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RESUMEN

Las enfermedades transmitidas por alimentos (ETAS), actualmente representan un ndmero
significativo de casos de hospitalizaciones e incluso fallecimientos a nivel mundial, problema
importante que afecta a los sistemas de salud de los paises implicados y también a su economia.
Se ha determinado que muchas de estas ETASs son causadas por la contaminacion cruzada entre
manipuladores y superficies de contacto directas e indirectas en los entornos de procesamiento
y a lo largo de la cadena de produccion, y que, entre otros factores, esta contaminacion se
produce por la presencia de biofilms. La principal herramienta para combatir la formacion de
estas estructuras, que relinen microorganismos y que se encuentran recubiertas y protegidas por
una matriz compleja, son los procedimientos de limpieza y desinfeccion que se realizan en los
ambientes de produccion. Sin embargo, se ha determinado que ciertos biofilms son capaces de
resistir la accion fisica y quimica de estos procedimientos y sobreviven a ellos. Actualmente se
cuenta con varias técnicas alternativas que se aplican para su control, no obstante, ain no se ha
conseguido un método totalmente eficaz que elimine por completo estas estructuras. Debido a
la naturaleza compleja y poco conocida de los biofilms, las tecnologias deben enfocarse a
prevenir la adhesion de estas estructuras a las superficies antes de tratar de eliminarlas, por lo
que la tecnologia Hurdle o de obstaculo se muestra como una alternativa interesante para hacer
frente a la presencia de biofilms. La fotocatalisis es una reaccién fotoquimica con efectos
oxidantes y antimicrobianos que se viene aplicando para la desinfeccion de agua y de aire, por
lo que considerarla para la aplicacion en la industria alimentaria, junto con recubrimientos de
dioxido de titanio (TiO-) y bajo radiacién UV que active la reaccion, podria convertirse en una
técnica innovadora y eficaz para la desinfeccion de superficies. Ademas, la aplicacion de las
altas propiedades biocidas de los aceites esenciales junto a la tecnologia mencionada, podria
potenciar los efectos de la técnica. Finalmente, debe considerarse con especial cuidado todos
los factores inmersos que podrian repercutir en los resultados del método, asi como,
investigaciones que lleven a cabo el ensayo bajo condiciones reales. Todas estas
consideraciones podrian esclarecer el grado de factibilidad de esta metodologia y con ello

proyectar su implantacion.

Palabras clave: Biofilm, superficie, fotocatalisis, recubrimientos de dioxido de titanio, radiacion

UV, aceites esenciales



ABSTRACT

Food-borne diseases (FBDs) currently account for a significant number of hospitalizations and
even deaths worldwide, a major problem affecting the health systems of the countries concerned
and also their economies. It has been determined that many of these FBDs are caused by cross-
contamination between handlers and direct and indirect contact surfaces in processing
environments and along the production chain, and that, among other factors, this contamination
is caused by the presence of biofilms. The main instrument to combat the formation of these
structures, which contain microorganisms and are covered and protected by a complex matrix,
are the cleaning and disinfection procedures applied in the production environments. However,
it has been determined that some biofilms are able to resist the physical and chemical action of
these procedures and survive them. Actually, there are several alternative techniques that are
applied for their control, although a totally effective method that completely eliminates these
structures has not yet been achieved. Since the complex and unknown nature of biofilms,
technologies must focus on preventing the adhesion of these structures to surfaces before trying
to remove them, so Hurdle technology is an interesting alternative to confront the presence of
biofilms. Photocatalysis is a photochemical reaction with oxidative and antimicrobial effects
that has been applied for the disinfection of water and air, so considering it for application in
the food industry, together with titanium dioxide coatings and under UV radiation that activates
the reaction, could be an innovative and effective technique for surface disinfection.
Furthermore, the application of the high biocidal properties of essential oils together with the
mentioned technology could potentiate the effects of the technique. Finally, special care must
be taken to consider all the factors involved that could affect the results of the method, as well
as research that makes the test under real conditions. All these considerations could clarify the

degree of viability of this methodology and consequently project its implementation.

Keywords: Biofilm, surface, photocatalysis, titanium dioxide coatings, UV radiation, essential

oils.



