectivo. Estas biopelículas pudiera 

ser una estrategia de control del Fusarium spp. en frutos o raíces de algunos cultivos.  

 

Palabras clave: Películas, control, Fusarium spp. B. subtilis. 

 

ABSTRACT 

In edible film formulations, antimicrobials, also known as biofilms, have been incorporated to 

complement their functionality. It has been observed that the addition of B. subtilis in these 
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formulations extends the shelf life of fruits and controls fungi such as Fusarium oxysporum. However, 

little research has been done on the effects of this incorporation so far. 16 biofilms containing guar 

gum, candelilla wax, glycerol and B. subtilis were evaluated in the control of Fusarium spp strains. 

These biofilms were designed with a 24 factorial design, with two concentrations for each of the 

ingredients. Prior to incorporating the B. subtilis suspension, the biofilms were adequately prepared 

and sterilized. The biofilms were confronted in emulsion and in preformed form with two Fusarium 

strains (FIR and FIA) in PDA medium, with a dual culture and incubation at 37 °C for 4 days. The 

percentage of fungal inhibition is calculated. As a result, emulsion biofilms 9 and 5 control FIR and 

FIA, respectively. The only difference between both biofilms was the concentration of bacteria and 

glycerol. Preformed biofilms 3 and 1 also showed FIR and FIA control, respectively, with the main 

variation being the candelilla wax concentration. The preformed biofilm formulation 1, which 

contained a high concentration of bacteria and a lower amount of other ingredients, demonstrated 

the most effective control. These biofilms could be a control strategy for Fusarium spp. in fruits or 

roots of some crops. 

 

Keywords: edible films, control, Fusarium sp. B. subtilis. 

 

INTRODUCCIÓN 

 

En algunas formulaciones de películas comestibles, se han incorporado ingredientes como 

antioxidantes, prebióticos y agentes antimicrobianos con el propósito de mejorar su valor probiótico 

(Aitboulahsen et al., 2018; Bersaneti et al., 2019). Además, en los últimos años, se ha observado un 

interés creciente en la inclusión de microorganismos para controlar el crecimiento de moho, 

levaduras y hongos patógenos en frutos (Kharchoufi et al., 2018; Oliveira et al., 2019). Donde las 

algunas películas que contienen microorganismos han mostrado no alterar las propiedades 

fisicoquímicas de los frutos (Khodaei y Hamidi, 2019). Sin embargo, también se ha observado que 

factores como los ingredientes presentes en las formulaciones y las condiciones de almacenamiento 

pueden ejercer influencia sobre la viabilidad de los microorganismos incorporados (Soukoulis et al., 

2017; Zong et al., 2021). Por lo tanto, resulta fundamental verificar la viabilidad y funcionalidad de 

las películas antes de su empleo. Un ejemplo de la efectividad de la incorporación de 

microorganismos en películas comestibles es el uso de Lactobacillus plantarum en la formulación de 

una película a base de almidón de papa, la cual, al ser utilizada para recubrir uvas, logró controlar el 

crecimiento de B. cinerea después de 7 días a 20°C. Como resultado, se redujo la incidencia y la 

severidad del ataque del hongo en un 100%. (Plotton et al., 2019). La cepa de Lactobacillus 

paracasei TEP6 incorporada en la formulación de quitosano-gel de Aloe vera (100%) y glicerol (10 g 

L-1) inhibió a Colletotrichum gloeosporioides un 59% en pruebas in vitro (Barragán et al., 2020). Sin 

embargo, la investigación sobre la incorporación de microorganismos en películas para el control de 

fitopatógenos ha sido limitada en su mayoría al género de Lactobacillus, debido a su considerada 
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inocuidad para el consumidor. Hasta hace unos pocos años, se había explorado escasamente la 

incorporación de derivados de otros géneros con propiedades antifúngicas, tal como el uso de una 

bacteriocina purificada (0.5%) obtenida de la cepa Bacillus methylotrophicus BM47 en una 

formulación de carboximetilcelulosa, donde la película logró extender la vida útil de las fresas en 

almacenamiento a 4°C y 75% de HR durante 16 días. Y a partir del octavo día, se redujo 

significativamente el porcentaje de descomposición y no se observó crecimiento de hongos en las 

fresas tratadas en comparación con las fresas control (Tumbarski et al., 2019). También, la adición 

de ciclolipopéptidos de B. subtilis al 3% a una película de alginato de sodio que se aplicó a 

arándanos, redujo el recuento de hongos (2.5x103 UFC/g) al final del almacenamiento y mantuvo la 

frescura de los frutos (Xu et al., 2020). Aun cuando se han utilizado en las formulaciones de películas 

productos derivados de bacterias del género Bacillus, poco se conoce sobre la incorporación de la 

bacteria de B. subtilis en dichas formulaciones. B. subtilis se ha utilizado ampliamente como agente 

de control biológico contra hongos fitopatógenos y es generalmente reconocida como segura por 

