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Resumen

La desinfeccion de hortalizas es una medida de bioseguridad alimentaria necesaria
para mitigar riesgos biolégicos eliminando agentes patdgenos, sin embargo, una
desinfeccion inadecuada causa Enfermedades transmitidas por alimentos que es
un problema de salud comun en la mayoria de la poblacion.

La presente tesis investiga el efecto de la irradiacion sobre la actividad
antimicrobiana del acido galico contra las enterobacterias Escherichia coli y
Salmonella Typhimurium en acelga (Beta vulgaris var. cicla) con el fin de lograr la
desinfeccion y reducir el crecimiento bacteriano utilizando luz UV-C vy ultrasonido.
Se prepararon cuatro concentraciones de acido galico 0.05, 0.1, 0.15y 0.2 M que
fueron irradiadas con luz UV-C, para posteriormente ser utilizadas para la
desinfeccion de la acelga inoculada con las bacterias Escherichia coliy Salmonella
Typhimurium. El efecto del acido galico irradiado y de la limpieza ultrasénica se
evalu6é mediante pruebas microbiologicas, utilizando el método de vertido en placa
en el agar EMB y Salmonella-Shigella, respectivamente para después realizar su
conteo.

Los resultados obtenidos indican que muestras tratadas con acido galico irradiado
mas la limpieza ultrasdnica como agente coadyuvante a la desinfeccion, tuvieron
reducciones de ciclos logaritmicos mayores a las que no han sido tratadas con
ultrasonido, tanto en hisopo como en hoja E. coli y Salmonella Typhimurium
muestran que, a bajas concentraciones de acido galico, se logran mayores
inactivaciones microbianas y a mayores concentraciones se presenta una
resistencia al tratamiento.

Se concluye que la aplicacion de acido galico irradiado con luz UV-C y con limpieza
ultrasénica en acelga reduce el crecimiento de E. coli y Salmonella Typhimurium
contribuyendo a su desinfeccion.



1. Introduccion

Hoy en dia, las enfermedades transmitidas por alimentos (ETAs) constituyen el
problema de salud publica mas extendido en el mundo debido al consumo de
alimentos que no han sido lavados y/o correctamente desinfectados, como lo son
las hortalizas. Las ETAs son aquellas infecciones, intoxicaciones o toxiinfecciones
causadas por bacterias, virus, parasitos, etc. o sus toxinas, donde el grupo de las
enterobacterias, principalmente Escherichia coliy Salmonella Typhimurium, son los
principales patdogenos que causan infecciones masivas y muertes. Por lo que, toma
importancia el desinfectar correctamente alimentos que no tienen un proceso de
coccion posterior, como lo es la acelga (Beta vulgaris var. cicla); una hortaliza con

una produccion de mas de 12 mil toneladas y consumida todo el aio en México.

Sin embargo, actualmente la actividad antimicrobiana de los desinfectantes de uso
doméstico que contienen cloro y/o plata coloidal para la desinfeccion de agua y
alimentos se ha visto inhibida debido al desarrollo de mecanismos de resistencia de
las enterobacterias, por lo que se busca crear antimicrobianos naturales a partir de
compuestos fendlicos, por ejemplo el acido galico, que han demostrado tener
diversos efectos biologicos desde actividad antiinflamatoria, antioxidante y

antibiotica, hasta la proteccién cardiovascular y anticancerigena.

El uso del acido galico junto con la combinacién de nuevas tecnologias como la
irradiacion UV-C; técnica analitica no destructiva en donde las moléculas de una
muestra son irradiadas con luz ultravioleta de onda corta (UV-C) para inducir en
ellas transiciones electronicas, es decir, mover a los electrones a niveles de mayor
contenido energético; y la limpieza ultrasonica; a través de ondas sonoras de alta
frecuencia que son transmitidas a través de un liquido, lo agitan y provocan la
cavitacion de las moléculas desprendiendo contaminantes adheridos a la superficie;
busca desinfectar a la acelga de las enterobacterias Escherichia coliy Salmonella

Typhimurium.

Por lo anterior expuesto, se busca evaluar el efecto de la irradiacién y la limpieza
ultrasonica sobre la actividad antimicrobiana del acido galico contra enterobacterias
Escherichia coli y Salmonella Typhimurium en acelga (Beta vulgaris var. cicla).
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2. Antecedentes

2.1Enfermedades transmitidas por alimentos (ETAs)

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) define a las ETAs como enfermedades
causadas por la contaminacién de los alimentos, que se produce en cualquier etapa
de la cadena de produccion, suministro y consumo de estos. Los alimentos pueden
estar infectados con microorganismos y agentes contaminantes, quimicos, fisicos y
bioldgicos en cantidades suficientes para afectar la salud del consumidor (Zuhiga

Carrasco & Caro Lozano, 2017).

Los patdgenos transmitidos por los alimentos son la principal causa de infeccion
masiva y muerte. Las bacterias transmitidas por los alimentos mas representativas
son Listeria monocytogenes (L. monocytogenes), Escherichia coli (E. coli),
Staphylococcus aureus (S. aureus), Salmonella enterica (S. enterica), Salmonella
typhimurium (S. typhimurium), Bacillus cereus (B. cereus), Campylobacter jejuni (C.

Jejuni) y Clostridium perfringens (C. perfringens) (Cheng et al., 2020).

La contaminacion cruzada es una de las principales causas que pueden provocar
brotes de ETAs, por lo que uno de los objetivos clave en los procesos de
saneamiento es limitar la contaminacion cruzada entre materiales alimentarios y

equipos contaminados o viceversa (Cossu et al., 2016).

2.1.1 Tipos de ETAs por la Organizaciéon Panamericana de la Salud (PAHO)

2111 Infeccidon transmitida por alimentos

Resulta de la ingestion de alimentos que contienen microorganismos patégenos
vivos. Los sintomas son generalmente de tipo gastrointestinales; diarrea, cdlicos,
nauseas, vomitos acompafnados de escalofrios, fiebre, ojos hinchados, visiéon doble,
dificultades renales, etc. La cantidad de microorganismo ingerido puede ocasionar
alteraciones mas graves en otros 6rganos e incluso la muerte; algunos ejemplos de
patdbgenos que provocan infecciones son Salmonella, Shigella, Trichinella spirallis,

entre otros (Zuniga Carrasco & Caro Lozano, 2017).
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21.1.2 Intoxicacion causada por alimentos

Resulta de la ingestion de toxinas que estan presentes en el alimento ingerido,
producidas por hongos o bacterias, aunque estos microorganismos ya no estén
presentes en el alimento. Los sintomas comprenden nauseas, vomitos o diarrea, la
intoxicacién en la mayoria de los casos es leve y desaparece sin tratamiento; la
toxina botulinica producida por Clostridium botulinum o la enterotoxina de
Staphylococcus aureus, son algunos ejemplos (Zufiga Carrasco & Caro Lozano,
2017).

2.1.1.3 Toxiinfeccion alimentaria

Es el resultado de las infecciones e intoxicaciones juntas. Son enfermedades
causadas por microorganismos patdgenos que se producen poco después ya sean
horas o dias, de haber consumido un alimento o bebida no aptos para el consumo.
Estos tipos de ETAs afectan a toda la poblacién, sin embargo, los grupos
vulnerables son nifios y personas ancianas, mujeres embarazadas, personas
inmunodeprimidas, personas con cancer, personas con organos trasplantados

(Zuniga Carrasco & Caro Lozano, 2017).

Sin embargo, la sola presencia del patégeno no significa que la enfermedad ocurrira

y en la mayoria de los casos (Reyes Solérzano, 2017):

I. El patégeno debe estar presente en cantidad suficiente como para causar
una infeccion o para producir toxinas.

[I.  El alimento debe ser capaz de sustentar el crecimiento de los patégenos, o
sea, debe presentar caracteristicas intrinsecas que favorezcan el desarrollo
del agente.

[ll.  El alimento debe permanecer en la zona de peligro de temperatura durante
tiempo suficiente como para que el organismo patdégeno se multiplique y/o
produzca toxina. Otras condiciones extrinsecas deben prevalecer para que
esta multiplicacion y/o produccion de toxina sea favorecida.

IV. Debe ingerirse una cantidad (porcion) suficiente del alimento conteniendo el
agente, para que la barrera de susceptibilidad del individuo sea sobrepasada.
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2.2 Enterobacterias

2.21 Escherichia coli
Escherichia coli es un bacilo gramnegativo anaerobio facultativo, no formadora de

esporas y flagelada, predominante de la flora colénica humana (Drasar & Hill, 1974).

El organismo normalmente coloniza el tracto gastrointestinal del bebé a las pocas
horas de vida y, posteriormente, E. coli y el huésped obtienen beneficios mutuos
(Drasar & Hill, 1974).