1. INTRODUCCION

Las enfermedades de transmision alimentaria (ETAs) son motivo de preocupacion actual ya
que son una de las principales causas por las cuales la poblacion mundial enferma. Debido a las
ETAs, aproximadamente 600 millones de personas enferman al afio y 420.000 de esta cifra,
fallecen (OMS, 2018). Estos datos demuestran claramente la contribucion en términos de salud
publica que tienen sobre la poblacién. En el 2018 se detectaron en Europa un total de 5.146
brotes transmitidos por alimentos, incluyendo entre ellos los de origen hidrico. Las tres ETAs
con mayor ndmero de casos fueron la campilobacterosis, la salmonelosis y finalmente,
las causadas por Escherichia coli tipo shiga-toxigénico (STEC) (EFSA-ECDC, 2019). En
consecuencia y a pesar de los avances tecnoldgicos en cuanto a procesamiento y produccion de
alimentos, aun existe una alta incidencia de brotes que afectan la salud de miles de

consumidores.

Las ETAs surgen por el consumo de alimentos que han sufrido algun tipo de contaminacién
que puede ser de tres tipos: fisica, quimica o microbiologica. Por otro lado, dicha contaminacion
puede darse mediante numerosas vias, siendo una de ellas el contacto con superficies
contaminadas (Gonzéalez-Rivas et al., 2018). Teniendo en cuenta que hay microorganismos que
logran resistir los procedimientos de limpieza y desinfeccion que se llevan a cabo actualmente
gracias a que son capaces de formar estructuras resistentes llamadas biofilms (Hascoét, 2019),
se debe enfocar los estudios a la busqueda de nuevas alternativas y estrategias para impedir la
formacion de estas estructuras en la industria alimentaria (Araujo et al., 2010). Estudiar con
profundidad la naturaleza y formacidn de biofilms en las superficies resulta de gran importancia
debido a su repercusion como factor de riesgo en cuanto a brotes de enfermedades que afectan
la salud publica (Jahid y Ha, 2012).

Uno de los objetivos de la industria alimentaria es ofrecer alimentos inocuos, lo que convierte
a los procedimientos de limpieza y desinfeccion en una de las principales herramientas para
prevenir que el producto final sea afectado por la contaminacion cruzada. En este sentido, la
ausencia de procedimientos que aseguren superficies con una carga nula de microbiota patégena
supone un alto riesgo, ya que existe gran probabilidad de que a lo largo del proceso el producto
entre en contacto con areas contaminadas (Maretrg et al., 2013). Ademas, no hay que olvidar
que la formacidn de biofilms en superficies industriales alimentarias supone también pérdidas

econdémicas, puesto que provoca corrosion, mal funcionamiento y deterioro de los equipos
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(Weng et al., 2016). Todo ello implica que el desarrollo de estrategias preventivas a la aparicion
de estas estructuras sobre superficies industriales tenga un alto interés entre los expertos de
calidad en la industria alimentaria. La naturaleza compleja de los biofilms y la capacidad que
poseen las células que los conforman para propagarse y fijarse firmemente en rincones de dificil
acceso, restan eficacia a la accion de los desinfectantes que se aplican actualmente (Martinez-
Suérez et al., 2016). Ademas, los microorganismos patdgenos que conforman estas estructuras
son causantes de enfermedades ain mas dificiles de combatir ya que, estas bacterias pueden
tolerar productos quimicos desinfectantes y también ofrecen resistencia a agentes antibidticos
actuales (Kordmahaleh y Shalke, 2013).

Por todo ello, es necesario plantear nuevas metodologias y generar productos adecuados para
resolver esta problematica. En este caso, la ciencia de la nanotecnologia, en especifico la
inclusion de nanoparticulas en materiales, se consolida como una nueva alternativa gracias a su
eficacia antimicrobiana, tanto para aplicaciones farmacéuticas, biomédicas, como alimentarias
(Khezerlou et al., 2018). En cuanto al uso de nuevas tecnologias, la fotocatalisis surge como un
método alternativo efectivo gracias a sus propiedades antimicrobianas (Luksiene, 2017),
ademas de ser un proceso sostenible, no téxico y poco costoso (Zhu et al., 2018). La tecnologia
de fotocatalisis aplicada en recubrimientos con sustancias fotocataliticas se presenta como una
nueva técnica no térmica para la desinfeccion de superficies que puede impedir el crecimiento

bacteriano o incluso eliminar microorganismos adheridos (Weng et al., 2016).

