
 
RESUMEN  
Las levaduras son las principales colonizadoras de 
las superficies de producción en empresas produc-
toras de jugos de frutas, afectando la calidad y dis-
minuyendo los rendimientos. Los métodos químicos 
de control microbiano son a menudo ineficaces para 
erradicar biofilms, ya que las células adheridas pre-
sentan mayor resistencia ante agentes antimicrobia-
nos que aquellas en estado planctónico. 
Tradicionalmente el hipoclorito de sodio (NaClO) ha 
sido utilizado como agente desinfectante a gran 

escala debido a su bajo costo, fácil aplicación y 
amplio espectro de eficacia. Sin embargo, su uso en 
concentraciones inadecuadas (sub-inhibitorias) 
puede generar con el tiempo clusters de células 
resistentes. Por lo tanto, el objetivo del presente tra-
bajo fue evaluar el efecto de diferentes concentra-
ciones de NaClO sobre células planctónicas y bio-
films de levaduras aisladas de membranas de ultra-
filtración de una planta productora de jugo de man-
zana y pera del Alto Valle de Río Negro y Neuquén. 
Los ensayos se llevaron a cabo utilizando cuatro 
especies: Candida tropicalis, C. krusei, C. kefyr y 
Rhodotorula mucilaginosa. Para los ensayos sobre 
células planctónicas, se pusieron en contacto 180 µL 
de una suspensión de cada especie (105 cél/mL) por 
separado con 20 µL de NaOCl en distintas concentra-
ciones (50, 150, 200, 300, 400 y 500 ppm), durante 5, 
10, 15 y 30 minutos. En el caso de las células adheri-
das, se formaron biofilms durante 24 h a 25 °C sobre 
superficies de acero inoxidable AISI 314 de 1 cm2, 
empleando jugo de manzana clarificado de 12°Brix 
como matriz de crecimiento. Luego, se enjuagaron 
para eliminar las células débilmente adheridas y se 
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pusieron en contacto con 500 ppm de NaOCl duran-
te 10 y 30 min. En ambos ensayos, transcurrido el 
tiempo de contacto se neutralizó con solución de 
tiosulfato de sodio al 0,2% (p/v) en buffer fosfato. 
Los recuentos se llevaron a cabo en agar YGC (48 h-
25 ºC). Cada condición se analizó por duplicado y se 
estableció la eficiencia microbicida (EM) expresada 
en porcentaje. Para las células planctónicas, la EM 
fue del 100% para C. kefyr expuesta a 400 ppm 
durante 5 min, mientras que para las restantes espe-
cies el 100% se alcanzó luego de 5 min de exposición 
a 500 ppm. En el caso de los biofilms expuestos a 500 
ppm de NaOCl durante 10 min, la EM fue del 100% 
para C. krusei y C. kefyr, mientras que para C. tropica-
lis y R. mucilaginosa, fue del 37 y 40%, respectiva-
mente. El tratamiento con 500 ppm de NaOCl duran-
te 30 min no modificó la EM para R. mucilaginosa 
(40%), mientras que se incrementó hasta 63% para 
C. tropicalis. Considerando que las concentraciones 
de NaClO utilizadas en los protocolos de sanitiza-
ción de las industrias jugueras varían entre 50 y 200 
ppm según la etapa del proceso productivo, estos 
resultados alertan sobre la ineficacia de utilizar las 
mismas concentraciones indistintamente sobre 
células planctónicas o biofilms, siendo estos últimos 
más resistentes. Además, se puso en evidencia las 
diferentes sensibilidades al NaClO de las especies 
estudiadas, lo cual plantea la necesidad de un estu-
dio caso por caso.  
Palabras clave: Levadura, biofilm, hipoclorito de 
sodio, eficiencia microbicida, jugos de fruta.  

 
INTRODUCCIÓN  
En la industria alimentaria, la presencia de biofilms 
genera un serio problema higiénico-sanitario, ya 
que causan pulsos de contaminación difíciles de 
controlar durante el proceso productivo, compro-
metiendo la calidad microbiológica del producto, su 
vida comercial, la efectividad de los tratamientos y 
la salud del consumidor. Por otro lado, desde un 
punto de vista tecnológico, la acumulación de bio-
films interfiere en el proceso de elaboración del ali-
mento, generando daños en los equipos, disminu-
ción en la eficiencia productiva y aumento de los 
costos energéticos (Zara y col., 2020).  
 