E. coli representa la causa mas comun de diarrea pediatrica en todo el mundo.
Algunas cepas de E. coli han desarrollado la capacidad de causar enfermedades
del sistema gastrointestinal, urinario o nervioso central incluso en los huéspedes
humanos mas robustos. Las cepas diarredgenas de E. coli se pueden dividir en al
menos seis categorias diferentes con sus correspondientes esquemas patogénicos
distintos (Nataro & Kaper, 1998).

Las cepas patdgenas causan enfermedades intestinales en los humanos cuando se
ingieren;  Escherichia coli  enterotoxigénica (ETEC), Escherichia coli
enterohemorragica (EHEC) o Escherichia coli productora de toxina Shiga (STEC),
Escherichia coli enteroinvasiva (EIEC), Escherichia coli enteropatégena (EPEC) y
Escherichia coli enteroagregativa (EAEC) y Escherichia coli de adherencia difusa
(DAEC). En cuanto al mecanismo de dafio, E. coli codifica diversos factores de
virulencia (tabla 1), contenidos en sus plasmidos, bacteriéfagos y transposones.

Esta bacteria provoca toxiinfecciones (Mueller & Tainter, 2023).
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Tabla 1. Factores de virulencia especializados asociado a E. coli

Patotipo Adhesinas Exotoxinas
ETEC Antigenos del factor de colonizacién Toxina termolabil (LT-1);
(CFA/I, CFA/IL, CFAVII) toxina termoestable (STa)
EPEC Pili formadores de haces (Bfp):
intimina
EAEC Fimbrias adherentes agregantes Toxina termoestable
(AAF/1, AAF/Il, AAF/I) enteroagregante (EAST);

toxina codificada por
plasmidos (Pet)

EHEC Bfp; intimina Toxinas de Shiga (Stx-1,
Stx-2)

EIEC Antigeno del plasmido invasivo (Ipa) Hemolisina (HIyA)

DAEC Pili P; fimbrias Dr

Fuente: Mueller & Tainter, 2023

ECEH/STEC al producir la toxina Shiga que incluye los serotipos O157:H7, ha sido
responsable de grandes brotes de diarrea después de ingerir productos
contaminados como espinacas, coles, lechuga, fruta, cuando los cultivos son
fertilizados con estiércol, ademas de la carne de res poco cocida (comun en carne
molida) y el consumo de productos lacteos crudos. Indculos relativamente bajos
(102 UFC) provocan enfermedades, lo que facilita la transmision del medio ambiente

a los humanos y de humanos a humanos (Mueller & Tainter, 2023).

La Organizacién Mundial de la Salud informa que hay aproximadamente 2,8
millones de casos de infecciones por ECEH/STEC en todo el mundo a partir de 2014
(Mueller & Tainter, 2023).

Las recomendaciones dadas por los Centros para el Control y la Prevenciéon de
Enfermedades (CDC) para prevenir toxiinfecciones por E. coli son (Shane et al.,
2017):
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e Lavado de manos con agua y jabon.

e Segquir los cuatro pasos para la seguridad de los alimentos: limpiar, separar,
cocinar y refrigerar para prevenir la contaminacion cruzada.

e Hacer la coccidn de la carne alcanzando la temperatura minima segura de
coccion (62.6°C — 70°C).

e No beber agua sin tratar.

e No comer masas, mezclas, alimentos crudos.

e Consumir leche y jugos pasteurizados.

En México, la NOM-113-SSA1-1994. Método para la cuenta de microorganismos
coliformes totales en placa establece al grupo de los coliformes como indicador de
practicas higiénicas inadecuadas evaluando la calidad microbiolégica de un

producto alimenticio por medio de la técnica de cuenta en placa (SSA, 1994).

En la NOM-110-SSA1-1994. Preparacién y dilucion de muestras de alimentos para
su analisis microbioldgico. Se basa en la preparacién de diluciones primarias, para
obtener una distribucién lo mas uniforme reduciendo el nimero de microorganismos
por unidad de volumen, para permitir, después de la incubacién, la cuenta de

colonias en placas (SSA, 1994).

El agar Eosina y Azul de Metileno (EMB) es utilizado para el aislamiento selectivo
de bacilos Gram negativos de rapido desarrollo y escasas exigencias nutricionales.
El uso de eosina Y y azul de metileno permite la diferenciacion entre organismos
fermentadores de lactosa y no fermentadores (Rodriguez Martinez & Zhurbenko,
2018).

La peptona proporciona nitrégeno, vitaminas, minerales y aminoacidos esenciales
para el crecimiento. La sacarosa se agrega a la lactosa como un carbohidrato
fermentable para detectar coliformes que fermentan la sacarosa mas facilmente que
la lactosa. Los colorantes eosina Y y el azul de metileno son inhibidores parciales

de bacterias Gram-positivas e indicadores de pH. Los coliformes que usan lactosa
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y/o sacarosa producen colonias azul oscuro con centros oscuros y un brillo metalico
verdoso (Rodriguez Martinez & Zhurbenko, 2018).

2.2.2 Salmonella spp.
Salmonella spp. es parte de la familia Enterobacteriaceae, es un bacilo acapsular,
anaerobio facultativo, son méviles debido a la presencia de flagelos peritricos, a

excepcion de S. gallinarum'y S. pullorum (Herrera & Jabib, 2015).

El género se divide en dos especies, Salmonella enterica (S. enterica) y Salmonella
bongori. S. enterica se divide en seis subespecies cada uno con varias

serovariedades o serotipos presentados en la tabla 2 (Herrera & Jabib, 2015).

Tabla 2. Especies y serovares de Salmonella

Especie Salmonella enterica Salmonella
bongori

Subespecie enterica salamea arizonae diarizonae houtenae indica

Nimerode 1490 500 94 329 72 12 22
serovares

Fuente: Herrera & Jabib, 2015

Hasta la fecha se han identificado mas de 2500 serotipos de Salmonella y mas de
la mitad de ellos pertenecen a Salmonella enterica subsp. enterica, que representa

la mayoria de las infecciones por Salmonella en humanos (Eng et al., 2015).

Casi todas las cepas de Salmonella son patégenas ya que tienen la capacidad de
invadir, replicarse y sobrevivir en las células huésped humanas, lo que provoca una
enfermedad potencialmente mortal, induciendo su propia fagocitosis para poder
acceder a la célula huésped; gracias a las islas de patogenicidad de Salmonella
(SPI) (Eng et al., 2015).

Cuando las bacterias ingresan al tracto digestivo tienden a penetrar las células
epiteliales que recubren la pared intestinal. Los SPI codifican sistemas de secrecion
de tipo lll, proteinas multicanal que permiten a Salmonella inyectar sus efectores a
través de la membrana de las células epiteliales intestinales hacia el citoplasma.

Luego, los efectores bacterianos activan la via de transduccion de sefales y

||



desencadenan la reconstruccion del citoesqueleto de actina de la célula huésped,
lo que resulta en la extension o pliegue hacia afuera de la membrana de la célula

epitelial para engullir a las bacterias (Takaya et al., 2003).

La bacteria queda encerrada en una vacuola, compuesta por la membrana de la
célula huésped. En circunstancias normales, la presencia del cuerpo extrano
bacteriano activaria la respuesta inmune de la célula huésped, sin embargo,
Salmonella utiliza el sistema de secrecion tipo Il para inyectar otras proteinas
efectoras en la vacuola, provocando la alteracién de la estructura compartimental.
La vacuola remodelada bloquea la fusién de los lisosomas y esto permite la
supervivencia intracelular y la replicaciéon de las bacterias dentro de las células
huésped (Eng et al., 2015).

La transmision de Salmonella es a través de la ingestion de carne de las aves,
huevos y productos derivados contaminados por las heces de un animal o de una
persona infectada que, muy frecuentemente, ocasiona brotes de ETAs. Salmonella,
no es parte de la flora intestinal normal de las aves, sino que lo adquieren en el
ambiente en que viven. Otras fuentes de alimentos incluyen frutas y verduras
frescas, y en general, animales como los cerdos, las aves de corral y el ganado
vacuno, son las principales fuentes de infecciones por Salmonella cuando son
consumidos crudos. El proceso de sacrificio de animales destinados al consumo en
los mataderos se considera una de las fuentes importantes de contaminacion de
organos y canales con Salmonella (Herrera & Jabib, 2015). La cantidad media de
indculo para producir una infeccién sintomatica es de 108-10° microorganismos
(Frias Salcedo, 2009).

Las cepas de Salmonella se agrupan en Salmonella tifoidea'y Salmonella no tifoidea
(NTS). En los humanos se presentan cuatro manifestaciones clinicas, fiebre
entérica, gastroenteritis, bacteriemia y complicaciones extraintestinales, y un estado
portador cronico (Tabla 3). Las infecciones por NTS, que causan una enfermedad
autolimitada, son las infecciones por Salmonella mas comunes y ocurren en todo el

mundo. Por el contrario, la fiebre entérica, causada por Salmonella tifoidea, se
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asocia con una alta tasa de morbilidad y mortalidad y ocurre predominantemente en

paises subdesarrollados (Eng et al., 2015).