1.1 Objetivo

El objetivo del presente trabajo es conocer la importancia de los sistemas de desinfeccion en
continuo para su aplicacion en industria alimentaria, especificamente aquellos que se basan en
recubrimientos con sustancias fotocataliticas, y analizar, desde un punto cientifico y préactico,

la viabilidad de su implementacion en el mercado.

1.2 Metodologia

El presente trabajo se basa en la realizacion de una revision bibliografica sobre la aplicacion de
fotocatalisis en recubrimientos de superficies industriales y la posible inclusion de aceites
esenciales como agentes potenciadores del efecto antimicrobiano, todo ello como estrategia

alternativa para el control de biofilms.



Para proceder con el mismo, en primer lugar se realizO una busqueda de revisiones
bibliogréficas que apuntaban a la incidencia y repercusion de las ETAs a nivel global y la
relacién con la contaminacion cruzada causada por biofilms, todo ello para obtener una
valoracion critica y genérica sobre el tema. Posteriormente se exploré articulos cientificos que
obtuvieran resultados, evaluando la aplicacién de fotocatélisis en diferentes condiciones,
superficies y frente a microorganismos distintos, para asi visibilizar todas las circunstancias que
influyen sobre la efectividad del tratamiento. Se reconocid las consideraciones mas relevantes
que puedan aportar detalles sustanciales cuando se quiera aplicar la técnica en condiciones
industriales. Esta busqueda bibliogréfica se ha realizado en diferentes bases de datos (Tabla 1),
incluyendo operadores booleanos que la optimicen.

Tabla 1. Busqueda en las diferentes bases de datos (Elaboracion propia).

Bases de datos Palabras clave
Science Direct Biofilm surface AND disinfection NOT hospital
Google Scholar Photocatalysis OR Nanoparticles AND titanium dioxide
Springer Link Disinfection AND UV radiation AND food industry
MDPI Nanoparticles AND essential oils
NCBI Essential oils AND biofilm
Knovel Biofilm AND food industry

Disinfection photocatalysis AND food industry

A partir de la busqueda realizada, se hizo una sintesis de los aspectos mas importantes que se
incluirian en los apartados del trabajo, recopilando la informacién que diera pautas sustanciales

para una posible aplicacién en la industria alimentaria.

2. ENFERMEDADES TRANSMITIDAS POR ALIMENTOS

2.1 Datos cuantitativos

En el mundo, millones de personas enferman afio tras afio por el consumo de alimentos

insalubres, considerando asi que a nivel mundial aproximadamente una de cada diez personas

es victima de enfermedad tras haber ingerido alimentos contaminados. Segun célculos, cada



aflo mueren 2,2 millones de personas como consecuencia de enfermedades diarreicas, la
mayoria causadas por la ingesta de agua o alimentos contaminados. De entre ellas, se ha
indicado que las infecciones diarreicas hacen enfermar cada afio a aproximadamente 550

millones de personas (Jayasena et al., 2015).

El 2017 en EEUU se notificaron 841 brotes de ETAs, resultando en 14.481 casos, 827
hospitalizaciones, 20 muertes y 14 operaciones de retiro de producto. La categoria de alimentos
asociados a la mayoria de los brotes fue: moluscos, pescado, pollo y carne de res (segn orden
de mayor incidencia), norovirus fue la causa mas comun de los brotes (35%), luego Salmonella
spp. (29%), seguida por STEC (5%) y también Clostridium perfringens (5%) (CDC, 2019). En
una recopilacién de los informes presentados por el Sistema de Vigilancia de Brotes de
Enfermedades Transmitidas por los Alimentos (FDOSS) de EEUU, durante el periodo que
comprende del 2009 al 2015 se registraron 5.760 brotes de ETAS, que resultaron en
100.939casos, 5.699 hospitalizaciones y 145 muertes (Mattia et al., 2018). Microorganismos
patdgenos tales como Listeria monocytogenes, Salmonella spp. y STEC, fueron responsables
del 82 % de hospitalizaciones y muertes reportadas en personas con una sola etiologia
confirmada, siendo las causas de los brotes mas grandes Salmonella spp. y STEC. Las
categorias de alimentos responsables de las enfermedades causadas por estos brotes fueron:
pollo (12%), cerdo (10%) y vegetales sin semillas (10%). Es importante precisar que no se
identifican todos los brotes y la mayoria de ETAS se presentan fuera del escenario de un brote
reconocido (Mattia et al., 2018).

