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RESUMEN DE TRABAJO

Salmonella es un género de bacilos gramnegativos perteneciente a la familia enterobacteriaceae.
Salmonella es mundialmente reconocida como uno de los principales agentes etiologicos de
enfermedades transmitidas por alimentos y agua, es también una de las cuatro principales causas

de enfermedades diarreicas a nivel mundial y la causante de la fiebre tifoidea.

El acido galico es un compuesto fendlico presente en diversas fuentes naturales, como lo son frutas,
verduras y plantas, se le atribuye también actividad antiinflamatoria, antioxidante, antibidtica,
anticancerigena y proteccion cardiovascular. Posee actividad antibacteriana gracias a que
promueve la inhibicién enzimdtica de algunos microorganismos y afecta la interaccion de
proteinas adhesivas ubicadas en la pared celular, también tiene la capacidad de unirse a los
polisacaridos y asi interferir en el desarrollo de la bacteria. La luz ultravioleta, especificamente la
luz UV-C con onda que va de los 200 a los 320 nm, ha demostrado poder antimicrobiano altamente
potencial a los 254nm, la inactivacion microbiana mediante irradiacion ha cobrado interés gracias
a que es aplicable a una amplia variedad de alimentos, asi como desinfeccion de agua y superficies,
su efecto bactericida se atribuye principalmente a las mutaciones genomicas de las bacterias por
la formacion de enlaces pirimidicos del ADN bacteriano, lo cual imposibilita su desarrollo y
reproduccion. Experimentalmente se ha demostrado que la exposicion de acido galico a la
irradiacion potencializa el efecto bactericida ya que cuando el acido galico es irradiado se
promueve la generacion de especies reactivas de oxigeno las cuales potencial el efecto
antimicrobiano de este fenol, pero este efecto es proporcional a la concentracion de acido galico
que sea expuesto a la luz UV-C. Por otro lado, el ultrasonido como agente antimicrobiano, es una
serie de ondas acusticas las cuales de forma alterna se expanden y se contraen propiciando la
formacion de microburbujas las cuales crecen, se contraen y eventualmente implosionan, pero
jamas desaparecen, esta fluctuacion de tamafio se produce de manera violenta, causandole estrés

mecanico a la bacteria y la produccién de radicales libres.

Los métodos combinados son una serie de métodos que se pueden utilizar, ya sea potencializando
otro método de conservacion, o actuar simultineamente/sucesivamente con otro método de
conservacion para potenciar el efecto de ambos, la combinacion de los métodos de conservacion

asegura la estabilidad e inocuidad del alimento.




1. INTRODUCCION

La aplicacion de métodos combinados o tecnologia de barrera se basa en la combinacion de
barreras o técnicas, las cuales son insuficientes por separado para poder proteger al alimento, pero
cuando son aplicadas de manera conjunta pueden llegar a impedir o retrasar los factores de
alteracion del alimento, manteniendo asi la calidad sensorial y nutritiva, pero asegurando la calidad
microbiologica de los mismos. Dicho de otro modo, la aplicacion de métodos convencionales
como desinfeccion o tratamiento térmico, presentan reacciones fisicas y quimicas que influyen
negativamente en las caracteristicas sensoriales y nutricionales del alimento, asi como en el valor
nutricional y los problemas a la salud asociados con el uso de desinfectantes. Un factor mas es la
creciente demanda de productos alimenticios minimamente procesados y con caracteristicas muy
similares a los productos frescos. Lo mencionado anteriormente ha guiado la busqueda de
alternativas tecnologicamente novedosas y no térmicas, como la aplicacion de radiacion
ultravioleta -C (UV-C), ya que la luz UV-C ha demostrado un efecto germicida alto para la
desinfeccion de agua, aire, superficies y conservacion de alimentos, también se le atribuye la

capacidad de producir especies reactivas de oxigeno (ROS).

La cavitacion ultrasonica es una actividad inducida en un liquido o material s6lido de consistencia
casi liquida, esta genera cavidades o burbujas que contienen gas o vapor, se ha demostrado que
con esta se puede afectar un sistema bioldgico mediante un incremento localizado de stress
mecanico, temperatura, y/o produccion de radicales libres (como OH- y O-), todo este proceso
iniciado a través de un mecanismo que no es térmico. La luz UV-C y el ultrasonido pueden actuar
como inductores de estrés abidtico en funcion de la biosintesis de compuestos bioactivos
generando un efecto minimo sobre la calidad y caracteristicas sensoriales y nutricionales del

producto final.

Por otro lado, el 4cido gélico es un compuesto fenolico que naturalmente también presenta
actividad antibacterial ya que promueve la inhibicion enzimatica de algunos microorganismos y la
interaccion de proteinas ubicadas en la pared celular de estos, cuenta con la capacidad de unirse a
polisacaridos y asi interferir en el desarrollo microbiano. Es por ello por lo que este trabajo busca
aplicar métodos combinados (4cido gélico, luz ultravioleta o ultrasonido) para la inactivacion de

Salmonella Typhimurium en soluciones acuosas.




2. Marco teorico

2.1 Salmonella

2.1.1. Generalidades de Salmonella
Salmonella es un género de bacilos gramnegativos que pertenece a la familia Enterobacteriaceae.
Salmonella Typhimurium es una bacteria del tipo bacilo, gramnegativa, flagelada, cuyo nombre
completo es Salmonella enterica subespecie enterica serovariedad Typhimurium (World Health

Organization, 2018).

Salmonella es una bacteria presente y resistente que puede sobrevivir durante varias semanas en
un ambiente seco y varios meses en agua. Cada afio enferman 550 millones de personas, de las
cuales 220 millones son nifios menores de 5 afios. Salmonella es una de las cuatro causas
principales de enfermedades diarreicas a nivel mundial. Salmonella
enterica serotipo Enteriditis y Salmonella enterica serotipo Typhimurium, son los dos serotipos
mas importantes de Salmonella transmitida de animales a seres humanos en la mayor parte del

mundo. (World Health Organization, 2018).

Salmonella es mundialmente reconocida como el principal agente etioldégico de enfermedades

transmitidas por alimentos y agua.

2.1.2. Panorama nacional de salmonelosis
La salmonelosis es una enfermedad infecciosa de origen bacteriano que afecta a los animales y al
hombre algunos serotipos no tienen relevancia en sanidad animal, sin embargo, son importantes
en Salud Publica por ser la causa de algunas de las principales infecciones alimentarias. Los

serotipos mas frecuentemente implicados en brotes es Salmonella Typhimurium (SENASICA,

2021).