Administración de Alimentos y Medicamentos de los Estados Unidos (FDA, 2021). En algunos 

estudios se ha demostrado que B. subtilis puede controlar una amplia variedad de hongos 

fitopatógenos, como Fusarium oxysporum, Botrytis cinerea, Rhizoctonia solani, Phytophthora 

infestans, entre otros (Cucu et al., 2020,  Takwa et al., 2021, Bouchard et al., 2022). Esta bacteria 

produce una amplia variedad de metabolitos secundarios con actividad antimicrobiana, como 

péptidos, enzimas y ácidos orgánicos, que pueden inhibir el crecimiento de hongos. La actividad 

antifúngica de B. subtilis se debe a la producción de enzimas como B-1,3-glucanasa, antibióticos 

como surfactinas, polimixinas, kurstakins, fengicinas y sideróforos, entre otros metabolitos 

secundarios (Menon et al., 2017, Cucu et al., 2020 Azeem et al., 2022). Estos compuestos pueden 

degradar las paredes celulares de los hongos y suprimir su crecimiento y reproducción. Por lo 

anterior en este trabajo, se evaluó la eficacia de 16 películas comestibles elaboradas con goma guar, 

cera de candelilla y glicerol, con la adición de la bacteria B. subtilis para el control de dos cepas de 

Fusarium spp. 

 

MATERIALES Y MÉTODOS 

 

Material biológico y materias primas 

Se utilizó la cepa de B. subtilis GOS 01 B-67748 con registro Northern Regional Research Lab 

(NRRL) de Peoria, Illinois en Estados Unidos, seleccionada por su capacidad de inhibir a Rhizopus 

stolonifer, Botrytis cinerea Fusarium oxysporum, Alternaria brassicae, Phytophthora sp. Rhizoctonia 

solani in vitro e in vivo en frutos.  

Se utilizaron dos cepas de Fusarium sp.  identificadas como FIR y FIA (figura 1) aisladas de raíces 

de tomate (Solanum lycopersicum) de un invernadero comercial de Jiquilpan Michoacán, México. 
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Los hongos y bacteria forman parte de la colección de microrganismos del laboratorio de fitopatología 

del Instituto Politécnico Nacional, CIIDIR Unidad Michoacán México. 

 

Para la película se utilizó, goma guar (Sigma Aldrich, USA) glicerol (≥99% de pureza; Sigma Aldrich, 

USA) y cera de candelilla refinada grado alimenticio. 

 

Diseño de las formulaciones de las películas 

Se elaboraron formulaciones de biopelículas utilizando goma guar, cera de candelilla, glicerol y una 

suspensión de B. subtilis. El diseño experimental se basó en un diseño factorial 24 utilizando la 

plataforma Design-Expert® (versión 12, Stat-Ease). Los factores considerados en este diseño fueron 

los ingredientes, mientras que los niveles consistieron en dos concentraciones: alta y baja, para cada 

uno de los ingredientes. Las concentraciones se seleccionaron de manera que permitieran la 

formación adecuada de la emulsión (cuadro 1). 

Cuadro 1. Formulaciones de las biopelículas diseñadas 

Películas Goma guar % Cera de candelilla 
% 

Glicerol % B. subtillis 20% 

1 0.3 0.30 0.30 1x1012  UFC/mL 

2 0.6 0.15 0.15 1x106  UFC/mL 

3 0.3 0.15 0.30 1x1012  UFC/mL 

4 0.6 0.30 0.15 1x106  UFC/mL 

5 0.6 0.15 0.30 1x106  UFC/mL 

6 0.3 0.30 0.15 1x1012  UFC/mL 

7 0.3 0.15 0.15 1x1012  UFC/mL 

8 0.6 0.30 0.30 1x106  UFC/mL 

9 0.6 0.15 0.15 1x1012  UFC/mL 

10 0.3 0.30 0.30 1x106  UFC/mL 

11 0.6 0.30 0.15 1x1012  UFC/mL 

12 0.3 0.15 0.30 1x106  UFC/mL 

13 0.6 0.15 0.30 1x1012  UFC/mL 

14 0.3 0.30 0.15 1x106  UFC/mL 

15 0.6 0.30 0.30 1x1012  UFC/mL 

16 0.3 0.15 0.15 1x106  UFC/mL 

 