Por otro lado, en la Union Europea las zoonosis reportadas con mayor incidencia fueron, en
primer lugar, campilobacterosis, seguida de salmonelosis, STEC, yersiniosis y finalmente
listeriosis. La zoonosis con mayor nimero de hospitalizaciones y tasa de mortalidad mas
elevada fue la listeriosis. Cabe resaltar, que las infecciones producidas por STEC registraron
una tendencia en alza de 2014 a 2018 (EFSA-ECDC, 2018). En los ultimos afios ha habido
distintas crisis alimentarias, destacando entre ellas la ocurrida el 2017 cuando se registré un
brote de salmonelosis en leches infantiles en Francia, que provoco la intoxicacion de 38 bebés
menores de seis meses teniendo que ser retirados casi 7.000 toneladas de productos
potencialmente contaminados de 80 paises de Europa y del resto del mundo donde tambiéen eran
comercializados (EFSA, 2019). Curiosamente, en el 2011 se investigd en Espafia un gran brote
nacional de salmonelosis, detectada también en formula infantil (EFSA, 2019). Se determin6

que la cepa causante, Salmonella enterica ser. Poona, correspondié al mismo serotipo en las

6



dos crisis, hecho que lo relaciond con su persistencia en la industria alimentaria y la

contaminacién cruzada derivada.

Por otro lado, en agosto del 2019 se detecta un brote de listeriosis en Esparia, el mas importante
de la historia del pais y que hizo enfermar a mas de 200 personas, notificandose 3 muertes y
cinco casos de abortos (CCAES, 2019). En este contexto, entre el 2017-2018 se producia el
mayor brote de listeriosis del mundo, declarado en Sudéfrica, en el que se infectaron méas de
1000 personas, de entre las que mas de 200 murieron, y en consecuencia obligd a retirar y
destruir unas 12.000 toneladas de comida. También, en el 2018 se registr6 un brote de listeriosis
en Europa, vinculado a la produccion de hortalizas congeladas en una fabrica hingara que
afect0 a siete paises e hizo enfermar a 47 personas. Esta fabrica producia y exportaba para mas
de 100 paises (OMS, 2019). Por ello, recientemente y con el objetivo de aumentar los estandares
de inocuidad, la Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria (European Food Safety
Authority, EFSA) ha publicado una evaluacion sobre el riesgo que supone L. monocytogenes
durante el procesamiento de frutas y verduras congeladas, destacando como los principales
factores que pueden aumentar la contaminacion y/o crecimiento de este microorganismo
patdégeno: la higiene de las materias primas, la calidad microbioldgica del agua, las
combinaciones de tiempo y temperatura usadas a lo largo de la cadena de produccién y
finalmente las condiciones higiénicas de las instalaciones de procesamiento, haciendo hincapié

en las superficies de contacto directas e indirectas (EFSA et al., 2020).

2.2 Repercusion publica y econdmica

Las ETAs pueden afectar a personas de cualquier edad, sin embargo, se presentan cuadros mas
graves en nifios, embarazadas, ancianos y personas con el sistema inmunitario comprometido
(OMS, 2019). Se ha detectado mayor incidencia en poblaciones de bajos recursos y en nifios
menores de 5 afos, representando el 40 % del total de las ETAs producidas anualmente, lo que
se traduce en 125 mil muertes aproximadamente en este grupo poblacional (Jayasena et al.,
2015). Es importante destacar que hay un elevado numero de casos de ETAS que no se reportan
a las autoridades sanitarias (Ripolles-Avila, 2018). En muchas ocasiones, las personas que
sufren algun trastorno diarreico por haber consumido algun alimento en mal estado no acuden
a un centro de atencion de salud, por lo que estos casos no son registrados en las cifras oficiales

de estas patologias. Si se tomara en cuenta los casos que no son cuantificados, las ETAS se



identificarian como una de las enfermedades mas extendidas en el mundo contemporaneo
(Gonzélez-Rivas et al., 2018).