Tabla 3. Manifestaciones de Salmonella tifoidea y Salmonella no tifoidea

Enfermedad Agente etioldgico Transmision Sintomas

Fiebre entérica  Salmonella tifoidea: Ingestion de Dolor de cabeza, dolor
Sal p bi alimentos o agua abdominal y diarrea (o
almonelia typhien contaminados  con estrefiimiento), seguidos por

Gastroenteritis

Bacteriemia y
complicaciones
extraintestinales

Estado portador
cronico

fiebre  tifoidea vy
Salmonella paratyphi
A, B y C en fiebre
paratifoidea.

NTS

Mayor frecuencia por
NTS que por
Salmonella tifoidea

Salmonella tifoidea

desechos de
personas infectadas.

Por reservorios
animales.

Ingestion de
alimentos o agua
contaminados con

desechos de
personas infectadas.

Ingestion de agua o
alimentos
contaminados  con
heces de portadores
cronicos de S. typhiy
S. paratyphi.

la aparicion de fiebre (patréon
febril especifico con una
fiebre baja inicial que
evoluciona lentamente a
fiebre alta.

También pueden desarrollar
mialgia, bradicardia,
hepatomegalia,
esplenomegalia y manchas
rosadas en el pecho y el
abdomen.

Diarrea no sanguinolenta,
vémitos, nauseas, dolor de
cabeza, calambres
abdominales y mialgias. Las
complicaciones incluyen
colecistitis, pancreatitis vy
apendicitis.

La fiebre alta es el sintoma
caracteristico 'y  puede
provocar un shock séptico.

Asintomatico pero hay
eliminacién de bacterias en
las heces durante mas de un
afo después de la fase
aguda de la infeccion.

Fuente: Eng, 2015

Las recomendaciones dadas por los Centros para el Control y la Prevenciéon de
Enfermedades (CDC) para prevenir infecciones por Salmonella son limpiar, separar,

cocinar y refrigerar los alimentos (Shane et al., 2017):



Limpiar

e Lavarse las manos antes y después de la manipulacion de alimentos como
huevo, carnes rojas y de ave o pescados y mariscos crudos y sus jugos.

e Lavar utensilios o trastes después de que hayan tenido contacto con
alimentos crudos.

¢ No lavar los alimentos crudos, ya que pueden propagar los microorganismos.

Separar

e Separar las carnes, la carne de ave, los pescados y mariscos y los huevos
crudos de los demas alimentos al comprarlos y guardarlos en el refrigerador.

e Mantener las carnes, la carne de ave, los pescados y mariscos crudos
separados de los alimentos ya cocinados.

e Usar tablas de cortar y platos diferentes para las frutas y verduras, carnes, la
carne de ave, los pescados y mariscos y los huevos.

Cocinar

e Hasta alcanzar una temperatura interna segura
e Los alimentos en el microondas hasta que estén bien cocidos.
e Cocinar huevos hasta que la yema y la clara estén firmes.

Refrigerar

¢ Mantener la temperatura del refrigerador en 4°C o menos.

En México, la NOM-114-SSA1-1994. Método para la determinaciéon de Salmonella
en alimentos; describe un esquema para la deteccion de Salmonella en 5 pasos
basicos (SSA, 1994):

¢ Preenriquecimiento, es el paso donde la muestra es enriquecida en un medio
nutritivo no selectivo, que permite restaurar las células de Salmonella
dafiadas a una condicion fisioldgica estable.

e Enriquecimiento selectivo, empleado con el propdsito de incrementar las
poblaciones de Salmonella e inhibir otros organismos presentes en la

muestra.



e Seleccidon en medios sélidos, se utilizan medios selectivos que restringen el
crecimiento de otros géneros diferentes a Salmonella y permite el
reconocimiento visual de colonias sospechosas.

¢ |dentificacion bioquimica, este paso permite la identificacién genérica de los
cultivos de Salmonella y la eliminacion de cultivos sospechosos falsos.

e Serotipificacion, técnica seroldgica que permite la identificacion especifica de
un cultivo.

El agar Salmonella Shigella (SS) es un medio selectivo y diferencial para el
aislamiento de estas especies. El extracto de carne y la mezcla de peptona
proporcionan nitrégeno, vitaminas, minerales y aminoacidos esenciales para el
crecimiento. La lactosa es el carbohidrato fermentable que proporciona carbono y
energia. La mezcla de sales biliares, el citrato de sodio y el verde brillante inhiben
las bacterias Gram-positivas, la mayoria de las bacterias coliformes y Proteus spp.,

el rojo neutro es el indicador de pH (Rodriguez Martinez & Zhurbenko, 2018).

El tiosulfato de sodio y el citrato férrico permiten la deteccion de las bacterias
productoras de H2S. Las colonias de algunas cepas de Salmonella presentaran

centros negros y un halo claro (Rodriguez Martinez & Zhurbenko, 2018).
2.3Crecimiento bacteriano

El crecimiento bacteriano es el aumento del numero de células en una poblacion,
ocurriendo principalmente a través de la fisidon binaria, donde una célula madre se
divide en dos hijas idénticas (Barer, 2012). Implica inocular un numero determinado
de bacterias en un medio liquido adecuado vy verificar el nUmero de células viables
en diferentes intervalos de tiempo, las curvas de crecimiento se pueden dividir

generalmente en cuatro secciones principales (Basic biology of oral microbes, 2015)
(Fig.1):

1. Fase de latencia: Durante este proceso, las bacterias se adaptan a su nuevo
entorno. El volumen de las células bacterianas aumenta y su metabolismo es activo,

pero la divisidn celular es lenta y la reproduccién minima.



2. Fase logaritmica: En este periodo, las bacterias crecen rapidamente y se dividen
y reproducen a una velocidad constante. EI numero de bacterias aumenta

exponencialmente y el numero de células viables aumenta logaritmicamente.

3. Fase estacionaria: La tasa de crecimiento bacteriano disminuye gradualmente y
el numero de bacterias muertas aumenta. El numero de bacterias recién producidas
es aproximadamente igual al de bacterias moribundas, y el numero de células

viables se mantiene relativamente estable.

4. Fase de declive: El crecimiento bacteriano se ralentiza y se detiene, y el numero
de bacterias muertas supera al de células viables. Las células se vuelven
polimorficas, presentando morfologias como deformacion celular, hinchazén o

autolisis.

Recuento total de bacteria

Recuento de
bacterias viables

Ig (CFU/mL)

T T T

0 5 10 15 20 25 30 Horas

Figura 1. Curva de crecimiento de Escherichia coli. Tomada de Basic biology of

oral microbes, 2015
2.3.1 Ciclos y reducciones logaritmicas

Un ciclo logaritmico (o unidad logaritmica) es una forma de medir cambios en una
poblacion bacteriana basandose en potencias de 10. El crecimiento de las bacterias
es exponencial, se completa un ciclo logaritmico cuando la poblacion pasa de 103 a

10% células, por ejemplo (EI-Shorbagy, 2022).

Se habla de reducciones logaritmicas para medir que tan efectivo es un
desinfectante o un proceso térmico. Una reduccién de 1 log elimina el 90% de las
bacterias, mientras que una reduccién de 5 logs elimina el 99.999% siendo el
estandar de oro (Goode, 2018).



Tabla 4. Reducciones logaritmicas

Reduccién Logaritmica Porcentaje de Reduccién Poblacién restante (de 1,000,000)

1 Log 90% 100,000
2 Logs 99% 10,000
3 Logs 99.9% 1,000
4 Logs 99.99% 100
6 Logs 99.9999% 1

Fuente: Goode, 2018

2.3.2 Modelo de Monod

El modelo Monod fue propuesto por el Premio Nobel F. Monod en 1942. Se
considera el modelo mas utilizado en microbiologia y su objetivo principal es
describir el crecimiento microbiano y evaluar la cinética de biodegradacion de la
materia organica. Tres parametros que caracterizan este modelo y permiten
describir el crecimiento bacteriano son la tasa maxima de crecimiento especifico, la

constante de saturacion y el coeficiente de rendimiento (El Bari, 2021).

Componentes clave del Modelo de Monod (Liu, 2017):

U= uméxﬁ Ecuacion 1
L Velocidad especifica de crecimiento.

Umax: Velocidad especifica de crecimiento maxima.

S: Concentracion de sustrato limitante.