Preparación de suspensión de B. subtilis 

La suspensión de B. subtilis se elaboraron con la colecta de bacteria (con asa bacteriológica 

enroscada) de la siembra previa en medio Papa Dextrosa Agar (PDA) (marca MCD Lab. México) 

contenido en cajas Petri (90 x 15 mm) e incubadas 37 °C por 24 h. En 100 mL de agua destilada 

estéril contenido un matraz Erlenmeyer de 500 mL se agregó la bacteria y se ajustaron las 

concentraciones mediante el método del número más probable y se correlacionó con la densidad 

óptica a 520 nm, después de realizar una curva de crecimiento. Se ajustó a 1x106 y 1x1012 UFC/mL 
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con la densidad óptica a 0.5 y 1.0 nm con un espectrofotómetro UV visible (marca Perkin Elmer, 

modelo Lambda 2, no. serie 5109). 

 

Preparación de las biopelículas 

Las biopelículas se prepararon de acuerdo con lo indicado por Oregel et al., (2016) con algunas 

modificaciones. Se fundió la cera de candelilla en agua destilada a 80 °C contenida en un vaso de 

licuadora de 1000 mL, después se añadió la goma guar y el glicerol, se homogenizaron a alta 

velocidad en la licuadora por 5 min para formar la emulsión. Las emulsiones se esterilizaron a 121 

°C por 15 min y cuando se enfrió (≈35 °C), dentro de la campana de flujo laminar (marca Airegard, 

modelo nu. 201-430, serie no. 171479120315, USA), se vertió la suspensión de B. subtilis a la 

emulsión y homogenizo manualmente por 3 min.  

 

Evaluación in vitro de la actividad antifúngica de las biopelículas para el control de Fusarium 

spp. 

 

Confrontación de Fusarium spp. con las biopelículas en emulsion  

Se confrontaron las 16 películas con las cepas de Fusarium sp. Se colocó en el centro de medio 

PDA contenido en placas Petri un trozo de 0.5 cm Ø de crecimiento de hongo (con 5 días en PDA a 

25 °C) y alrededor se hicieron 4 pocillos de 0.5 cm Ø donde se agregó 0.6 mL de emulsión de las 

biopelículas, los pocillos se dejaron a una distancia de 1 cm de la pared de la placa (figura 2). Las 

placas se distribuyeron al azar e incubaron a 37 °C. Como control se colocaron placas con el hongo 

y se tomaron en cuenta 3 placas por tratamiento.  

  

Figura 2. Confrontación de emulsión de biopelícula 9 contra Fusarium sp 

 

Confrontación de Fusarium spp. con las biopelículas preformadas 

Se preformaron biopelículas con 20 mL de emulsión y se vertieron en placa Petri estéril seguido del 

secado a 37 °C por 5 días en un horno (marca INCUCELL, modelo ICV 55 ECO, serie no. H210560, 

Alemania) sin quitar la tapa de la caja. Después de preformarse las películas, se cortaron trozos de 
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1 cm2 con bisturí bajo condiciones estériles. Para la confrontación biopelículas preformadas con las 

dos cepas de hongos, se ubicó en el centro del medio PDA un trozo de hongo con micelio (0.5 cm 

de Ø) y se colocaron 4 trozos de películas alrededor con una distancia de 1 cm de la pared de la 

placa (figura 3). Se consideraron 3 placas por tratamiento. 

 

 

Figura 3. Confrontación de biopelícula 16 preformada contra Fusarium sp 

 

Se midió el crecimiento del micelio a los 5 días después de la siembra de los microrganismos. Se 

consideraron 3 medidas del hongo que crecía hacia las películas (al centro, izquierda y derecha) 

desde el centro del trozo de hongo inoculado. Se determinó el porcentaje de inhibición del 

crecimiento micelial utilizando la fórmula propuesta por Badía et al., (2011) con ligeras 

modificaciones.  

% 𝑰𝒏𝒉𝒊𝒃𝒊𝒄𝒊ó𝒏 = (𝑪.𝑪.  −   𝑪.𝑷. /𝑪. 𝑪.) ∗ 𝟏𝟎𝟎  

Dónde: 

C.C: Crecimiento del hongo control (cm). 

C.P: Crecimiento del hongo en presencia de los antagonistas (cm). 

  

Los tratamientos fueron de las 16 biopelículas antes mencionadas en emulsión y preformadas y se 

identificaron en emulsión como: PE1, PE2, PE3, PE4, PE5, PE6, PE7, PE8, PE9, PE10. PE11, PE12, 

PE13, PE14, PE15, PE16 y las preformadas como: PP1, PP2, PP3, PP4, PP5, PP6, PP7, PP8, PP9, 

PP10. PP11, PP12, PP13, PP14, PP15, PP16.  