Ademas, las ETAs perjudican la economia y el comercio de la sociedad (OMS, 2019).
Considerando que el comercio de alimentos tiene un valor de 1,6 billones de dolares, los
calculos indican que el efecto de los alimentos contaminados cuesta a las economias de ingresos
bajos y medios, alrededor de 95 mil millones en pérdidas de productividad al afio (Jayasena
et al., 2015). Los costos socioecondémicos que causan las ETAS pueden clasificarse en: costos
para los individuos, para la industria y para el sector gubernamental encargado de salud publica.
De acuerdo con Kopper et al. (2009) se ha logrado estimar ciertas cifras econémicas a raiz de
casos por ETAs en distintos paises, teniendo que por ejemplo en Nueva Zelanda un caso
representa 462 ddlares estadounidenses (Scott et al., 2000), en Estados Unidos un rango medio
de 1.270 ddlares estadounidenses (Buzby y Roberts, 1997), en Canadd 1.100 dolares
estadounidenses por caso (Todd, 1989), en Inglaterra 50 ddlares estadounidenses (Roberts
et al., 2003) y en Suecia 303 ddlares estadounidenses (Lindqvist et al., 2001), considerando los
gastos médicos y perdida de productividad (Kopper et al., 2009). En consecuencia, las ETAS
son causa del impedimento en el desarrollo socioeconémico a nivel mundial. Segun los factores
mencionados, es importante considerar la inversion en tecnologias que contribuyan a la
deteccidn temprana de brotes, asi como que permitan prevenir estas amenazas en términos de

inocuidad de alimentos en todos los paises del mundo (OMS, 2019).

La distribucion mundial de alimentos, la globalizacion y el uso de productos importados
presenta una tendencia creciente en el futuro. Ello involucra dos ideas importantes, por un lado,
que el consumidor se podra beneficiar de una mayor y variada cantidad de productos, pero
también implica la posibilidad de mayores incidencias de transmision de ETAs a mayor escala.
Es por ello que los sistemas de vigilancia de salud publica requieren rigurosidad y analisis
critico de las causas por las que puede darse estos brotes alimenticios para poder solucionar
estas crisis. Sin medidas eficaces de prevencion, correccion y monitoreo, el beneficio
econdmico que puede lograr el comercio global de alimentos se vera disminuido por los costos

de salud publica que se generen en el consumidor (Hedberg, 2000; Unnevehr y Roberts, 2002).



2.3 Contaminacién cruzada

Hace mas de una década, la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) identific6 como
principales y mas frecuentes causantes de ETAs los siguientes factores: procedimientos de
coccion deficientes o preparacion de alimentos con demasiada antelacién a su consumo, mal
manejo de temperatura en el almacenamiento o conservacion, manipuladores enfermos o que
presentan higiene deficiente y, finalmente, la contaminacién cruzada (OMS, 2007; Rosas,
2007). Puede entenderse como el proceso por el cual los alimentos se contaminan cuando entran
en contacto con superficies, entre otras vias, que no se encuentran en condiciones higiénicas
(Possas et al., 2017). La contaminacion cruzada que se puede producir durante la elaboracién
de productos alimenticios, y esta directamente relacionada a las ETAs (Gonzalez-Rivas et al.,
2018). En un informe realizado en Espafia, que analizé la data de la Red Nacional de Vigilancia
Epidemioldgica (RENAVE) durante el periodo del 2008 al 2011, se consider6 que la
contaminacion cruzada era un factor que representaba el 26.5% de los brotes de transmision

alimentaria notificados (excluyendo brotes hidricos) (Espinosa et al., 1997).

Existen diferentes condicionantes que pueden potenciar la contaminacion cruzada. Por ejemplo,
cuando las superficies en contacto con alimentos cuentan con presencia de biofilms, el riesgo
de contaminacion cruzada por estos microorganismos aumenta ya que pueden transmitir
patdgenos a los alimentos (Ripolles-Avila et al., 2020). Cuando las superficies se encuentran
secas, el riesgo se reduce ya que el crecimiento y capacidad de supervivencia de los
microorganismos disminuye. Sin embargo, existen microorganismos capaces de soportar por
tiempo prolongados, situaciones de sequedad en las superficies (Rios-Castillo et al., 2020).
Ademas, se ha demostrado que hay patdgenos que permanecen viables en superficies secas de
acero inoxidable durante periodos de tiempo largos, dependiendo a su vez de los niveles de

contaminacion y el tipo de patégeno existentes (Kusumaningrum et al., 2003).