La vigilancia de la enfermedad abarco 16 entidades federativas en 2020 como se puede apreciar
en la Figura 1, mientras que para los afios anteriores abarcd a 14 (2019) y 29 (2018) estados

(SENASICA, 2021).
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Figura 1. Distribucion estatal de analisis para la deteccion de Salmonelosis en tejidos cérnicos,
productos y subproductos acuicolas y pesqueros (2018-2020) CENAPA. Tomada de: SENASICA,
2021.
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Figura 2. Distribucion estatal de casos de infeccion por Salmonella en personas. Tomada de:
SENASICA, 2021.

Basado en los estudios realizados y reportados en SENASICA (2021) en la Figura 2 detalla que

entre 2018 y 2020, las entidades federativas con la mayor cantidad de diagndsticos positivos a
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salmonelosis (distinta a tifoidea y paratifoidea), fueron Chiapas (52,855) Veracruz (38,674),
Tabasco (17,885), Puebla (11,512), Nayarit (8,602), Chihuahua (7,831) y Sinaloa (6,354).

2.1.3. Riesgo sanitario
A pesar de los estrictos controles exigidos a la industria alimentaria, se ha calculado que cada afio
mueren aproximadamente 1.8 millones de personas como consecuencia de enfermedades
diarreicas, siendo la causa principal el consumo de agua o alimentos contaminados. En la
actualidad se han descrito mas de 250 enfermedades diferentes transmitidas a través de los
alimentos, dentro de este grupo de enfermedades se encuentra la salmonelosis, que segun la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS), representa uno de los principales problemas en salud
publica, reportandose anualmente millones de casos en todo el mundo con aproximadamente 1,000

muertes (Gonzalez- Pedraza et al., 2014).

2.2 Métodos combinados para la conservacion de alimentos

2.2.1. Metodos combinados.
La estabilidad y seguridad de que un alimento se mantenga inocuo se basa en una combinacion de
multiples factores de conservacion denominado efecto obstaculo, barreras o vallas, los cuales, los
microorganismos que estén presentes en el alimento sean incapaces de superarlos, esta
metodologia fue introducida por primera vez por Leistner en 1978. Pero no fue hasta 1985, donde
a partir de que se comprendiera el efecto obstaculo se derivd la tecnologia de obstaculos, el

objetivo era mejorar la calidad microbiana de los alimentos mediante la optimizacion y

modificacion inteligente de los obstaculos presentes (Leistner & Gould, 2002).

Los métodos combinados se describen por ser una combinacion de obstaculos o barreras, ya sea
temperatura, actividad de agua, pH, potencial redox, conservantes (nitrito, sorbato o sulfito),
bacterias competitivas y las llamadas tecnologias emergentes, las cuales tienen un efecto
bactericida, pero resultan insuficientes para proteger totalmente la inocuidad del alimento en
muchos de los casos, en cambio, se ha demostrado que estas metodologias en conjunto pueden
llegar a impedir o retrasar la presencia de los factores de alteracion, afectando de manera minima
la calidad del alimento, sea esta sensorial o nutrimental, en comparacion con los métodos

tradicionales de conservacion (Leistner, 1992).
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Dicho de otro modo, segin asegura Tinoco-Martinez (2021) la tecnologia de barreras asegura la
estabilidad e inocuidad de los alimentos, cuidando sus propiedades sensoriales y nutrimentales, asi
como su calidad, ademds de que requiere menos gastos energéticos durante produccion y

almacenamiento del alimento, lo que la hace una tecnologia econémica.

2.2.2. Aplicacion de los métodos combinados
Hay muchas posibilidades de combinacion de los distintos obstaculos o barreras, los procesos
combinados se pueden clasificar en dos grupos: 1) los que se basan en la accion especifica de
métodos de conservacion que actien de manera simultinea o sucesivamente sobre los
microorganismos o enzimas en cuestion 2) o bien, aquellos cuya accion se basa en la potenciacion

del efecto de otros métodos obteniéndose asi un efecto sinérgico (Tinoco-Martinez, 2021).

Diversos estudios han demostrado la efectividad del uso combinado por ejemplo del tratamiento
de altas presiones (HPP) y bacteriocinas en productos carnicos o con otras sustancias
antimicrobianas naturales como lactato-diacetato. De acuerdo la combinacién de sustancias
antimicrobianas podria aumentar la efectividad y ventajas en la calidad y seguridad del producto

(Tinoco-Martinez, 2021).

2.3 Luz ultravioleta

2.3.1. Luz ultravioleta de onda corta
La luz UV es la radiacion electromagnética con longitud de onda mas corta que la luz visible y
mas larga que los rayos X; esta se puede clasificar en UV-A (320-400nm), UV-B (280-320nm) y
UV-C (200-280). La UV-C ha demostrado que posee el mayor efecto germicida entre 250 y 270nm
y su mayor eficacia de desinfeccion se situa especificamente en 254nm (Millan-Villarroel et al.,
2015). En la Figura 3 se muestra graficamente la region ultravioleta en el espectro

electromagnético.
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Figura 3. Espectro electromagnético. Tomada de: Dominguez & Parzanese, 2012.

La aplicacion de radiacion con luz ultravioleta de onda corta (UV-C) es una de las tecnologias
emergentes que ha cobrado mucho interés ya que se pude aplicar a una amplia gama de alimentos,

asi como la desinfeccion de agua y superficies.

2.3.2. Fundamento de su aplicacion
El efecto que posee la luz UV-C se debe a la interaccion que tiene con el material genético de la
bacteria, ya que se ocasiona cambios fisicos en los electrones y el rompimiento de enlaces en el
acido desoxirribonucleico (ADN), de esta manera se inactivan los procesos de crecimiento y

reproduccion del microorganismo (Peralta-Pérez, 2019).

Cuando la luz UV-C es absorbida ocasiona la formacion de enlaces entre nucledtido vecinos
(Figura 4), generando asi uniones cruzadas de moléculas dobles o dimeros (nucleotidos de bases
pirimidinicas) pertenecientes a la misma cadena, siendo las uniones mas comunes entre timina-
timina, igual se puede generar la unidn: citosina-citosina, citosina- timina y uracilo-uracilo

(Peralta-Pérez, 2019).
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Figura 4. Dimerizacion de timina en microorganismos irradiados con luz UV. Tomado de:
Martin, 2019.