Ks: Constante de semisaturacion (concentracién de sustrato cuando p = ppax /2

2.4 Acelga (Beta vulgaris var. cicla)
Es una planta herbacea bianual cultivada como anual (SIAP, 2023). Es una hortaliza
que se encuentran en el mercado durante todo el afio. En México se producen mas
de 12 mil toneladas anuales siendo Puebla el estado lider productor con mas de 4
mil toneladas (SADER, 2020).

N
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Para que se presente la floracion necesita pasar por un periodo de temperaturas
bajas. El vastago floral alcanza una altura promedio de 1.20 m. y las flores son
sésiles y hermafroditas pudiendo aparecer solas o en grupos de dos o tres, el caliz
es de color verdoso y esta compuesto por 5 sépalos y 5 pétalos. Las semillas son
muy pequenas y estan encerradas (en grupos de 3 o 4) en un pequefio fruto al que

comunmente se le llama semilla (SIAP, 2023).

Los primeros informes que se tienen de esta hortaliza (Fig. 2) es que se encontraron
en la regién del Mediterraneo y desde entonces ha sido considerada como alimento
basico de la nutricibn humana al tener un sabor que recuerda a la tierra, se come

tanto la hoja, como la penca o parte blanca (SADER, 2020).

Figura 2. Acelga (Beta vulgaris var. cicla). Tomada de SADER, 2020

Las hojas constituyen la parte comestible, las cuales son grandes, con forma
ovalada; la penca puede presentar varios colores, desde el blanco hasta el rosa
fuerte. Los limbos de las hojas son grandes y redondeados y en ocasiones recubren
ligeramente los peciolos hasta su base. Los colores de las hojas son variables,
desde amarillos hasta verdes oscuros como se muestra en la Fig. 3. A medida que

avanza la temporada, sus hojas se vuelven mas amargas (SIAP, 2023).

Figura 3. Variedades de acelga. Tomada de SADER, 2020



Se consume fresca, sola o acompafada con otros alimentos. La industria
agroalimentaria ofrece acelga procesada de distintas maneras: cortada, similar a la
espinaca, fresca, en conserva o congelada; por pencas, por hojas o combinada con
otros vegetales (SIAP, 2023).

La acelga es muy rica en fibra, contienen vitaminas A, B1, B3, B5, B6, B9, C, ademas
de vitamina E y K, también es rica en minerales como calcio, sodio, potasio, y tiene
contenido en cobre, hierro y fésforo. (SADER, 2020).

Su consumo aporta al cuerpo humano acidos grasos como el Omega-3, luteina
flavonoides, acidos fendlicos, betacaroteno, y betalainas como zeaxantina (SADER,
2020). Estos compuestos se distribuyen de forma desigual entre la hoja y la penca,
los acidos fendlicos como el acido ferulico, el acido clorogénico y el acido cafeico
son los que predominan en la acelga actuando como defensores de la planta contra
el estrés ambiental; los flavonoides que predominan son vitexina, isovitexina y

quercetina (Pyo et al., 2004).

Al no ser lisa la superficie de la acelga, los patdgenos se alojan en las pencas y las
ramificaciones de las venas actuando como micro-oasis que protegen a las
bacterias de la desecacion; ademas son capaces de crear biopeliculas adhiriéndose
a las hojas de la acelga que las hace resistentes al lavado simple o desinfectantes
como el cloro en bajas concentraciones (Macarisin et al., 2014). Las verduras de
hoja verde como lechugas, espinacas o acelgas suelen consumirse crudas después
de un proceso de lavado/desinfectado que pueden contaminarse a través del agua
de riego, fertilizantes, etc. Los patégenos mas comunes en las hortalizas son E.coli
O157:H7, Salmonella spp. y Listeria monocytogenes (Torres Armendariz et al.,
2016).

2.5Compuestos fendlicos
Los compuestos fendlicos son un grupo muy diverso de metabolitos secundarios
que se caracterizan por poseer uno 0 mas grupos hidroxilo (-OH), de reaccion acida,
unidos a un anillo aromatico (grupo fenol) como se observa en la Fig. 4. Los fenoles
presentan comportamiento acido dado que el oxigeno (-O) del grupo hidroxilo esta

fuertemente unido al anillo fenilo, mientras que el enlace relativamente débil entre



el -O y el hidrogeno (-H) permite la disociacion de un proton (H+) que puede ser
liberado al medio, originando un i6n fenolato cargado negativamente (Bowsher et
al., 2008).

Se encuentran como metabolitos secundarios en diversos alimentos de origen
natural como vegetales, hortalizas y frutas, por lo que ingresan al organismo por

medio de la dieta (Govea Salas et al., 2013).

OH

Figura 4. Grupo fenol. Tomada de Bowsher, 2008

Los polifenoles se subdividen en taninos condensados (flavonoides,
proantocianidinas) y taninos hidrolizables (elagitaninos y galotaninos); estos
compuestos inhiben la oxidacion de sustratos, moléculas simples y complejas
(Bravo, 1998).

Los taninos son una variedad de polifenoles vegetales, se caracterizan por ser
compuestos solubles en agua. Como el resto de los compuestos fendlicos, los
taninos son quimicamente reactivos, capaces de formar puentes de hidrégeno intra
e intermoleculares, son sustancias facilmente oxidables. La actividad bioldgica de
los taninos se correlaciona con su capacidad de unirse a las proteinas y combinarse

con enzimas (Vifia, 2020).

El crecimiento de diversos hongos, levaduras y bacterias resulta inhibido por los
taninos. El mecanismo de accion se vincula con la capacidad de estas sustancias
de inactivar a las enzimas, y a las proteinas en general, de los microorganismos. La
infeccion de células vegetales se inicia frecuentemente con la secrecion de enzimas
microbianas que causan la lisis de las paredes celulares de las plantas. Estas
enzimas pueden ser inactivadas cuando los taninos se unen a ellas (Heldt & Heldt,
2005).



El acido galico también conocido como acido 3, 4,5-trihidroxibenzoico (Fig. 5) es un
tanino y un acido fendlico. Se encuentra en la naturaleza en plantas, frutas y

verduras, asi como bebidas (Govea Salas et al., 2013).

O~_OH

HO OH
OH

Figura 5. Estructura del acido galico. Toma de Govea Salas, 2013

Se le atribuyen varios efectos biolégicos, que van desde la actividad antiinflamatoria,
antioxidante y antibidtica, hasta la proteccion cardiovascular y anticancerigena.
Siendo la actividad antibidtica la mas importante en este trabajo (Govea Salas et al.,
2013).

En 1999, se mencion6 que el acido galico presenta actividad antibacterial,
promoviendo la inhibicion enzimatica de algunos microorganismos, la interaccion
sobre las adhesinas (proteinas de la pared celular), y la capacidad que tienen de

unirse a polisacaridos, interviniendo asi, en el desarrollo microbiano (Cowan, 1999).

La actividad antimicrobiana del acido galico puede aumentar con la aplicacion de
luz ultravioleta debido a la generacidon de especies reactivas de oxigeno (ROS) y
compuestos fotooxidados (Luna-Dominguez et al., 2023); gracias a la presencia de
grupos hidroxilo en su estructura, teniendo la capacidad de interactuar con las
membranas y otros sitios activos de las células bacterianas (Govea Salas et al.,
2013).

Para anos posteriores, se informa que las luces UV-A y UV-C aumentaron la
actividad antimicrobiana de acido galico contra E. coli O157:H7, la irradiacién con
luz UV-A'y UV-C de acido galico (15 mM) durante 30 minutos aumenté la capacidad
antimicrobiana, logrando una reduccion de 4,4 y 3,2 log UFC/mL, respectivamente
(Wang et al., 2017 & Wang et al., 2019).



2.6Irradiacion

Técnica analitica no destructiva en donde las moléculas de una muestra son
irradiadas con luz ultravioleta (UV) para inducir en ellas transiciones electrénicas.
El proceso de transicion, excitacién o promocién electrénica consiste en transferir,

transitoriamente, a los electrones de una molécula a un nivel de mayor contenido

energético (Garcia Fabila, 2016).

La luz UV-C (200 y 280 nandémetros) es un tratamiento no térmico ampliamente
utilizado para desinfectar agua y superficies, se considera germicida contra
microorganismos como bacterias, virus, protozoos, levaduras, mohos y algas

(Koutchma et al., 2016). A continuacion, en la tabla 5 se presentan sus ventajas y

desventajas.

Tabla 5. Ventajas y desventajas del uso de luz UV-C

Caracteristica Ventajas Desventajas
Eficacia Mata el 99.9% de patégenos, Requiere una "linea de visién" directa.
incluidos los que son resistentes a Si hay sombras o rugosidades, los
antibidticos. microorganismos sobreviven.
Residuos Es un método fisico, no quimico. No No tiene efecto residual, una vez que se

Mantenimiento

Velocidad

Seguridad

humana

deja residuos, olores, ni
subproductos téxicos en el agua o

aire.