Segun la OMS, tanto Salmonella spp. como E. coli tienen una alta incidencia en la
contaminacion cruzada desde superficies y utensilios contaminados durante la preparacion de
alimentos, ademas de por contaminacion fecal del agua o por coccion ineficiente (OPS, 1993).
En el caso de Salmonella spp., se ha indicado que el microorganismo cuenta con un alto
potencial para actuar como fuente continua de contaminacién en superficies. Este
microorganismo puede permanecer viable en las superficies de contacto con alimentos durante

periodos de tiempo considerables, incrementando las posibilidades de ocurrencia de
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contaminacion cruzada entre utensilios, manipuladores y superficies (Carrasco et al., 2012).
Ademas, su persistencia en entornos de procesamiento se debe a la capacidad para formar
biofilms (Soni et al., 2013). Las células de biofilm de Salmonella spp. muestran ser mas
resistentes a los desinfectantes que las células plancténicas, pudiendo resistir tensiones
mecénicas y quimicas (Joseph et al., 2001). En caso de E. coli O157:H7, una cepa concreta de
STEC, también se ha relacionado de forma directa con ser causante de brotes en la industria
alimentaria debido a contaminacion cruzada (Warriner et al., 2002). Este microorganismo es
capaz de sobrevivir durante prolongados periodos de tiempo en las superficies ya que posee una
alta capacidad para resistir en diversos entornos y condiciones, lo que se acentda si ademas no
se cuenta con medidas de higiene suficientes ni adecuadas (Wilks et al., 2005). En cuanto a L.
monocytogenes, hay estudios en los que se ha determinado que este microorganismo se
encuentra en numerosos entornos de proceso en las instalaciones alimentarias analizadas,
representando asi un riesgo consistente de contaminacion cruzada (Borucki et al., 2003;
Muhterem-Uyar et al., 2015; Ripolles-Avila, 2018). L. monocytogenes es un microorganismo
patdgeno capaz de sobrevivir mas tiempo que otras bacterias (Ryser y Marth, 2007). Ademas
es un microorganismo psicotrofo capaz de crecer a temperaturas de refrigeracion (Newell et al.,
2010), tolerar diferentes rangos de pH, sobrevivir altas concentraciones de cloruro de sodio
(Rocourt y Buchrieser, 2007) y también posee mecanismos de control que contribuyen a

expresar un factor de virulencia (Vera et al., 2013).

Los microorganismos se pueden incorporar a los alimentos durante la elaboracion de los
mismos debido a la contaminacion cruzada originada, entre otros, por procesos de limpieza y
desinfeccion deficientes. Debido a que estos procedimientos tienen como principal objetivo
eliminar la presencia de microorganismos, son por ello cruciales para evitar la contaminacion
posterior en alimentos (Nerin et al.,, 2016). Siendo una de las principales causas de
contaminacion cruzada, el contacto de superficies contaminadas con presencia de biofilms, es
importante ampliar y mejorar los conocimientos de contaminacion de superficies, asi como de
los mecanismos de limpieza 6ptimos que contribuyan a optimizar el disefio higiénico de las

instalaciones, lo cual repercutira positivamente en la seguridad del producto (Faille et al., 2018).

3. BIOFILMS EN LA INDUSTRIA ALIMENTARIA

Las instalaciones de las industrias alimentarias reinen condiciones favorables para el desarrollo

de biofilms, como por ejemplo la presencia de nutrientes y agua. Los biofilms pueden
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desarrollarse en superficies de diversos materiales como metal, plastico y vidrio, todos ellos
presentes en las salas de procesamiento de alimentos (Elortondo et al., 1999). La presencia de
biofilms formados por microorganismos patogenos establece un alto riesgo de propagacion de
ETAs, ya que estas estructuras son una de las principales fuentes de contaminacion de alimentos
(Shi y Zhu, 2009), afectan la inocuidad, disminuyendo a su vez la vida Util de los productos
(Chmielewski y Frank, 2003).

La formacion de un biofilm es un proceso complejo que inicia cuando quedan residuos
orgénicos del procesamiento de alimentos, y se depositan en las superficies. Luego de ello, los
microorganismos presentes en el medio son atraidos por las superficies ahora “acondicionadas”.
Los microorganismos que permanecen tras no ser eliminados por los procedimientos de
limpieza y desinfeccion, conocidos como la microbiota residente, inician la formacién de
biofilms. EI desarrollo se propicia debido a la transmision de informacion genética entre

microorganismos y la deteccion de células similares (Shiy Zhu, 2009).