La formacion de un nuamero suficiente de fotoproductos dentro de un microorganismo interfiere
en el apareamiento adecuado de las bases y ocasiona un bloqueo en la sintesis de ADN impidiendo
su replicacion y transcripcidon debido a la mutagénesis. Esto pone un freno a su reproduccion y
conduce a su muerte celular (Garcia-Carrillo, 2020). Segtin lo descrito por Martin (2019) los

efectos en los enlaces cruzados son proporcionales al tiempo de exposicion a la luz UV-C.

2.4 Ultrasonido

2.4.1. Principio del método
El ultrasonido es un sonido que se encuentra por encima de la capacidad del oido humano
(frecuencias por arriba de los 20 KHz). La frecuencia de ultrasonido se refiere al niimero de
repeticiones o ciclos de las ondas sonicas por segundo. La energia que se ingresa en el fluido
depende la intensidad, la cual relaciona diversas variables; la velocidad de la onda, la densidad del
fluido y la diferencia de presion alcanzada en las etapas de la cavitacion (Pineda-Muioz et

al.,2017).
2.4.2. Sonicacion

La energia sonica se obtiene a partir de la transformacion de la energia eléctrica mediante un
transductor sonico de tal forma que induce la formacién de burbujas, generadas a partir de un

campo ultrasonico en un medio liquido generadas a partir de regiones alternadas de compresion y
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expansion, donde las burbujas crecen, se contraen y eventualmente implotan. Existen dos tipos de
transductores de uso comun, los piezoeléctricos y los magnetoestrictivos, en donde los primeros
son los mas utilizados. La razon por la cual se considera al ultrasonido como una fuente de energia

notable se debe al fenomeno de cavitacion acustica (Pineda-Mufioz et al., 2017).

De otro modo, el ultrasonido se va a transmitir mediante ondas acusticas que, de forma alternada,
se extienden y se comprimen generando dos etapas que se conocen como rarefaccion y
compresion. En la rarefaccion se genera una presion negativa lo suficientemente fuerte para
superar las fuerzas de atraccion intermoleculares, en donde, un volumen muy pequefio del medio
liquido pasa a un estado gaseoso en forma de cavidades diminutas también llamadas
microburbujas, por otro lado, la compresion, las microburbujas de gas son comprimidas, pero no

desaparecen (Pineda-Muiioz et al.,2017).
2.4.3. Cavitacion Acustica

La cavitacion se refiere a la actividad ultrasénica inducida que ocurre en un liquido o material
solido de consistencia casi liquida que consiste en la formacion de cavidades o burbujas, que
contienen gas o vapor, es decir, la cavitacion se produce en aquellas regiones de un liquido que se
encuentran sometidas a presiones de alta amplitud que alternan rapidamente (Robles &

Ochoa,2012).

Durante la mitad negativa del ciclo de presion, el liquido se encuentra sometido a un esfuerzo
tensional y durante la mitad positiva del ciclo experimenta una compresion. Como se puede
observar en la Figura 5, el resultado de dicha compresion es la formacion ininterrumpida de
microburbujas cuyo tamafio aumenta miles de veces en la alternancia de los ciclos de presion hasta
los 50,000 KPa y los 5500 °C. Las microburbujas que alcanzan un tamafio critico implosionan o
colapsan violentamente para volver al tamafio original. La cavitacion puede afectar un sistema
bioldgico en virtud de un incremento localizado de stress mecéanico, temperatura, y/o produccion
de radicales libres (como OH- y O-), todo esto iniciado mediante un mecanismo no-térmico

(Robles & Ochoa,2012; Chaveste- Ledezma, 2006).
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Cellular wall Cellular Disruption

Phenolic compounds Cellular Disruption

Release of the compounds

Solvent inlet

Bubble

Bubhle collapse
Bubble

A) Representation: Bubble and vegetal cell B) Breakdown of the cell wall C) Diffusion of the solvent and release of the compounds

Figura 5. Representacion grafica de la burbuja de cavitacion colapsando y liberando material
vegetal en tres pasos. (A) Representacion de burbuja y célula vegetal, (B) Ruptura de la pared
celular y colapso de la burbuja, finalmente (C) Difusion del solvente a través de la ruptura celular
y liberacion de los compuestos. Tomada de: Medina-Torrez,2017.

2.4.4. Inactivacion microbiana

El primer antecedente acerca de los efectos del ultrasonido en seres biologicos fue reportado por
Wood & Lomis en 1928, ellos observaron que la ultrasonicacion a una frecuencia entre 100-700
kHz, era capaz de matar formas de vida inferiores como ranas y peces pequefios, mientras que las
bacterias sobrevivian a esa frecuencia. En el afio de 1929 Harvey y Loomis reportaron que, bajo
condiciones apropiadas, el ultrasonido a una frecuencia aproximada de 400 kHz era capaz de matar
bacterias luminosas en agua a una temperatura de 19°C. Sin embargo, consideraron que el método

era demasiado caro para utilizarse de forma practica o comercial (Pineda-Muioz et al., 2017).

Mas adelante en la década de los 60s, la industria comenz6 a utilizar al ultrasonido como método
de limpieza, lo cual ocasiond un rapido desarrollo y reduccion en el costo del equipo generando
asi los primeros bafios ultrasonicos y fue entonces cuando diferentes laboratorios de biologia y
bioquimica comenzaron a utilizar a la sonoquimica, béasicamente para la ruptura celular.
Cientificos mas adelante en esa época observaron que los mecanismos especificos de desactivacion
de los microorganismos debido a la ultrasonicacion generando asi la inactivacion de
microorganismos basados en diferentes pardmetros como; la temperatura, la frecuencia de
ultrasonido y la potencia actstica. En 2003, se reporté el efecto de diferentes pardmetros
ultrasénicos como la frecuencia (desde 20 hasta 850 kHz), la potencia acustica y el tiempo de

exposicion en la muerte de bacterias (Pineda-Mufoz et al., 2017).
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2.5 Acidos fendlicos

2.5.1. Compuestos fendlicos
Los compuestos fendlicos son moléculas que tienen uno o mas grupos hidroxilo unidos a un anillo
aromatico. Junto con las vitaminas, los compuestos fenolicos se consideran importantes
antioxidantes en la dieta, por ejemplo, se encuentran presentes en frutas, hortalizas, raices y

cereales (Rodriguez-Mey et al., 2023).