Las lamparas modernas (LED o
mercurio) tienen vidas utiles largas
(hasta 10,000 horas).

La desinfeccién es casi instantanea
(segundos o minutos) dependiendo

de la potencia.

No hay riesgo de quemaduras
quimicas o intoxicacién por ingesta

de desinfectantes.

apaga la lampara.

La suciedad y el polvo en la lampara
bloquean los fotones. Requiere limpieza

constante del tubo de cuarzo.

La eficacia depende de la distancia. Si
el objeto esta lejos, la intensidad cae

drasticamente.

Es peligrosa para la piel y ojos. Puede

causar eritemas (quemaduras) y

fotoqueratinitis.



Costo operativo Bajo  consumo  eléctrico  en Inversién inicial alta y los materiales
comparacion con sistemas de como plasticos o0 gomas se degradan.
filtracion masiva o  quimicos

industriales.

Fuente: IUVA, 2021y CDC, 2017

Los acidos nucleicos de los microorganismos absorben la radiacion de forma
maxima en una longitud de onda cercana a los 260 a 265 nm, los fotones son
absorbidos por la timina en el DNA creando un dimero de timina deformando la
doble hélice y el uracilo en el RNA (Sinha et al., 2002).

Se ha observado el efecto bactericida de algunos polifenoles fotoirradiados como el
acido galico, cafeico y proantocianidina mediante luz azul contra bacterias Gram
positivas y Gram negativas (Nakamura et al., 2015). Y se ha demostrado
recientemente que el acido galico irradiado con UV-C exhibié mayor actividad
antimicrobiana contra E.coli O157:H7 debido a la generacién de ROS y compuestos
fotooxidados (quinona) durante la exposicién a la luz UV-C, demostrando que este
compuesto fendlico tiene potencial para aplicarse como un antimicrobiano natural

en verduras y frutas (Wang et al., 2019).

Por otro lado, Cossu ha demostrado que hay una interaccién sinérgica entre la luz
UV-Ay el acido galico para inactivar a E.coli O157:H7 en espinacas, por lo tanto, es
un tratamiento eficaz para la desinfeccién de productos frescos a un bajo costo,
escalabilidad y sin toxicidad. Las soluciones de acido galico pueden reciclarse por
3 ciclos de tratamiento UV-A sin que haya una pérdida significativa de su efecto

antibacteriano (Cossu et al., 2016).

2.7Limpieza ultrasénica
La limpieza ultrasénica por medio del equipo que es el limpiador ultrasénico,
funciona a través de ondas sonoras de alta frecuencia aproximadamente 20 a 120
kHz, que son transmitidas a través del liquido, lo agitan y provocan la cavitacion de
las moléculas (Mugbil et al., 2005).

La cavitacion se forma cuando la energia sénica crea un vacio y queda atrapada

como una burbuja en un liquido, estas burbujas son microscépicas e implosionan



con tal fuerza que los contaminantes adheridos a la superficie que se esta limpiando,
se desprenden; este tipo de limpieza elimina contaminantes muy adheridos en

grietas, huecos y lugares ciegos (Vijigiri & Krishna, 2014).

La limpieza ultrasénica es mas eficaz a comparacion de lavar con las manos (Mugbil
et al., 2005). Sin embargo, la combinacion de la limpieza ultrasénica mas un
desinfectante, resulta en una desinfeccion mayor que una ultrasonicacion por si sola
ya que ésta no provocd una muerte significativa de las bacterias. Y demostré que la
sonicacion puede actuar como un poderoso agente sinérgico para aumentar la

eficacia del desinfectante (Jatzwauk et al., 2001).

Asi mismo, la distribucion de las cavitaciones en un bafo de ultrasonidos no es
homogénea (Jatzwauk et al., 2001). Por otro lado, la aplicacion de un agente de
remojo antes de la limpieza ultrasénica produjo el régimen de limpieza de
instrumentos dentales mas eficaz, esto puede extrapolarse a la industria alimentaria
en la desinfeccion de hortalizas remojando previamente con acido galico y después
realizar la limpieza ultrasonica, realizar uno solo de los procedimientos es menos

efectivo que combinarlos (Walker et al., 2006).

Algunos efectos de la cavitacion en las membranas bacterianas incluyen ondas de
choque, microchorros y altas fuerzas de choque que debilitan o desgarran la
membrana; microcorrientes que causan cizallamiento y pequefas areas con
temperaturas extremadamente altas afectando la integridad de las membranas y
con mayor susceptibilidad a ROS (Mojca Zupanc et al., 2019). En la Fig. 6 se
observa que la morfologia celular de las células vegetativas pretratamiento tenia
forma de bastén, era larga y redondeada. Las células postratamiento, bajo los
mismos parametros, presentaban una clara distorsién desintegrandose en varios
fragmentos, acortandose y presentando dimensiones irregulares. Ademas, algunas
investigaciones han indicado cambios estructurales similares en las células tras la

ultrasonicacion en otros organismos, como Escherichia coli (Almalki et al., 2023).



Figura 6. Imagenes de microscopia electronica de barrido de células vegetativas
antes y después de la cavitacion. Las flechas indican la morfologia de las células
vegetativas antes (Izquierda) y después de la cavitacion (Derecha). Tomada de
Almalki, 2023

2.8 Antimicrobianos y agentes desinfectantes

Los antimicrobianos son sustancias terapéuticas que se utilizan para prevenir o
tratar infecciones. Los desinfectantes son agentes antimicrobianos que se aplican a
superficies no vivas (Di Martino, 2022). Los antimicrobianos pueden eliminar
microorganismos o prevenir su crecimiento al actuar sobre etapas clave del
metabolismo celular, como la sintesis de macromoléculas bioldgicas, la actividad de
las enzimas celulares o estructuras celulares como la pared celular y las membranas
celulares (Pursell, 2020; Di Martino, 2022).

Cada afio, se liberan al medio ambiente, varios miles de toneladas de
antimicrobianos y sus subproductos, teniendo consecuencias ecoldgicas en el
entorno natural, en entornos tecnoldgicos como las plantas de tratamiento de aguas
residuales (Di Martino, 2022) asi mismo a la salud como el desarrollo de bacterias
resistentes a los antibidticos y a la propagacién de determinantes genéticos de
resistencia (Flores-Vargas, 2021).

La desinfeccion da lugar a la reducciéon del numero de microorganismos Vvivos,
generalmente no mata las esporas bacterianas. Un desinfectante eficaz reduce el
numero de microorganismos a un nivel que no perjudica la salud (Secretaria de
Salud, 1999). Entre las formulaciones comerciales para desinfectar agua y
alimentos, se encuentran las que contienen plata coloidal, compuestos clorados,

compuestos limpiadores y extractos citricos (PROFECO, 2001).



¢ Plata coloidal: La plata en su forma coloidal es eficaz para eliminar diversas
bacterias, consiste en una combinacion de particulas metalicas de plata y
una cubierta proteica. Contiene grandes particulas de plata que no pueden
permanecer suspendidas en el sustrato en el que se encuentran, por lo que
necesitan de un aditivo proteico el cual evite que estas sedimenten, el mas
comun es la grenetina; creando un riesgo de contaminacion bacteriana
(Secretaria de Salud, 2015).

e Compuestos clorados. Contienen compuestos como hipoclorito de sodio,
clorato de sodio y/o diéxido de cloro; atacan la pared celular de los
microorganismos, pero tienen un efecto residual que puede actuar evitando
la recontaminacion; la efectividad del producto dura hasta que el cloro

residual se agota (Secretaria de Salud, 1999).

Tabla 6. Reducciones logaritmicas de agentes desinfectantes

Desinfectante Reduccién Logaritmica Porcentaje de Eliminacién Objetivo Principal
Cloro 3-log a 4-log 99.9% - 99.99% Bacterias y virus
Plata Coloidal 2-log a 3-log 99% - 99.9% Bacterias
Fuente: PROFECO, 2001

Debido a la alta concentracion de grandes particulas de plata, se sabe que los
productos a base de plata proteica causan argiria, una condicion anormal que causa
que la piel se torne gris-azulosa. La exposicion aguda a concentraciones altas (pero
no letales) de cloro pueden dar lugar a edema pulmonar, o liquido en los pulmones
(Secretaria de Salud, 2015).

Como menciona Di Martino, el futuro de los antimicrobianos reside en el desarrollo

de moléculas de origen bioldgico o bioinspiradas.