 

Análisis estadísticos 

Se estableció un diseño experimental completamente al azar para cada experimento y los datos se 

sometieron a un análisis de varianza (ANOVA) seguido de la prueba de comparación de medias 

Tukey (p ≤ 0.05) mediante el software RStudio versión 4.1.1 para Windows 10. 
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RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

 

Evaluación in vitro de la actividad antifúngica de las biopelículas para el control de Fusarium 
spp. 
 
Confrontación de Fusarium sp. (FIR) con las biopelículas en emulsión 

La biopelícula en emulsión 9 (PE9), que presentaba una alta concentración de goma guar y bacteria, 

junto con una baja concentración de cera de candelilla y glicerol, demostró significativamente mayor 

grado de control de la cepa FIR, alcanzando una tasa de inhibición del 67.5%, en comparación con 

las otras biopelículas (figura 4). Estos resultados coinciden con los obtenidos por Zhu et al., (2020) 

quienes utilizaron a B. subtilis IBFCBF-4 para el control in vitro, en medio PDA mediante 

confrontación dual, de varias especies de F. oxysporum. La bacteria inhibió el crecimiento micelial 

de F. oxysporum f. sp. niveum, F. oxysporum f. sp. lini y F. oxysporum f. sp. cucumerinumcon con 

tasas del 66.95 %, 66.8 % y 67.8 %, respectivamente. B. subtilis IBFCBF-4 causó hinchazón anormal, 

estrechamiento y aumento de la ramificación de las hifas de F. oxysporum f. sp. niveum y presentó 

genes de antibióticos implicados en la biosíntesis de iturina A, bacilomicina, fengicina, surfactina, 

bacilisina, tasA y mersacidina. Es importante destacar que los ingredientes empleados en la 

producción de las películas no parecen reducir la capacidad inhibidora de B. subtilis GOS 01 B-67748 

contra Fusarium sp. FIR. Por lo tanto, la eficacia de esta bacteria como agente de control se mantiene 

intacta. 

 

Figura 4. Porcentaje de inhibición de Fusarium sp. FIR con las biopelículas en emulsión 
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Figura 5. Confrontación de las biopelículas en emulsión con Fusarium sp. FIR  

 

La biopelícula preformada 3 (PP3) que presentaba una alta concentración de glicerol y bacteria, junto 

con una baja concentración de goma guar y cera de candelilla, demostró significativamente mayor 

grado de control de la cepa FIR (58 % de inhibición) en comparación con las demás biopelículas 

(figura 6). Jiménez et al., (2023), probaron tres cepas de B. subtilis (B15, BITV y BIBT) in virto 

mediante confrontación dual en medio Agar Nutritivo Caldo de Papa para el control de F. oxysporum. 

La cepa BITV fue la que dio mayor inhibición del crecimiento micelial de (56.24 %), seguida de la 

cepa BIBT (49.62 %) y B15 con la menor inhibición (39.35 %). Como se puede apreciar, el porcentaje 

de inhibición de Fusarium sp. FIR con la biopelícula PP3 coincide con los porcentajes de inhibición 

obtenidos contra F. oxysporum utilizando la cepa de B. subtilis BITV. 

 

 

Figura 6. Porcentaje de inhibición de Fusarium sp. FIR con las biopelículas preformadas  
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Figura 7. Confrontación de las biopelículas preformadas con Fusarium sp. FIR  

 

Confrontación de Fusarium sp. (FIA) con las biopelículas en emulsión  
 
La biopelícula en emulsión 5 (PP5) que presentaba una alta concentración de goma guar y glicerol, 

junto con una baja concentración de cera de candelilla y bacteria, demostró un significativamente 

mayor grado de control de la cepa FIA (58% de inhibición) en comparación con las demás 

biopelículas (figura 8). Florencio et al. (2022) probaron la cepa de B. subtilis BASU, in vitro en medio 

PDA y cultivo dual para el control de 3 aislados de F. oxysporum f. sp. cubense raza 2 (MIC17188, 

MIC17191 y MIC17192). El porcentaje mayor de inhibición micelial que presentó B. subtilis BASU 

contra los hongos fue de 55.1%. Esto guarda similitud con los resultados obtenidos utilizando la 

biopelícula PP5 frente a FIA. Sin embargo, en otros trabajos se ha visto altos porcentajes de 

inhibición de algunas especies de Fusarium como lo obtenido por Khedher et al. (2020), quienes 

utilizaron la cepa de B. subtilis V26 para el control in vitro de F. sambucinum, F. solani, F. oxysporum 

y F. graminearum, en medio PDA y cultivo dual. La bacteria presentó mayor inhibición contra 