Los é&cidos fendlicos consisten en dos grupos: los acidos hidroxibenzoicos y los acidos
hidroxicinamicos. Es importante recalcar que la presencia de mas de un grupo hidroxilo y una
mayor separacion del grupo carbonilo al anillo aromatico aumentan la capacidad antioxidante de

estos compuestos (Olivas-Aguirre et al., 2015).

2.5.2. Estructura y caracteristicas del acido galico
El 4cido galico (AG), también conocido como acido 3, 4 ,5-trihidroxibenzoico (Figura 6), es un
compuesto fenolico presente en diversas fuentes naturales tales como: frutas, verduras y plantas,
asi mismo se le atribuyen multiples efectos bildgicos tales como actividad antiinflamatoria,

antioxidante y antibiotica incluso proteccion cardiovascular y anticancerigena.

O

HO
OH

HO

OH
Acido galico
Figura 6. Estructura 2D del 4cido galico. Tomada de: Quimicafacil.net, 2020.
2.5.3. Aplicaciones bioldgicas
El AG tiene aplicaciones en multiples areas, tales como la farmacéutica, dado que se considera un

precursor de antibidticos de amplio espectro como la trimetoprima, también tiene importancia en

el area de alimentos, ya que este se ha utilizado como antioxidante de grasas y aceites, también se
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utiliza como aditivo en algunas bebidas y alimentos para evitar su oxidacion. Este compuesto
también presenta actividad antibacterial ya que promueve la inhibicion enzimatica de algunos
microorganismos y la interaccion de proteinas adhesivas ubicadas en la pared celular de estos y la
capacidad que tiene para unirse a polisacaridos y asi interferir en el desarrollo microbiano (Govea-

Salas, 2013).

2.5.4. Comparativa de acidos fenolicos

Tabla 1. Tabla comparativa de propiedades de interés de los acidos fendlicos.

Acido Solubilidad Toxicidad Riesgos de manipulacion | Referencia

fenolico

Poco soluble en | No sedispone de datos sobre | Provoca lesiones oculares | Centro Nacional de

agua fria. la carcinogenicidad del | graves, asi como irritacién | Informacion
Soluble en agua | 4cido cafeico en humanos. | ocular. Biotecnolégica
caliente y alcohol Existen pruebas suficientes | Provoca hiperplasia epitelial (2023).
en animales de | en el estomago de ratas que
Acido experimentacion sobre la | reciben 20 g/kg de dieta
Cafeico carcinogenicidad del 4cido | durante 4 semanas. Un

cafeico. Evaluacion general: | irritante se dirige al tracto
El 4cido cafeico es | gastrointestinal y a los riflones.
posiblemente  cancerigeno

para los seres humanos

Acido Soluble en agua:1 g | Toxicidad especifica en | Inhalacion: Puede ser nocivo | QUIMIPUR.

Galico se disuelve en 87 ml | determinados organos | si se inhala. Provoca una | (2018).
de agua, 3 ml de | exposicion Unica irritacion del tracto | Reactivos Meyer.
agua hirviente, 6 ml | Inhalacion: Puede irritar las | respiratorio. Ingestion. (2015).
de alcohol petroleo vias respiratorias. Puede ser nocivo si es tragado.

Piel Puede ser nocivo si es
absorbido por la piel. Provoca
irritaciones de la piel.

Ojos: Provoca irritacion ocular

grave.
Acido Soluble en agua | No se clasificara como | Corrosion o irritacion cutanea | Centro Nacional
Ferulico | caliente, alcohol, | toxicidad aguda Lesiones oculares | de  Informacion
acetato de etilo. | Provoca irritacion cutanea. graves/irritacion ocular Biotecnologica
Moderadamente (2023).
soluble en éter. Poco
soluble en éter de ROTH. (2016).
petroleo y benceno. acido trans-

Ferulico.

2.5.5. Acido galico como método combinado con luz UV-C.
El AG es un compuesto fenolico con limitada actividad microbiana, en cambio se ha podido

demostrar que el tratamiento con luz UV-C potencia su actividad bactericida, de este modo se
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aumenta su efecto como desinfectante de superficies, instrumentos y productos alimenticios
frescos. De acuerdo con Luna-Dominguez et al. (2023) el acido gélico ya irradiado promete
mejorar su actividad como agente desinfectante en frutas y hortalizas en combinacion con nuevas
tecnologias ya sean de indole tradicionales o novedosas para poder reducir la carga microbiana o
incluso puede ser utilizado como conservante para poder mantener la carga microbiana durante el

tiempo en almacén de los productos.

La luz UV-C tiene la habilidad de fotocatalizar muchos compuestos organicos mediante la
generacion de radicales libres, tales como HO™ y Oz, estos radicales pueden destruir compuestos
organicos ya que son reactivos electrofilos y de este modo van a reaccionar rapidamente con los
compuestos organicos que sean ricos en electrones por la adicion de radicales, la extraccion de

hidrogeno y por la transferencia de electrones (Luna-Dominguez et al., 2023).
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3. Justificacién

A lo largo de la historia, las industrias alimentarias han utilizado numerosos desinfectantes,
incluidos el cloro (hipoclorito sédico), peroxido de hidrogeno, acidos orgéanicos y el ozono para
lograr reducir la carga bacteriana en los alimentos, no obstante, los ya mencionados han
demostrado eliminar o inactivar solo de manera parcial las bacterias, atribuyendo lo anterior con
el efecto toxico que estas sustancias poseen. En la actualidad se ha demostrado que su eficacia
dependera de la cantidad de cloro libre disponible en el agua que se pone en contacto con los
microorganismos, también depende del pH, y se ha demostrado que pierde efectividad ante la
exposicion con el aire, la luz y metales, anexando a todo esto los dafios a la salud que estar a su
exposicion continua puede provocar como irritacion en piel y dafios en las vias respiratorias.
Durante la ultima década, se han investigado y propuesto varios métodos de conservacién no
térmicos o tratamientos desinfectantes, estos incluyen desinfectantes como acidos organicos, agua
electrolizada, ozono, revestimiento antimicrobiano e intervenciones fisicas como plasma frio, luz
ultravioleta (UV-C) y ultrasonido, que se utilizan de manera independiente para la conservacion
de alimentos, sin embargo, algunos estudios recientes indican que la unidén de estos puede
potencializar el efecto antimicrobiano de un antimicrobiano natural. En ese sentido, el dcido galico
es un compuesto que cuando es irradiado por la luz UV-C puede incrementar su capacidad
antimicrobiana lo cual lo hace adecuado para poder usarlo en alimentos. Por lo anterior este estudio
pretende evaluar el efecto combinado del acido gélico irradiado con ultrasonido o ultravioleta para

la inactivacion de Salmonella Typhimurium inoculado en soluciones acuosas.
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4. Objetivos
4.1.General
Evaluar métodos combinados (4acido galico, UV o ultrasonido) para la inactivacion de Salmonella

Typhimurium en soluciones acuosas.