Debido a la alta acidez de los jugos frutas (pH<4) las 
levaduras son las principales deteriorantes de este 
tipo de alimentos, formando parte de la microbiota 
dominante de las industrias asociadas, impactando 
negativamente en la apariencia y el sabor del pro-
ducto final (Aneja y col., 2014). Su presencia es ubi-
cua, desde sistemas de clarificación por membranas 
hasta cintas transportadoras y accesorios de envasa-
do, con una taxonomía que incluye a diversos géne-
ros como Candida, Rhodotorula, Saccharomyces y 
Zygosaccharomyces (Salo y Wirtanen, 2005; Tarifa y 
col. 2013; Fikri y col., 2023). Se estima que en Estados 
Unidos el daño causado por biofilms de levaduras en 
la industria alimentaria alcanza millones de dólares 
por año (Alonso y col., 2023). 

Aunque los procesos tradicionales de limpieza y 
desinfección remueven la mayor parte de la bioma-
sa microbiana, no son suficientes para eliminar 
todas las células, las cuales, eventualmente, pueden 
adherirse y proliferar en las distintas superficies de 
los equipos de producción, formando biofilms (Yuan 
y col., 2021). Una de las consecuencias más preocu-
pantes asociadas a la presencia de biofilms es que 
estos exhiben una mayor resistencia a los procesos 
diarios de limpieza y desinfección, además de que la 
matriz extracelular producida por las células inclui-
das en los biofilms incrementa la tolerancia de 
aquellas subyacentes y limita la difusión de los de-
sinfectantes al interior (Yuan y col., 2021). Se ha 
informado que la resistencia a los antimicrobianos 
puede ser hasta 100 ó 1000 veces mayor en biofilms, 
en comparación con las células planctónicas (Zara y 
col., 2020). Desde el punto de vista de la industria 
alimentaria, esto representa un gran desafío, y el 
uso de concentraciones inadecuadas de agentes 
desinfectantes es una de las principales causas de 
persistencia de microorganismos sobre las superfi-
cies de producción (Capita y col., 2017).  

Uno de los desinfectantes más comúnmente uti-
lizado en la industria alimentaria es el hipoclorito de 
sodio (NaClO) debido a su amplio espectro de 
acción, contiene cloro en estado de oxidación y por 
lo tanto es un oxidante fuerte, además de ser econó-
mico. Es considerado un oxidante no selectivo que 
reacciona con una gran variedad de compuestos 
subcelulares y afecta los procesos metabólicos. 
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Actúa sobre las membranas celulares, cambiando su 
permeabilidad, inhibe el transporte de sustancias, 
fragmenta las proteínas y reacciona con los nucleó-
tidos (Porcel de Fernández y col., 2013). Las concen-
traciones de NaClO utilizadas en los protocolos de 
sanitización de las industrias jugueras varían entre 
50 y 200 ppm de acuerdo con la etapa del proceso 
productivo. Sin embargo, el control de microorga-
nismos en su estado planctónico y de aquellos que 
forman parte de biofilms puede resultar muy dispar 
(Múgica y col., 2018; Miranda y col. 2022).  

Para diseñar estrategias apropiadas para el con-
trol de biofilms con base en las necesidades propias 
de cada industria alimentaria, es fundamental com-
prender su proceso de formación y cómo se asocian 
e interaccionan las diferentes especies en el micro-
ambiente generado en las plantas elaboradoras de 
alimentos. En este trabajo se utilizaron cuatro leva-
duras aisladas de membranas de ultrafiltración utili-
zadas en la clarificación de jugo de manzana y pera, 
y consideradas como representantes de la microbio-
ta residente, ya que mostraron resiliencia frente a 
los sucesivos factores de control y estrés aplicados 
en las diferentes etapas de producción (Tarifa y col., 
2013; Tarifa y col., 2018). En consecuencia, la elimi-
nación de los biofilms formados por la microbiota 
residente en equipos de procesamiento y superficies 
de contacto con los alimentos juega un rol esencial 
para garantizar la calidad microbiológica del pro-
ducto final (Porcel de Fernández y col., 2013; Zara y 
col., 2020).  

Teniendo en cuenta la importancia que tiene 
una eficiente implementación de sistemas de des-
infección y que en las industrias la microbiota aso-
ciada puede estar en su forma libre o adherida, es 
que se plantea el objetivo de evaluar la eficiencia 
microbiocida de diferentes concentraciones y tiem-
pos de contacto de NaClO sobre células planctóni-
cas y biofilms de levaduras aisladas de membranas 
de ultrafiltración de una planta productora de jugo 
de manzana y pera del Alto Valle de Río Negro y 
Neuquén.   