F. sambucinum (85.3%), seguido de F. graminearum (73.6%), F. solani (72.8%) y la menor inhibición 

contra F. oxysporum (54.7%). La bacteria fue capaz de producir sideróforo y enzimas como proteasa, 

glucanasa, pectinasa, que tienen la capacidad de degradar proteínas, glucanos y pectinas, 

respectivamente, presentes en la pared celular del hongo F. oxysporum. Como se puede observar, 

el porcentaje de inhibición (54.7%) obtenido para F. oxysporum fue inferior al obtenido con la 

biopelícula PP3 contra FIA (58%). 
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Figura 8. Porcentaje de inhibición de Fusarium sp. FIA con las biopelículas en emulsión 

. 

 

Figura 9. Confrontación de las biopelículas en emulsión con Fusarium sp. FIA  

 

La biopelícula preformada 1 (PP1) que presentaba una alta concentración de bacteria, junto con una 

baja concentración de cera de goma guar, candelilla y glicerol, demostró un significativamente mayor 

grado de control de la cepa FIA (92 % de inhibición) en comparación con las demás biopelículas 

(figura 10). La biopelícula PP1 demostró la mayor capacidad de inhibición en comparación con los 

resultados previamente obtenidos en enfrentamientos con cepas de Fusarium, así como en 

comparación con los hallazgos de investigaciones, como la realizada por Haddoudi et al. (2021) 

quienes utilizaron las cepas del de B. subtilis VFS3 y VFS25 considerara con alto nivel de inhibición 

(IH > 85%) contra F. oxysporum KLR14, in vitro con medio PDA y cultivo dual. Las bacterias 

presentaron genes yxvQ (glucosilasa), dfnM (difficidina M sintetasa), mycA (micosubtilina A) y la 

producción de pectinasa. Las cepas B. subtilis CBMT51 y CBRF8 exhibieron un alto grado de 

inhibición, con porcentajes del 71.70% y 69.92%, respectivamente, frente a F. equiseti y F. solani. 

(Mejía et al., 2016). En otra investigacion, se evaluó la cepa B. subtilis str. SV41, en medio PDA y en 
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un cultivo dual, donde logró inhibir un 75.3% al hongo Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici. La 

bacteria presentó genes de quitinasa e indujo genes de resistencia (PR-3 ácido, CHI3) en planta de 

tomate al ser tratadas con la bacteria (Ben et al., 2017). Es esencial destacar que los resultados 

derivados de las pruebas de confrontación de biopelículas in vitro con cepas de Fusarium spp. 

establecen una base sólida para avanzar en la evaluación de la eficacia antifúngica de las 

biopelículas más prometedoras en términos de control. Por lo anterior, se optó por realizar 

confrontaciones en medio de emulsión, para explorar su posible aplicación en raíces, así como en 

medio sólido, con el objetivo de evaluar su efectividad en la lucha contra la problemática de Fusarium 

en frutos. Además, cabe mencionar que se realizará la identificación de las cepas de Fusarium 

mediante técnicas moleculares. 

 

 

Figura 10. Porcentaje de inhibición de las biopelículas preformadas con Fusarium sp. FIA  

 

Figura 11. Confrontación de las biopelículas preformadas con Fusarium sp. FIA  
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CONCLUSIONES 

 

Las biopelículas en emulsión 9 y 5 demostraron su capacidad para controlar las cepas de Fusarium 

FIR y FIA, respectivamente. La única diferencia notoria entre ambas biopelículas fue la concentración 

de bacterias utilizadas (1x1012 y 1x106 UFC/mL, respectivamente) y la cantidad de glicerol (0.15 y 

0.3%, respectivamente). 

 

Las biopelículas preformadas 3 y 1 exhibieron control de las cepas Fusarium FIR y FIA, 

respectivamente. La única variación entre estas formulaciones fue la concentración de cera de 

candelilla empleada (0.15% y 0.3%, respectivamente). Sin embargo, la formulación de la biopelícula 

preformada 1, que presentaba una alta concentración de bacterias y una menor concentración de 

los otros componentes, logró el control más efectivo. 

 

Estos resultados sugieren que los ingredientes presentes en las formulaciones anteriores no 

obstaculizan la capacidad antifúngica de las bacterias, lo que plantea la posibilidad de utilizarlas en 

la protección de frutos o su aplicación en las raíces que puedan estar en riesgo de ser atacadas por 

cepas de Fusarium. 
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