4.2.Especificos
1. Valorar el efecto de la activacion del acido galico mediante luz ultravioleta en la
inactivacion de Salmonella Typhimurium.
2. Comparar el efecto individual del ultrasonido y la luz ultravioleta sobre la inactivacion de
Salmonella Typhimurium.

3. Demostrar el efecto combinado del 4cido galico irradiado y ultrasonido o luz ultravioleta
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5. Diagrama de trabajo

En el desarrollo y proceso de este proyecto se debe seguir un orden de acciones, en el siguiente

diagrama se puede observar la esquematizacion de trabajo a realizarse.

atemperar
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Activacién del
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)
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Figura 7. Esquematizacion del trabajo.
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Materiales y métodos
Material de vidrio: El necesario para cada determinacion.
Material biolégico: Salmonella typhimurium (ATCC 14028).
Reactivos: Los necesarios para cada determinacioén grado analitico o grado alimenticio.
En la tabla 1 y 2 muestran los métodos utilizados en la investigacion.

Tabla 2. Equipos utilizados

EQUIPO MARCA MODELO
Autoclave CISA AS25
Balanza analitica Ohaus, serie Pioneer PA 224C
Baiio de agua Barnstead Lab-Line 18005AQ
Campana de flujo laminar Prendo CFLV-102
vertical
Contador de colonias SOL-BAT Q-20
Incubadora orbital Prendo INO-650
Lampara de Luz UV-C Stenner pump Company 170MD5
(254 nm, 12 W, TodoAgua,
México)
Limpiador ultrasonico VEVOR JPS-08A
Parrilla digital Fisher Scientific Isotemp
Refrigerador MABE RMTS510
Vortex IKA VORTEX3

Tabla 3. Métodos y referencias usados

Método Referencia Determinacion
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Rossel -Bernarndo et al. 2020
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6. Metodologia
6.1 Preparacion de &cido gélico
En un frasco limpio y hermético se colocd agua destilada, se rotuld y se meti6 a la autoclave

durante 15 minutos a 15 libras de presion.

Por otro lado, con la ayuda de una balanza analitica correctamente calibrada se pes6 el AG para

lograr las concentraciones, segin sea el experimento realizado.

Una vez que salio el agua de la autoclave se dejo enfriar a temperatura ambiente, una vez a
temperatura ambiente se coloco el AG en el agua estéril, todo este procedimiento se llevo a cabo

dentro de la campana de flujo laminar para que el sistema se mantuviera estéril.

6.2 Reactivacion microbiana
Se atemperd un eppendorf de 1mL de Salmonella Typhimurium, se agitd en vortex y se tomo 10
pL con una pipeta automatica calibrada, se coloco en un tubo con 10 mL de caldo soya tripticasa
y se agitd con vortex nuevamente. Posteriormente se llevd a encubar a 37° C por 18 horas hasta

lograr un crecimiento de 1x10° por mililitro.

6.3 Irradiacion de Acido galico con luz UV-C:
Se coloco en una caja Petri estéril 20 mL de acido gélico y se irradi6 con lampara UV-C por 30

minutos.

6.4 Procedimiento del acido galico
Se colocd en un tubo 9.9mL con AG sin irradiar 100 microlitros de Salmonella Typhimurium
proveniente del caldo soya tripticasa. Se agito con vortex y se tomo6 ImL a los minutos 1,2,3,4 y
5, y se suspendid en el tubo con buffer. Posteriormente del tubo con buffer se realizaron las
diluciones correspondientes para poder tener un recuento viable en las placas. Por ultimo, se
sembro por la técnica de vertido en placa, se llevé a encubar a 37° C por 24 horas para su posterior

recuento de UFC.
Se realiz6 el mismo procedimiento con el AG irradiado.

6.5 Procedimiento de ultrasonido:
Se coloco en un tubo 9.9mL con AG sin irradiar 100 microlitros de Salmonella Typhimurium

proveniente del caldo soya tripticasa. Se agito con vortex y se ajustd al equipo de zonificacion por
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5 minutos, de igual manera se tomo6 1mL cada minuto (del minuto 1-5) y se suspendi6 en el buffer.
Posteriormente del tubo con buffer se realizaron las diluciones correspondientes para poder tener
un recuento viable en las placas. Por ltimo, se sembr6 por la técnica de vertido en placa, se llevo

a encubar a 37° C por 24 horas para su posterior recuento de UFC.
Se realiz6 el mismo procedimiento con el AG irradiado.

6.6 Procedimiento con Luz UV
Se colocd en un tubo 9.9mL con AG sin irradiar 100 microlitros de Salmonella Typhimurium
proveniente del caldo soya tripticasa. Se agité con vortex y se colocd en una placa estéril para
ponerla ante la luz UV-C por 5 minutos, de igual manera se tomo de esta placa ImL cada minuto
(del minuto 1-5) y se suspendi6 en el buffer. Posteriormente del tubo con buffer se realizaron las
diluciones correspondientes para poder tener un recuento viable en las placas. Por ultimo, se
sembrd por la técnica de vertido en placa, se llevd a encubar a 37° C por 24 horas para su posterior

recuento de UFC.
Se realiz6 el mismo procedimiento con el AG irradiado.

6.7 Analisis microbioldgico
De los 6 sistemas realizados se evalud el crecimiento de las unidades formadoras de colonias

(UFC) de Salmonella Typhimurium obtenidas en placas sembradas en un tiempo de incubacion de

24h a 37°C.