 
 
 

MATERIALES Y MÉTODOS  
Microorganismos empleados  
Se utilizaron cuatro levaduras: Candida tropicalis, C. 
krusei, C. kefyr y Rhodotorula mucilaginosa, aisladas 
de sistemas de ultrafiltración (UF) de industrias ela-
boradoras de jugo de manzana y pera. El aislamien-
to, selección y caracterización de las especies se rea-
lizó previamente de acuerdo con lo descrito por 
Brugnoni y col. (2007) y Tarifa y col. (2013). Las leva-
duras fueron conservadas en caldo Yeast Glucose 
Chloramphenicol (YGC, Biokar Diagnostics, Francia) 
con glicerol al 20% (v/v) a -80 °C hasta su uso. A partir 
de este stock, se suspendieron en caldo YGC y se 
incubaron por 48 h a 25°C. Posteriormente, las célu-
las fueron separadas por centrifugación a 2100 x g 
durante 5 minutos, lavadas dos veces con buffer PBS 
(K2HPO4 0,87 g/L, KH2PO4 0,68 g/L, NaCl 8,77 g/L, pH 
7,5) y el pellet resultante fue suspendido en PBS 
hasta alcanzar una concentración celular de aproxi-
madamente 105 células/mL.  

 
Ensayos sobre células planctónicas  
Los ensayos de desinfección sobre células planctóni-
cas se llevaron a cabo utilizando el método de 
microdilución en placas estériles de 96 pocillos. En 
cada pocillo se pusieron en contacto 180 µL de la 
suspensión ajustada de cada especie de levadura 
con 20 µL del NaClO en distintas concentraciones 
(50, 150, 200, 300, 400 y 500 ppm), durante 5, 10, 15 y 
30 minutos. Transcurrido el tiempo de contacto se 
extrajeron 100 µL de cada pocillo y se colocaron en 
tubos tipo Eppendorf® con 900 µL de PBS y tiosulfato 
de sodio al 0,2% (p/v) como agente neutralizante. El 
recuento total de las levaduras se realizó en agar 
YGC a 25 °C por 48 h. El límite de detección del méto-
do fue de 1 UFC/mL. Se incluyeron muestras contro-
les reemplazando los tratamientos por iguales volú-
menes de solución fisiológica.  

 
Ensayos sobre biofilms  
Los ensayos de desinfección sobre biofilms se reali-
zaron sobre superficies estériles de acero inoxidable 
(AI) tipo AISI-304 de 1 cm2 colocadas en microplacas 
estériles de 24 pocillos. Los inóculos de cada levadu-
ra (ver Microorganismos empleados) se resuspendie-
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ron en jugo de manzana clarificado de 12°Brix este-
rilizado por microfiltración con membranas de un 
tamaño de poro de 0,45 µm (Metricel®Grid, Gelman 
Sciences, MI, EE. UU.). A cada pocillo se le adiciona-
ron 2 mL de la suspensión celular de cada especie de 
levadura por separado y se incubaron durante 24 h a 
25°C a fin de permitir la formación del biofilm. 
Luego, las superficies se lavaron dos veces con agua 
destilada estéril y se las agitó suavemente con el fin 
de eliminar las células no adheridas o débilmente 
adheridas. Para la evaluación del efecto antimicro-
biano, las superficies se sumergieron en 2 mL de 
NaClO a una concentración de 500 ppm durante 10 
(T1) y 30 min (T2), en función de los resultados obte-
nidos sobre células planctónicas. Transcurridos los 
tiempos de exposición, las superficies se retiraron y 
se colocaron en nuevos pocillos con 2 mL de PBS 
con 0,2% (p/v) de tiosulfato de sodio como agente 
neutralizante.  

Para el recuento celular, las superficies se coloca-
ron en tubos de ensayo que contenían agua destila-
da más perlas de vidrio. A fin de desprender las célu-
las de los biofilms, se sonicaron a 40 kHz por 2 min a 
20°C (Digital Ultrasonic Cleaner, PS-10A) seguido por 
agitación en vórtex por otro minuto a máxima veloci-
dad (Agustín y col., 2023; Lindsay y Von Holy, 1997). El 
recuento total de las levaduras se realizó en agar YGC 
a 25°C por 48 h. El límite de detección del método fue 
de 1,3 UFC/cm2. Se incluyeron muestras controles 
reemplazando los tratamientos por iguales volúme-
nes de solución fisiológica.   