3. Justificacion

Actualmente, se ha visto que los antimicrobianos de uso doméstico hechos de plata
coloidal y/o cloro, utilizados para la desinfeccion de agua y alimentos, no son
totalmente eficaces debido a la inhibicion de su actividad antimicrobiana por el
desarrollo de mecanismos de resistencia de las enterobacterias como Escherichia
coli 'y Salmonella Typhimurium; por lo tanto, las enfermedades transmitidas por
alimentos (ETAs) aumentan con el riesgo de que la poblacion las contraiga y en
casos graves, provoque la muerte por una mala limpieza y/o desinfeccién de los
alimentos. Asi mismo, se han reportado casos donde personas que utilizan plata
coloidal y cloro, son propensas a desarrollar dafnos dermatolégicos (argiria), danos
en pulmones y dafos a nivel de Sistema Nervioso como convulsiones; por las
razones antes mencionadas, se pretende crear antimicrobianos de tipo naturales
con una mayor eficacia y seguridad en su uso, utilizando al acido galico, un
compuesto fendlico capaz de inhibir el crecimiento bacteriano en la acelga debido a
la capacidad de inactivar proteinas de tipo bacterianas; todo esto en conjunto,
ayudara a aumentar la calidad de vida de la poblacion evitando a las ETAs al
consumir acelga, una hortaliza que generalmente se consume cruda en diferentes

platillos.



4. Objetivos

4.10bjetivo general

Evaluar el efecto de la irradiacion y la limpieza ultrasonica sobre la actividad
antimicrobiana del acido galico contra enterobacterias en acelga (Beta

vulgaris var. cicla).

4.2 Objetivos particulares

Evaluar el efecto de la concentracion de acido galico irradiado y sin irradiar
sobre Escherichia coliy Salmonella Typhimurium inoculado en acelga.

Evaluar el efecto del ultrasonido como agente coadyuvante al acido galico
irradiado en la inactivacion de E. coliy S. Typhimurium inoculado en acelga.
Evaluar el efecto del tiempo de irradiacion y el tiempo de contacto con acido

galico para la inactivacion de E. coliy S. Typhimurium en acelga.



5. Diagrama de trabajo

En la figura 7 se presenta el diagrama de trabajo que se llevé a cabo durante la

investigacion.
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Figura 7. Diagrama de trabajo para la evaluacion del efecto de la irradiacion y la limpieza
ultrasonica sobre la actividad antimicrobiana del acido galico contra enterobacterias en
acelga (Beta vulgaris var. cicla).
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6. Material y métodos

e Material de vidrio: el requerido para las determinaciones.

e Material biolégico: Acelga (Beta vulgaris var. cicla), cultivos de Escherichia
coli (ATCC 25922) y Salmonella Typhimurium (ATCC 14028), cepas
obtenidas del Laboratorio Bioquimica-Alimentos de la Facultad de Ciencias
Quimicas.

e Reactivos: acido galico y los necesarios para cada determinacion.

En la tabla 7 se muestran los equipos con los que se trabajo y en la tabla 8 se

muestran los métodos que se emplearon.

Tabla 7. Equipos empleados en la metodologia.

Equipo Marca Modelo
Cuenta colonias SOL-BAT QUEBEC Q-20
Limpiador ultrasénico VEVOR ULTRASONIC CLEANER
Lampara UV Hidrotec Uv-12 W
Incubadora SEV-PRENDO INO-650 M
Autoclave AESA CVv300
Balanza analitica Ohaus — Serie Pioneer PA 224C
Parilla Fisher Scientific Isotemp

Tabla 8. Métodos y referencias que se utilizaron.

Métodos Referencias

Preparacion de medios de cultivo Manual o instructivo de medios de cultivo de la casa
comercial
Norma ISO 17665

NOM-110-SSA1-1994

Diluciones seriadas NOM-110-SSA1-1994
Vertido en placa NOM-113-SSA1-1994
NOM-113-SSA1-1994

NOM-114-SSA1-1994

Irradiacion con UV Wang et al., 2017

Esterilizacion

Conteo de UFC

Hisopado Luna-Dominguez et al., 2023

N
~N



7. Metodologia

Segun lo indicado en el diagrama de trabajo, la metodologia que se implementé se

detalla a continuacion.
7.1Reactivacion de microorganismos

Se llevo a cabo la reactivacion de las cepas de los microorganismos de interés que
se encontraban congeladas (Escherichia coliy Salmonella Typhimurium) en 9.9 mL
de caldo Soya Tripticaseina, el caldo previamente esterilizado fue inoculado con 0.1
mL de la enterobacteria de interés, posteriormente se incubaron en una estufa de
cultivo durante 24 horas a una temperatura de 37°C + 2°C; pasado este tiempo, se

reviso que el caldo presentara turbidez indicativo de crecimiento bacteriano.
7.20btencioén, desinfeccion e inoculacién de la acelga

La hortaliza acelga (Beta vulgaris var. cicla) se obtuvo del mercado local, con las
caracteristicas de color de la hoja verde homogéneo, libre de dafios fisicos y
microbiolégicos en apariencia. La acelga se lavo con agua de la llave para quitar
restos de tierra, se dejaron secar al aire libre y posteriormente se cortaron las hojas
que seran las muestras, con un peso de 0.1 g, para después realizar la desinfeccion
con una solucion de NaClO en agua destilada siguiendo las instrucciones de la
etiqueta (100 mg/ L durante 10 minutos); se enjuagé con 9.9 mL de agua destilada
estéril para cada muestra durante 10 min para quitar restos de cloro; posteriormente
se inoculd con el microorganismo de interés colocandola en el caldo soya

tripticaseina durante 10 minutos, las hojas se escurrieron para su uso posterior.
7.3Preparacion y activacion del acido galico por luz ultravioleta (UV-C)

Se realizaron cuatro concentraciones de acido galico (0.05, 0.1, 0.15y 0.20 M) para
posteriormente ser activadas por irradiacién de luz UV-C usando una lampara con
una intensidad de irradiacion de 4360 yW/cm?2. De cada concentracion se tomaron
9.9 mL, se irradiaron durante 30 minutos a 1 centimetro de distancia y se utilizaron
inmediatamente para evaluar la actividad antimicrobiana contra S. Typhimurium vy

E. coli en acelga.



7.4Inactivacioén de enterobacterias inoculadas en hojas de acelga mediante

acido galico irradiado y sin irradiar a diferentes concentraciones

Se evalué el efecto del acido galico con irradiado o sin irradiar contra S. Typhimurium
y E. coli; las hojas inoculadas que anteriormente se escurrieron se colocaron en
contacto con 9.9 mL de solucion de acido galico (0.05 — 0.2 M) irradiado o sin irradiar

durante 10 minutos.

Posterior a este tiempo, las hojas se colocaron en 9.9 mL de agua peptonada estéril
0 se hisopo, ese hisopo se coloco en 9.9 mL de agua peptonada durante 10 minutos.
Después se diluyd en serie hasta obtener un recuento adecuado en 9 mL de agua
peptonada (30-300 UFC/ mL).

7.5Limpieza ultrasénica como agente coadyuvante en la inactivaciéon de
enterobacterias inoculadas en hojas de acelga mediante acido galico

irradiado y sin irradiar a diferentes concentraciones

Se utilizé la misma metodologia del punto 7.4, sin embargo, se agreg6 el uso del
limpiador ultrasonico que se caracteriza por el fendmeno de cavitacién promoviendo
una limpieza profunda. Cuando las hojas de acelga fueron colocadas en el acido
galico irradiado y sin irradiar inmediatamente se colocan dentro del limpiador

ultrasénico a 120 W y una frecuencia de 40 kHz con agua fria durante 10 minutos

Posteriormente, como se menciond en el punto 7.4 las hojas se colocaron en 9.9
mL de agua peptonada estéril 0 se hisopd, ese hisopo se coloco en 9.9 mL de agua
peptonada durante 10 minutos. Después se diluyd en serie hasta obtener un

recuento adecuado en 9 mL de agua peptonada (30-300 UFC/ mL).
7.6 Caracterizacion de microorganismos después del tratamiento

Después de realizar las diluciones seriadas, se tomaron muestras de 1 mL para
sembrar por la técnica de vertido en placa, para E. coli las diluciones que se
sembraron fueron 102y 10-3y para S. Typhimurium se sembré directamente y 10-";
con 7 mL del agar utilizado. Se inocularon por cada determinacion cuatro cajas Petri

y sus duplicados.



Se determiné la presencia de E. coli y S. Typhimurium usando como medios de
cultivo agar EMB y agar Salmonella - Shigella respectivamente, todas las placas se
incubaron a 37°C = 2°C durante 24 horas, de manera invertida (boca abajo).
Finalizado el tiempo de incubacién para cada microorganismo, se contabilizaron las
colonias tipicas empleando un contador de colonias, y se reporté la poblacién como

unidades formadoras de colonia (UFC/mL).