6.7.1 Recuento de células viables
Es la medida de la concentracion de células. Para realizarlo se obtuvo 1mL de suspension de
bacterias y se realizaron diluciones seriadas 1:10, posteriormente se cultivaron alicuotas de 1mL
en medio agar salmonella-shigella, segin lo descrito en la NORMA OFICIAL MEXICANA
NOM-113-SSA1-1994, BIENES Y SERVICIOS. METODO PARA LA CUENTA DE
MICROORGANISMOS COLIFORMES TOTALES EN PLACA. Cada bacteria o
acumulacion de bacterias crecid para poder formar una colonia visible que fue contada, de manera

estadistica, el resultado se obtiene del conteo en la placa * la dilucién * 10.
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7. Resultados y discusion de resultados.

7.1 Evaluacion del tiempo de contacto en la inactivacion de Salmonella Typhimurium

con &cido galico

Como parte inicial de la experimentacion se busco tener la base en cuanto a tiempo de exposicion
para Salmonella Typhimurium a los diferentes sistemas, por lo cual se miden 2 pardmetros
inicialmente, el efecto de acido galico contra el tiempo de exposicidon. A continuacion, en la Figura
8 se presenta la cinética de inactivacion de Salmonella Typhimurium por el efecto del AG con
relacion al tiempo de contacto entre estos dos. Se observd que la inactivacion tiene mayor
eficiencia en los primeros 5 minutos de contacto, logrando reducir alrededor de 3 ciclos
logaritmicos, después de este lapso ya no existe efecto ante el tiempo de exposicion, observandose

un efecto de cola.

Lo descrito anteriormente concuerda con lo reportado por Cheng et al. (2020), pues explica que
cuando las bacterias se encuentran expuestas a un ambiente con presencia de ROS, estas pueden
desarrollar distintos mecanismos de protecciébn para resistir sus inactivaciones, entre estos
mecanismos se pueden enlistar la adaptacion al ambiente, el cambio de un estado latente y la
activacion de genes que le ayuden a resistir estrés, lo que se conoce como mutaciones adaptativas.
Cheng et al. 2020, menciona que, la membrana celular intenta reducir su superficie para poder
minimizar lesiones, requerimiento de energia y actividades metabodlicas, cuando las ROS exogenas
estan causando dafo al ADN bacteriano, se activa el sistema de reparacion SOS para mantener la
integridad del genoma. Esto se resume en que las bacterias pueden mutar de manera adaptativa, lo

cual selecciona positivamente genes gracias al sistema de reparacion SOS.
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Figura 8. Cinética de muerte de Salmonella Typhimurium por efecto del acido galico vs tiempo
de exposicion.

7.2 Efecto de las concentraciones de acido gélico sobre la inactivacién de Salmonella
Typhimurium.
A continuacion, se buscO estudiar una nueva variable, el comportamiento de Salmonella
Typhimurium ante diferentes concentraciones de AG de forma ascendente para ver si el aumento
de la concentracion genera cambios importantes en la viabilidad del microorganismo, en la Figura
9 se muestra un grafico que permite observar el poder de un agente antimicrobiano natural, asi
como la capacidad de resistencia que la bacteria adquiri6 con relacion al aumento en concentracion

a la que fue sometida.

Se logra observar que hay mayor inactivacion proporcional al aumento en la concentracion del
AG, logrando reducir casi 4 ciclos logaritmicos a una concentracion de 0.1M de AG,
concentraciones mas altas incrementan la reduccion microbiologica a 7 ciclos no observandose

diferencia significativa a las distintas concentraciones (0.15M, 0.2M y 0.25M).

Lo que se muestra en la figura concuerda con el trabajo presentado por Nifio Herrera et al. (2020),
quienes trabajaron diferentes concentraciones de AG frente a cepas de bacterias acido- lacticas
(BAL) (Lactobacillus brevis, Lactobacillus casei'y Lactobacillus delbrueckii/Streptococcus
thermophilus) y E. coli. En general, los efectos que obtuvieron fueron dependientes de la

concentracion de AG al que fueron expuestas las cepas, ya que los compuestos polifenolicos
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pueden activar o inhibir el metabolismo de un microorganismo dependiendo de sus estructuras y
concentracion. Los autores explican que cuando trabajaron a una concentracion de 200ppm
(0.0016M) de AG se notaba como disminuia de manera importante el crecimiento de las BAL, en
cambio cuando se aumentaba la concentracion a 1000ppm (0.008 M) o mas, el comportamiento era
similar para todos los casos, es decir no habia cambio alguno en la disminucion de poblacion
bacteriana, aunque se siguiera aumentando la concentracion de AG. Para trabajar con Salmonella
Typhimurium se tomo6 0.1M como concentracion maxima para desarrollar la experimentacion y

evaluar el comportamiento en la inactivaciéon mediante la combinacion de métodos.
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Figura 9. Cinética de muerte de Salmonella Typhimurium por efecto del acido gélico a
diferentes concentraciones.

7.3 Cinética de inactivacion de Salmonella Typhimurium mediante &cido galico
irradiado y sin irradiar.
El 4cido galico presente en numerosas plantas, frutas y verduras contiene un efecto antimicrobiano,
este afecta de manera importante el mecanismo de la sintesis de proteinas de las células, es decir,
interfiere en el metabolismo microbiano que ayudan a retardar o inhibir el crecimiento de los
microorganismos y como beneficio extra se ha observado que, las bacterias no generan resistencia