 
Efecto microbicida  
Tanto en los ensayos de desinfección sobre células 
planctónicas como sobre biofilms se determinó el 
efecto microbicida (EM) y el porcentaje de reducción 
(Reducción [%]) a partir de las siguientes ecuacio-
nes:  

EM = Nc - Nt, 
Reducción [%] = [(Nc-Nt) / Nc] x 100 

 

Donde Nc representa el recuento de células sin tra-
tar expresado en Log10 (UFC/mL o cm2), y Nt el 
recuento celular luego del tratamiento expresado en 
Log10 (UFC/cm2).  

A fin de considerarse efectivo, un desinfectante 
debe reducir el número de células planctónicas de 
levaduras en al menos 4 unidades logarítmicas (BS 
EN 1275:2005), y en al menos 3 unidades logarítmi-
cas en el caso de células adheridas a superficies 
(Salo y col, 2005; Mataraci-Kara y col., 2020).  

 
Análisis estadístico  
Los resultados obtenidos como UFC/mL o cm2 fueron 
transformados a Log10 a fin de calcular las reduccio-
nes logarítmicas. Los resultados se expresaron con su 
media y desviación estándar (media ± DE) y se calcu-
laron a partir de los datos obtenidos de los recuentos 
por duplicado en al menos tres experimentos inde-
pendientes. Las diferencias entre las muestras (con-
troles vs. tratamientos) fueron estudiadas mediante 
un análisis de varianza (ANOVA), seguido de una 
prueba de comparación múltiple de Tukey con un 
nivel de significancia del 5% (p<0,05), para aquellos 
casos en los que el efecto del tratamiento fue rele-
vante estadísticamente (SigmaPlot 12).  

 
RESULTADOS Y DISCUSIÓN  
Para las células planctónicas, la reducción fue del 
100% para C. kefyr expuesta a 400 ppm durante 5 
min, mientras que para las restantes especies el 
100% de reducción se alcanzó luego de 5 min de 
exposición a 500 ppm. Como se observa en la Figura 
1, para C. kefyr y C. krusei se lograron reducciones de 
más de 4 unidades logarítmicas con concentracio-
nes de NaClO de 300 y 400 ppm, respectivamente, a 
partir de los 10 min de contacto, en tanto que para 
R. mucilaginosa y C. tropicalis esta reducción se 
alcanzó solamente con 500 ppm a partir de los 5 
min. 
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En la Figura 2 se muestran los resultados obtenidos 
sobre células en biofilms. Dentro de las especies más 
susceptibles a los tratamientos se encuentran C. kru-
sei y C. kefyr, como se observó en los ensayos sobre 
células planctónicas. En el caso de los biofilms 
expuestos a 500 ppm de NaOCl durante 10 min, la 
reducción fue del 100% para ambas especies, mien-
tras que para C. tropicalis y R. mucilaginosa, fue del 37 
y 40%, respectivamente. El tratamiento con 500 ppm 
de NaOCl durante 30 min no modificó el porcentaje 
de reducción para R. mucilaginosa (40%), mientras 
que se incrementó hasta 63% para C. tropicalis.  

En el caso de los biofilms, para ambos tiempos de 
desinfección se obtuvieron diferencias estadística-
mente significativas (p < 0,05) comparados con los 
correspondientes controles en las cuatro especies. 