7.7Descripcion de la inactivacion microbiana mediante modelos

matematicos

Se ajustd la cinética de inactivacion microbiana del acido galico a diferentes
concentraciones contra E. coli y S. Typhimurium inoculados en hojas de acelga,
modificando el modelo de Monod (ecuacion 1), donde No y N son las cargas
microbianas sin y en cada concentracion de acido galico (UFC/g) respectivamente,
S es la concentracién de acido galico (M), v es la reduccion logaritmica maxima y K
es la concentracion de acido galico (M) donde se alcanza la mitad de la reduccion

logaritmica maxima.
N .y
log (N—) = — Ecuacion 2
0

7.8 Analisis estadistico

Los experimentos se realizaron por duplicado y los resultados se analizaron
mediante comparacion de medias (a = 0,05) mediante un analisis de varianza
(ANOVA) utilizando la prueba de Tukey del software Minitab v.14



8. Resultados y discusion

En la Figura 8 se presenta el efecto del tiempo de contacto con acido galico irradiado
sobre la inactivacion de E. coli y S. Typhimurium. Se observa una reduccion
microbiana de aproximadamente 3 ciclos logaritmicos después de 30 minutos de
contacto con acido galico irradiado 0.15 M. Donde en los primeros 5 a 10 minutos
de contacto se obtiene la mayor inactivacion microbiana, posteriormente se observa
que no hay un efecto en las reducciones microbianas en el tiempo restante de
contacto. La bacteria S. Typhimurium es mas resistente al tratamiento, obteniendo
menor inactivacion después de 30 minutos comparado con la bacteria E. coli. Esto
se debe a que S. Typhimurium podria retrasar su muerte debido a que
constituyentes de la membrana celular y constituyentes intracelulares de las
bacterias que mueren primero, protegen del tratamiento a las bacterias restantes.
La inactivacion no es lineal, ya que se observa el efecto de cola, es decir, los
microrganismos se hacen resistentes al tratamiento conforme el tiempo de contacto

avanza.

Inactivacion microbiana
[log(IN/INO)]

Tiempo de contacto (min)

Figura 8. Efecto del tiempo de contacto con acido galico irradiado (0.15 M, 30 min
irradiacion) en la inactivacion de E. coliy S. Typhimurium.



El acido galico tiene una baja actividad antimicrobiana por si sélo, sin embargo,
cuando se irradia con luz UV-C aumenta debido a la generacion de especies
reactivas de oxigeno (ROS) y compuestos fotooxidados (Luna-Dominguez et al.,
2023); gracias a la presencia de grupos hidroxilo en su estructura, teniendo la
capacidad de interactuar con las membranas y otros sitios activos de las células
bacterianas incluyendo el DNA (Govea Salas et al., 2013); esto es lo que ocurre en
los primeros 10 minutos de contacto, pasado este tiempo, de acuerdo con
Humpheson et al. (1998) que estudiaron la curva de inactivacion térmica de
Salmonella enteritidis PT4, concluyeron que la induccién de la cola se debia
principalmente a la sintesis de proteinas de novo. Adicionado que los constituyentes
de la membrana celular e intracelulares de Salmonella que mueren primero,
protegen del tratamiento a las bacterias restantes. La cola que presenta E. coli al
tratamiento es igualmente a la sintesis de proteinas de novo inducidas por el estrés
(Noma, 2006).

Los resultados obtenidos se pueden comparar con los obtenidos por Luna-
Dominguez et al., 2023 para E. coli, donde se han ocupado parametros similares a
este trabajo, reportaron que a menor tiempo de contacto (mas una baja
concentracion microbiana y menor concentracion de acido galico irradiado), se
obtienen mas de 5 reducciones logaritmicas. Mientras que en este trabajo se han

obtenido 3 reducciones logaritmicas en los primeros 10 minutos.

En la Figura 9 se presenta el efecto de la concentracion y el tiempo de contacto con
acido galico en la inactivaciéon de la bacteria E. coli. Se observa que en las cuatro
concentraciones empleadas 0.05 M, 0.1 M, 0.15 My 0.2 M de acido galico se logran
reducciones de mas de 3 ciclos logaritmicos en el tiempo de 5 minutos del
tratamiento, siendo que en las concentraciones 0.15 y 0.2 M se obtienen las
mayores inactivaciones microbianas; en la concentracién 0.15 M hay una reduccion
microbiana de aproximadamente 5 ciclos logaritmicos en 5 minutos vy
posteriormente en la concentracién 0.2 M ésta se obtiene en la mitad del tiempo,
2.5 minutos. En el tiempo corto de 0.5 min se observa que a partir de la

concentracion de 0.15 M no hay efecto de la concentracién, deteniéndose en 4



ciclos logaritmicos aproximadamente. Para la concentracion 0.25 M en 2.5 y 5 min,

se observa que ya no hay efecto en E. coli debido a la resistencia al tratamiento.

En la Figura 10 se presenta el efecto de la concentracién y el tiempo de contacto
con acido galico en la inactivaciéon de la bacteria S. Typhimurium. Se observa que
en los tiempos cortos de 2.5 min de las concentraciones empleadas 0.05 M, 0.1 M,
0.15 My 0.2 M no hay mas de 2 ciclos logaritmicos de reduccion microbiana; para
los tiempos de 5 min a partir de la concentracién 0.15 M se logran mas de 3 ciclos
logaritmicos, donde en la concentracion 0.20 M se obtiene la mayor inactivacion
microbiana de mas de 5 ciclos logaritmicos. Posteriormente para los tiempos de 10
min, existe un aumento constante en la inactivacion microbiana alcanzando una
reduccion mayor a 4 ciclos logaritmicos, sin embargo, en la concentracion 0.25 no
existe un efecto en S. Typhimurium ya que en los tiempos 5 y 10 min, las
reducciones logaritmicas son las mismas de mas de 5 ciclos debido a la resistencia

al tratamiento.
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Figura 9. Efecto de la concentracién y el tiempo de contacto con acido galico en la
inactivacién de E. coli (1 x 10 CFU/mL).
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Figura 10. Efecto de la concentracion y el tiempo de contacto con acido galico en
la inactivacion de S. Typhimurium

Como ya se mencion6 anteriormente, cuando el acido galico es irradiado con luz
UV-C su actividad antimicrobiana aumenta lo que conlleva a la generacién de ROS
y compuestos fotooxidados (Luna-Dominguez et al., 2023); la resistencia de E. coli
al tratamiento se debe a la sintesis de proteinas de novo inducidas por el estrés
(Noma, 2006). Un estudio hecho por Kim & Lee en 2021, indican que E. coli entre
otros microorganismos cuando entran en contacto con agentes téxicos, se detecta
una muerte celular programada similar a la apoptosis donde se producen dafos en
el DNA, produccién de una proteina similar a caspasa, contraccion celular y
despolarizacion de la membrana. Por otro lado, Salmonella spp. ha desarrollado
una sélida respuesta antioxidante para sobrevivir al estrés del medio ambiente; esta
bacteria responde con un robusto sistema de reparacion del ADN como reparacion
de bases (deoBCD), reparacion de desajustes de bases unicas (dinlG), reparacion
temprana de roturas de doble hebra (yebG), reparacion de multiples roturas de
doble hebra (recAN) y replicacion del ADN (polB, dinP). Asi como sistemas de
reparacion de proteinas codificando proteinas de choque térmico (Liu et al., 2020).



Para la Figura 9 y 10, los resultados obtenidos se pueden comparar con los
obtenidos por Luna-Dominguez et al., 2023; para E. coli, donde se han ocupado
parametros similares a este trabajo, reportaron que el aumento de la concentracion
de acido galico aumento la reduccidn microbiana de E. coli, que también se puede
observar en S. Typhimurium. Salmonella podria retrasar su muerte debido a que
constituyentes de la membrana celular y constituyentes intracelulares de las
bacterias que mueren primero, protegen del tratamiento a las bacterias restantes
(Humpheson et al. 1998), esta enterobacteria ademas muestra resistencia a los
desinfectantes al formar biopeliculas en superficies bibticas y abidticas (Ohashi et
al., 2022). Cossu et al., 2016 demostré que hay una interaccion sinérgica entre la
luz UV-Ay el acido galico para inactivar a E. coli O157:H7 en espinacas, por lo tanto,
es un tratamiento eficaz para la desinfeccién de productos frescos a un bajo costo,
escalabilidad y sin toxicidad, examiné como 10 mM de acido galico combinados con
luz UV-A logran una reduccion de >5 log (inactivacion casi total) en un tiempo de
contacto de 30 minutos.

Tabla 9. Parametros del Modelo de Monod para la inactivacion microbiana con
acido galico de E. coli.

Aplicacién Tratamiento  u [log(N/NO)] K (M) R
Hisopo Sin spnicar 5.07 £ 0.07 0.09 £ 0.01 0.98
Sonicado 3.52+0.01 0.01 £0.01 0.99
Hoja Sin sonicar 5.57 + 0.96 0.17 £ 0.04 0.99
Sonicado 25.12+4.13 0.79+£0.16 0.94
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Figura 11. Efecto de la concentracion de acido galico y sonicacion sobre la
inactivacion de E. coli inoculada en acelga. Muestra tomada con hisopo (izquierda)

y en agua peptonada (derecha).