ante estos acidos de origen vegetal (Ceron-Carrillo et al., 2014). Es necesario valorar el efecto
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antimicrobiano como agente individual por lo cual, en la Figura 10 se muestra la cinética de
inactivacion de Salmonella Typhimurium, se observdo que cuando se expone Salmonella
Typhimurium a una concentracion de 0.025 de AG el efecto se ve reflejado inicamente conforme
avanza el tiempo ya que al primer contacto el AG no es tan fuerte como para poder reducir la mitad
de un ciclo logaritmico, en comparacion a cuando se sube la concentracion a 0.05 se puede apreciar
un efecto positivo desde el primer minuto y de igual manera se va favoreciendo la inactivacion en
cuanto avanza el tiempo, a diferencia de cuando se trabaja con 0.1 se logra reducir poco mas de
1.5 ciclos logaritmicos en el primer minuto, por consiguiente a medida que avanza el tiempo se
logra una inactivacion de 3 ciclos logaritmicos es decir un mayor nimero de muerte microbiana
en comparacion a los casos anteriores. El aumento del efecto inhibitorio del AG es debido al
aumento en la cantidad de 4cido galico presente, esto concuerda con lo obtenido por Cerén-Carrillo
et al. (2014) ya que, entre mayor cantidad de AG presente en sus muestras de chiles serrano,
habanero y poblano, mayor fue su inhibicidon contra Lactobacillus casei debido a que los
compuestos fendlicos tienen la capacidad de penetrar la membrana bacteriana causando lisis.
También concuerda con lo reportado por el autor Rodriguez Vaquero et al. (2007), quien en su
experimentacioén con vinos, evalué 5,10, 25, 50, 100, 200, 500 y 1,000 (mg/L) de acido galico
contra cepas de Serratia marcescens, Proteus mirabilis, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae
y Flavobacterium sp., y observo que en el caso de las bacterias Serratia marcescens, Proteus
mirabilis y Flavobacterium sp., €l AG no tuvo actividad antimicrobiana, en cambio en E. coli se
observo que a 5y 10 mg/L habia una débil inhibicion y a medida que incremento la concentracion
se produjo una ligera inactivacion. En cambio, para el caso de Klebsiella pneumoniae, a medida
que incrementa la concentracion de AG aumenta la actividad antimicrobiana de este, afirmando
que el incremento en la concentracion de los polifenoles en las muestras de vino aumenta la
actividad antimicrobiana, dependiendo también de la sensibilidad que el microorganismo tenga

ante el fenol utilizado.
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Figura 10. Cinética de muerte de Salmonella Typhimurium por efecto del acido galico sin
irradiar (AGSI) a concentraciones de 0.025 M,0.05 My 0.1 M.

Como se demostro anteriormente, el 4cido galico por si solo posee un efecto antimicrobiano, este
efecto se ha asociado primordialmente a la capacidad que tiene de generacion de especies
oxidativas reactivas (ROS) y el efecto sobre la membrana bacteriana, utilizdndolo ahora en
combinacion de la irradiacion, sometimos las mismas concentraciones de AG, pero en este caso
como se puede apreciar en la Figura 11 como el efecto inhibitorio del AG aumenta desde la
concentracion mas baja que es de 0.025M, se observa una reduccion de un ciclo logaritmico desde
los 3 min. Cuando se pone a actuar la concentracion de 0.1M se obtienen efectos mas satisfactorios
que la metodologia donde no se uso la irradiacidon, ya que para esta situacion se logran reducir

hasta 4 ciclos logaritmicos a los 5 min.

El efecto nocivo en la membrana bacteriana se debe a la generacion de ROS debido a la auto
oxidacion de AG generando asi compuestos foto oxidados, se ha demostrado que cuando se

irradiada con luz UV-C presenta una actividad antimicrobiana mejorada (Wang et al., 2019)

Cossu et al. (2016) en su trabajo experimental pone a prueba AG (4nM) irradiado con luz UV-A,

que es una onda que va de los 320 a 400nm (Dominguez & Parzanese, 2012) durante 15 min contra
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Staphylococcus aureus y observo que se podia lograr una reduccion > 5 log, se le atribuye esta
actividad antimicrobiana mejorada de AG por la oxidacién de lipidos de la membrana bacteriana
a partir de ROS, como lo es el peroxido de hidrogeno y los radicales generados por la exposicion
del AG a la luz UV-C. El mismo grupo de investigacion también evalué la actividad
antimicrobiana mejorada de los compuestos fenolicos contra bacterias Gram positivas y negativas
y aunque el efecto fue positivo para ambos casos, notaron que las cepas Gram negativas son mas
susceptibles. Se puede observar que, de manera similar, el efecto de la concentracion tiene
importancia en cuanto a mayor concentracion, mayor es la generacion de ROS que atacan la pared

bacteriana.

0.00
-0.50
-1.00
-1.50
-2.00

-2.50

[log(N/NO)]

-3.00

-3.50 —e— AGI (0.025)

—m— AGI (0.05)
-4.00 —— AGI (0.1)

-4.50 . .
Tiempo (min)

Figura 11. Cinética de muerte de Salmonella Typhimurium por efecto del acido galico irradiado
(AGI) a concentraciones de 0.025 M,0.05 M y 0.1 M.

El efecto antimicrobiano del tratamiento con ultrasonido se debe a la cavitacion y generacion de
radicales libres, que alteran la membrana celular y generan dafios en las estructuras de ADN
bacteriano. Este procedimiento consiste en aplicar ondas con frecuencia de 20 KHz, como se puede
observar en la Figura 12, el ultrasonido (US) aplicado logra una reducciéon de >5 log, en cambio
cuando se utiliza en combinacidn con el 4cido galico sin irradiar, se observa un fendémeno muy
particular ya que el efecto antimicrobiano de ambas metodologias se ve contrarrestado incluso con

el aumento en la concentracion de AG utilizado. Gonzales-Limén (2016) afirma que la
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disminucién en el contenido fendlico puede ser atribuido al consumo de fenoles de las especies

reactivas (ROS) causado por el tratamiento de ultrasonido.
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Figura 12. Cinética de muerte de Salmonella Typhimurium por efecto combinado del acido
galico sin irradiar + ultrasonido (AGSIUS) a concentraciones de 0.025 M,0.05M y 0.1 My el
efecto del ultrasonido.

El mecanismo de inactivacion por luz UV-C se debe a los cambios inducidos en el ADN de la
célula microbiana, una vez que la luz UV-C es absorbida, esta promueve la formacion de dimeros
de pirimidina que por consiguiente se genera mutagénesis y muerte celular (Hernando-Avendafio,
2023). En la Figura 13 se observa el comportamiento de la luz UV-C en contacto con Salmonella
Typhimurium esta exposicion logra reducir >6 log, esto comparado con lo obtenido utilizando
ultrasonido es una respuesta mas favorable. Esto se debe a que en la solucion acuosa que se irradia
solo estd presente la bacteria, entonces cuando el sistema es irradiado los rayos logran atravesar
por un fendmeno denominado transmitancia, esto se define como la capacidad que tiene el agua
para dejar pasar la luz (Rossel-Bernedo, 2020), en este caso deja pasar la luz UV-C y ésta penetra
la pared celular y es absorbida produciendo asi dafios en el ADN del microorganismo, dejandolo
inhabilitado para reproducirse llevandolo a la muerte celular. En cambio, cuando se combina con
acido galico, disminuye la transmitancia por ciertos componentes organicos, asi como solidos