Sin embargo, los efectos de los tiempos de trata-
miento fueron diferentes estadísticamente (p<0,05) 
sólo para C. tropicalis, con reducciones mayores a 4 
unidades logarítmicas con 30 min de aplicación 
mientras que con 10 min sólo se lograron reduccio-
nes por debajo de 3 unidades logarítmicas. Salo y 
col. (2005) sostienen que, para ser considerado efec-
tivo, un desinfectante debe reducir en al menos 3 
unidades logarítmicas el número de células de leva-
duras en biofilms, con tiempos de exposición entre 5 
y 15 min. Sobre la base de los resultados expuestos 
en la Figura 2, con 10 min de exposición al NaClO a 
una concentración de 500 ppm, es suficiente para 
alcanzar un control eficiente de C. krusei y C. kefyr, 
con una EM entre 4-5 log10 (UFC/cm2). Sin embargo, 
un resultado similar para C. tropicalis sólo se logró 
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Figura 1 - Efecto microbicida (EM) de diferentes concentraciones de NaClO sobre levaduras aisladas de 
industrias jugueras en estado planctónico. La línea negra horizontal corresponde a una EM de 4 unidades 
logarítmicas.
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con 30 minutos de exposición, y para el caso de R. 
mucilaginosa, se obtuvieron reducciones de aproxi-
madamente 2 unidades logarítmicas con ambos tra-
tamientos. Moore y col. (2017) encontraron que 1000 
ppm de NaClO durante 5 min resultaron eficientes 
para reducir en más de 4 unidades logarítmicas la 
viabilidad de cultivos planctónicos de C. auris y C. 
albicans de origen clínico. Por otra parte, Mataraci-
Kara y col (2020), encontraron que la exposición a 
100 ppm de NaClO durante 5, 15 y 30 min fue eficien-
te para reducir en 4 unidades logarítmicas la pobla-
ción de células planctónicas en 8 de 12 especies de 
C. albicans y no-albicans aisladas de sistemas de tra-
tamiento de aguas residuales de un hospital. En 
ensayos de susceptibilidad sobre biofilms formados 
por el aislamiento de C. albicans que presentó la 
mayor capacidad de formar biofilm en microplacas 
durante 24 h, fueron necesarias concentraciones de 
NaClO de 1000 ppm durante 60 min para lograr una 
reducción en el número de células de 4 log10/cm2. 

Los biofilms, como estructuras multicelulares 
embebidas en una matriz de exopolisacáridos, pose-
en una incrementada resistencia a los agentes de 
desinfección químicos y físicos en contraste con cul-
tivos planctónicos (Huang y col., 2019; Zara y col., 
2020; Alonso y col., 2023). Frente a un agente antimi-
crobiano, se sabe que la resistencia depende de la 

especie, e inclusive difiere entre distintas cepas de 
una especie, por lo cual resultan complejas las com-
paraciones con otros estudios. Además, los resulta-
dos del proceso de desinfección sobre biofilms tam-
bién depende de su madurez, de las características 
de la superficie de adhesión y del tipo de desinfec-
tante, ya que muchos se inactivan parcialmente en 
presencia de materia orgánica, entre otros factores 
(Alonso y col., 2023). Uno de los factores más relevan-
tes que otorga resistencia a los biofilms frente a los 
antimicrobianos es la matriz extracelular. Existe una 
gran variedad de sustancias poliméricas extracelula-
res que pueden formar la matriz del biofilm, depen-
diendo de los microorganismos presentes, las fuer-
zas de cizalla experimentadas durante su formación, 
la temperatura y la disponibilidad de nutrientes.  

Los resultados obtenidos en este trabajo mues-
tran que la variación en la eficacia del NaClO depen-
de del estado fisiológico de la célula evaluada 
(planctónico o sésil) y de la especie de levadura 
ensayada. En función a esto, es imprescindible reali-
zar ensayos sobre biofilms en etapas tempranas de 
adhesión a fin de encontrar la concentración del 
desinfectante efectiva en un tiempo dado.  

Si bien la literatura sugiere diferentes concentra-
ciones de NaClO efectivas frente a biofilms de leva-
duras, la relevancia de este trabajo radica en el estu-
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Figura 2 - Efecto microbicida (EM) de 500 ppm de NaClO sobre biofilms de levaduras aisladas de industrias 
jugueras. La línea negra horizontal corresponde a una EM de 3 unidades logarítmicas.



dio de su susceptibilidad frente al NaClO en condicio-
nes que imitan lo más cercanamente posible las aso-
ciadas al proceso de producción de jugos de frutas: 
matriz alimentaria, microbiota residente, superficies 
de adhesión, tiempos y temperaturas de trabajo.   

 
CONCLUSIONES  
Teniendo en cuenta que las concentraciones de 
NaClO utilizadas en los protocolos de sanitización de 
las industrias jugueras varían entre 50 y 200 ppm de 
acuerdo con la etapa del proceso productivo, los 
resultados de este estudio alertan sobre el riesgo de 
emplear una única concentración de agente biocida 
a lo largo de toda la línea de producción. Como se 
puede observar, las concentraciones utilizadas nor-
malmente no son satisfactorias para el desplaza-
miento de las especies analizadas, las cuales forman 
parte de la microbiota residente; con lo cual se plan-
tea la necesidad de un estudio caso por caso.  
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