Tabla 10. Parametros del Modelo de Monod para la inactivacion microbiana con
Acido galico de S. Typhimurium.

Aplicacién Tratamiento  u [log(N/NO0)] K (M) R
Hisopo Sin sonicar 18.38 £ 3.21 0.42 £ 0.09 0.99
Sonicado 8.78 £ 0.09 0.10 £ 0.01 0.99
Hoja Sin sonicar 7.24 £0.75 0.15+0.04 0.99
Sonicado 540+ 0.21 0.05+0.01 0.94

0.00 0.00

0.0 .05 0.10 0.15 0.20 0.
-1.00
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-6.00 -3.00

Concentracién de acido galico Concentracion de acido galico
Figura 12. Efecto de la concentracion de acido galico y sonicacién sobre la
inactivacion de S. Typhimurium inoculada en acelga. Muestra tomada con hisopo
(izquierda) y en agua peptonada (derecha).

Se aplicé la forma negativa del modelo de Monod para ajustar la cinética de
inactivacion microbiana de acido galico contra S. Typhimurium y E. coli inoculadas
en hojas de acelga a diferentes concentraciones, en las Tablas 9 y 10 se muestran
los parametros del modelo antes mencionado con y sin la limpieza ultrasénica; de
acuerdo con los datos experimentales se demuestra que existe un ajuste adecuado
conuna R>0.94. Para E. colila tasa maxima de inactivacién uyy la constante media
de concentracion K, oscilaron entre 5.07 - 25.12 y 0.09 - 0.79 M, respectivamente;
esto quiere decir que durante el tratamiento la bacteria demostré tener menor
resistencia. Para S. Typhimurium la tasa maxima de inactivacion y y la constante
media de concentracion K, oscilaron entre 18.38 — 540 y 0.42 - 0.05 M,
respectivamente teniendo mayor resistencia al tratamiento.
Existe una diferencia significativa en la inactivacion microbiana de E. coli, se
observa que dependiendo el tipo de muestra (hisopo o agua peptonada) y si se
somete o no al tratamiento de sonicacion, la inactivacién en hisopos es menor a

comparacion de la inactivacién en agua peptonada; se necesita mas concentracion



cuando no se soénica para alcanzar mayor reduccién logaritmica 0.09 M para una
reduccion de 5.07, a comparacion de cuando se sonica 0.01 M para una reduccion
de 3.52, E. coli posee fimbrias usadas como mecanismo de adherencia a las
superficies celulares (Vidales Rodriguez et al., 2014), en este caso, debido a la
naturaleza del algodén de los hisopos y la hoja de acelga, se adhiere mayormente

al algodon.

El parametro K es la concentracion de acido galico (M) donde se alcanza la mitad
del ciclo logaritmico maximo, siendo mayor en agua peptonada que en hisopos, es
decir, se necesita una menor concentracion de acido galico cuando se usan los
hisopos ya que hay una mayor eficiencia del tratamiento, se observa una tendencia
lineal (derecha), donde al sonicar se alcanza mucho mas reducciones logaritmicas
25.12 sin embargo de mucha concentracion 0.79 M resultado que seria incoherente
porque la maxima concentracion utilizada fue de 0.2 M. Sin sonicar se observa
menor reduccion, pero a una concentracion aceptable; sin embargo, el fenémeno
de cola que se presenta en la Fig. 11 (izquierda) sugiere que E. coli se vuelve

resistente al proceso de inactivaciéon del tratamiento.

La inactivacion para S. Typhimurium por el contrario, es mayor en hisopo que en
agua peptonada, al igual que K; es decir, el tratamiento es mas eficiente en agua
peptonada con una menor concentracion de acido galico, 7.24 con una
concentracion de 0.15 M cuando se sonica y 5.4 con una concentracion de 0.05 M

cuando no se sonica.

En S. Typhimurium observamos que para mayores inactivaciones se necesita de
mas concentracion si no se soénica, pero al sonicar se reducen a ciclos logaritmicos
aceptables con una concentracion mas baja, por lo tanto, al igual que E. coli aplicar
la sonicacion aumenta la inactivacion. Y como se muestra en la Figura 12 (derecha),

Salmonella también presenta el fendmeno de cola.

Las Figuras de E. coliy S. Typhimurium (Figura 11 y 12) indican que la aplicacién
de la limpieza ultras6nica aumenta la inactivacion microbiana de ambos patégenos
gracias al fendbmeno de cavitacion, donde se facilita la eliminacién de las bacterias
de la superficie de la acelga y exponiéndolas al acido galico como agente



higienizante (Marques et al., 2019). Yang et al. En 2022 demostré que se generan
poros de manera temporal en la membrana celular de las bacterias permitiendo la
internalizacién del acido galico y sus ROS provocando su muerte, asi mismo Borges
et al., 2013 describié cdémo el acido galico altera la permeabilidad de la membrana
de E. coli, indica que concentraciones de ~1.5 mg/mL son criticas para observar
cambios fisicoquimicos en la bacteria; para Salmonella entérica, el acido galico
actua danando la integridad de la membrana citoplasmatica, provocando la fuga de

potasio y proteinas.

E. coliy S. Typhimurium muestran que, a bajas concentraciones de acido galico, se
logran mayores inactivaciones microbianas, donde E. coli muestra una menor
resistencia frente a Salmonella, como se menciond anteriormente, bacterias que
mueren primero en el tratamiento protegen a las restantes con sus constituyentes

de la membrana celular (Humpheson et al. 1998).

Se observa que entre mayor es la concentracion del acido galico, ambas bacterias
adquieren resistencia a la inactivacion con el tratamiento. Sin embargo, la limpieza
ultrasénica retrasa esta resistencia, ya que como se observa en las figuras 11y 12,
las lineas negras (sin sonicar) muestran una resistencia prematura a
concentraciones menores de acido galico. Los resultados obtenidos para E. coli y
S. Typhimurium se pueden comparar con los obtenidos por Moreno-Vazquez et al.,
2017, donde se evaluaron rangos de 5 a 15 mM de acido galico pero la combinacion
de 15 mM de acido galico y 15 minutos de limpieza ultrasonica logré las mayores
reducciones superando los 3-4 logs demostrando que concentraciones mas altas
incrementan la inactivacion junto con el uso del ultrasonido, pero deben equilibrarse

para no afectar el color o la textura de la acelga.



Conclusiones

Salmonella Typhimurium es una enterobacteria con mayor resistencia al
tratamiento a comparacién de E. coli teniendo una reduccion logaritmica
menor (S. Typhimurium 3.3 logs y E. coli 3 logs aproximadamente) entre 5 a
10 min con una concentracion de 0.15 M de acido galico.

El estudio encontrd que la concentracion de acido galico, asi como el tiempo
de contacto son factores criticos en la eficacia del tratamiento, ya que para
ambas bacterias la concentracion de 0.15 es la ideal alcanzado la maxima
inactivacion entre 5 a 10 minutos 3 logs (99.9%).

A menores concentraciones de 0.15 M de acido galico no hay una
inactivacion significativa de E. coli y S. Typhimurium solo con agua
peptonada. Cuando se combina la luz UV-C con la limpieza ultrasénica a
menores concentraciones de acido galico se logran mayores inactivaciones
microbianas entre 3 logs (99.9%) a 5 logs (99.999%).

A mayores concentraciones de acido galico superando la concentracion 0.15
M, se produce un efecto cola, es decir, las bacterias desarrollan resistencia
al tratamiento siendo ineficaz la desinfeccion con y sin la combinacion de los
métodos de desinfeccion.

El modelo de Monod en su manera negativa generé un adecuado ajuste de
los datos experimentales (R > 0.94) permitiendo la visualizacion de los datos.
La combinacion del acido galico mas la luz UV-C junto con la limpieza
ultrasonica, aumenta la inactivacion microbiana de ambos patégenos gracias

al fendmeno de cavitacion >3 logs.



10.Recomendaciones

Evaluar el crecimiento de las bacterias E. coli y S. Typhimurium en
concentraciones menores de 0.05 M de acido galico para determinar una
concentracion mas efectiva.

Monitorear la resistencia microbiana para asegurar que el uso de acido galico
mas el uso de la luz UV-C no conduzca a la seleccidén de cepas patdgenas
mas resistentes.

Realizar pruebas sensoriales a la acelga después de la combinacion de los
tratamientos para determinar su aceptabilidad.

Realizar pruebas bromatolégicas a la acelga después del tratamiento para
determinar si se han perdido nutrimentos necesarios.

Realizar el mismo procedimiento a otras enterobacterias de importancia en

la prevencién de ETAs.
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