suspendidos, pudiendo reducir su efectividad de 100% (sin interferentes) a 75%- 95% (con
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interferente) (Rossel-Bernedo, 2020). Este fenomeno se puede asociar con lo que se observa en la
Figura 13 ya que se observa una mejor respuesta de inhibicién que en el caso de la luz UV-C
aplicada de manera independiente que cuando se aplica en combinacién con AG, en esta figura
también se puede observar, como incrementa la potencia de inhibicion a medida que transcurre el
tiempo y cuando se combina con el uso del AG a las 3 diferentes concentraciones, se logra observar
ver una relacion favorable a la reduccion en ciclos logaritmicos con relacion al aumento de

concentracion y tiempo de contacto transcurrido.
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Figura 13. Cinética de muerte de Salmonella Typhimurium por efecto combinado del acido
galico sin irradiar + ultravioleta (AGSIUV) a concentraciones de 0.025 M,0.05 My 0.1 M yel
efecto de la luz ultravioleta (UV).

El efecto de diferentes agentes antimicrobianos aplicados a una poblacién depende de varios
factores, como lo es el tipo de agente, la intensidad y para este caso como se potencializan si se
utilizan de manera combinada, hasta este momento se ha venido explicando como funcionan las
metodologias de manera individual y cdmo actian de manera combinada, se ha explicado que cada
metodologia tendrd interferentes que pueden potencializar o contrarrestar en efecto a la otra. De
este modo se evaluo el efecto de la combinacion de los 3 métodos de manera no simultanea como
se describe a continuacion; el AG irradiado (AGI), AGI mas el uso de ultrasonido (AGIUS) y el
AGI mas la aplicacion de luz UV-C (AGIUV). El efecto de la combinacion de las metodologias
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se estudiard sobre una misma concentraciéon para conocer como influye la combinacion de los
métodos para cada caso y no la dependencia en funcion a la cantidad de ROS producida por el AG.
En la Figura 14 podemos corroborar lo visto en la Figura 13, la aplicacion de luz UV-C tiene mayor
efecto inhibitorio sobre Salmonella Typhimurium, cuando se utiliza el AG irradiado, ya que se esta
favoreciendo de esta manera que aumente la produccion de ROS y radicales libres que interfieren

con la reproduccion bacteriana.

—e—4GI(0025)
—a— LGS (0.025)
-3 —a— AGITY (0025)

Tiempo (i)

Figura 14. Cinética de muerte de Salmonella Typhimurium por efecto combinado del acido
galico irradiado (AGI), AGI + ultrasonido (AGIUS) y AGI+ ultravioleta (AGIUV) a
concentraciones de 0.025 M.

En la Figura 15 podemos observar que cuando se aumenta la concentracion a 0.05M, se puede ver
como el AGI tiene un mejor comportamiento ya que logra una reduccion >1 log, debido a la
relacion aumento de concentracion- aumento en el efecto inhibitorio (Cerén-Carrillo et al. 2014),
en cambio en el caso del AGIUS se observa el fenomeno descrito por Gonzales-Limon (2016),
quien explica que el efecto del AG disminuye porque se esta utilizando para formar especies
reactivas de oxigeno durante el tratamiento de US, de este modo no se ve favorecido el efecto del

US ni el efecto del fenol.
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Figura 15. Cinética de muerte de Salmonella Typhimurium por efecto combinado del acido
galico irradiado (AGI), AGI + ultrasonido (AGIUS) y AGI+ ultravioleta (AGIUV) a
concentraciones de 0.05 M.

En la Figura 16 se observa el efecto de inactivacion microbiana favorecida por el aumento en la
concentracion, ya que el AGI logra una reduccion de >4 log, de este modo, cuando se aument? la
concentracion de AGI favoreci6 la cantidad de ROS generados y cuando se combin6 con US se
logrd una reduccion >5 log, a pesar de que no hay mucho respaldo bibliografico se infiere que,
cuando aumento la cantidad de fenoles se favorecio la cantidad para producir radicales libres y de
esta manera afectar la estabilidad bacteriana en el sistema. Para el caso del efecto combinado de
AGI mas el uso de luz UV-C, este tiene un mejor comportamiento antimicrobiano, ya que
interpretamos de lo obtenido que, la luz UV-C fue capaz de generar mas ROS y radicales libres
que lograron una disminucion mayor en todos los casos, de igual manera se favorecid con el
incremento en la cantidad de fenol a la que fue expuesta, es decir de manera dependiente, entre
mayor fue la concentracion, mayor efecto bactericida se obtuvo gracias al dafio provocado en la

pared celular y su falta de viabilidad para que la bacteria pudiera reproducirse.
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Figura 16. Cinética de muerte de Salmonella Typhimurium por efecto combinado del acido

galico irradiado (AGI), AGI + ultrasonido (AGIUS) y AGI+ ultravioleta (AGIUV) a
concentraciones de 0.01 M.
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8. Conclusiones

La irradiacion del acido galico con luz UV-C promueve la generacion de especies reactivas
de oxigeno (ROS), lo cual incrementa el poder antimicrobiano de este.

La inactivacion microbiana del acido galico es dependiente de la concentracion utilizada,
a mayor concentracion, mayor inactivacion.

La luz UV-C tiene la capacidad de atravesar un medio acuoso y penetrar sin dificultad la
pared bacteriana, dicha capacidad se ve afectada cuando en el medio hay particulas de acido
galico suspendidas.

Combinar acido galico irradiado con ultrasonido y luz UV-C incrementa la inactivacion
microbiana en comparacion con el acido galico sin irradiar.

La combinacion del acido galico irradiado con luz UV-C presenta mayor inactivacion

microbiana en comparacion con el acido galico irradiado combinado con ultrasonido.

9. Recomendaciones

Evaluar el efecto del 4cido galico irradiado en alimentos acuosos comerciales, para estudiar
como afectarian nuevos interferentes como la colorimetria de la solucion, saborizantes y
conservadores.

Evaluar el efecto del acido galico irradiado en alimentos solidos, para exponer cuanta
efectividad tienen las metodologias solas y combinadas y asi abrir el campo de aplicacion
a mas alimentos.

Evaluar el efecto de la aplicacion de acido galico sobre las caracteristicas sensoriales y

nutrimentales de los alimentos.
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