3.1 Adhesion microbiana y desarrollo de biofilms

Los microorganismos se adhieren a superficies vivas o sustratos inertes como una estrategia de
supervivencia que da lugar a la formacion de biofilms (Aradjo et al., 2010). Los biofilms
consisten en un conjunto de microorganismos inmovilizados, recubiertos por una matriz
compuesta por polisacaridos, proteinas y ADN extracelular (Gonzélez-Rivas et al., 2018). Las
células de un biofilm tienen distinto comportamiento, fisiologia y fenotipo que las células
planctonicas debido a su estructura de proteccion (Shiy Zhu, 2009; Simdes et al., 2010). Cada
célula de un biofilm vive en una “microcolonia” personalizada dentro de una comunidad

microbiana, reaccionando segun el entorno (Costerton, 1995).

La formacion de biofilms comprende varias etapas y estd determinada por parametros
ambientales y caracteristicas propias de los microorganismos que los conforman (Liu y Tay,
2001; Mittelman, 1998). Las cinco etapas para que se lleve a cabo la formacién de un biofilm
son (Figura 1): 1) Adhesion reversible; 2) Adhesion irreversible; 3) Formacion de
microcolonias; 4) Maduracién del biofilm; y finalmente, 5) Disociacién de las células y
colonizacién de una nueva superficie (Costerton et al. 1995; Donlan 2002). Segun el proceso

de formacion y el entorno, para la formacion de un biofilm el acondicionamiento del sustrato a
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colonizar y la adhesion de los microorganismos resultan factores criticos (Zottola y Sasahara,
1994).

La etapa inicial de adhesion es un paso crucial para el desarrollo de los biofilms (Aradjo et al.,
2010). Ademas, es un proceso complejo en el que intervienen factores fisicoquimicos propios
del medio de sustrato o superficie donde se adhieren y por otro lado, propiedades fisicoquimicas
de la superficie celular (Donlan, 2002; Shi y Zhu, 2009). Cuando se lleva a cabo este proceso,
se produce la adhesion de las células en dos etapas, primero una adhesion reversible y luego
una irreversible (Kumar y Anand, 1998). En la adhesion reversible intervienen las fuerzas de
atraccion de Van der Waals, las fuerzas electrostaticas, interacciones acido-base e interacciones
hidrofobicas (Aradjo etal., 2010; Liu y Tay, 2001; Mittelman, 1998). En la adhesion
irreversible se producen interacciones dipolo-dipolo, enlaces i6nicos y covalentes e
interacciones hidrofébicas. Las fimbrias, estructuras microbianas, forman un puente entre la
celulay el sustrato dando lugar a una asociacion irreversible con la superficie (Marshall et al.,
1971).

Adhesién Adhesion Formacidn Maduracion Dispersion
reversible irreversible microcolonias del biofilm del biofilm

Figura 1. Fases para la formacion de un biofilm. Elaboracion propia.

En cuanto a la superficie celular, la carga superficial, la propiedad de donar y aceptar electrones
asi como la hidrofobicidad son importantes en la etapa de adhesion (Aradjo et al., 2010). La
superficie celular bacteriana posee hidrofobicidad gracias a las fimbrias, flagelos y
polisacaridos (Shi y Zhu, 2009). Ademas, los apéndices celulares y la producciéon de
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exopolisacaridos, asi como otras substancias, también influyen en esta etapa (Araujo et al.,
2010; Palmer et al., 2007).

Por otro lado, en cuanto al medio, factores como las propiedades fisicoquimicas del sustrato y
la accion de los electrones implicados, el acondicionamiento de la superficie, la aspereza o
rugosidad y el transporte de masa también podrén afectar la etapa de adhesion (Aradjo et al.,
2010; Palmer et al., 2007). También se debe considerar el pH, la temperatura y los nutrientes
de la superficie (Kumar y Anand, 1998; Shi y Zhu, 2009), asi como la humedad existente
(Giaouris et al., 2005). Sin embargo, hay evidencia de que en condiciones inversas también se
puede desarrollar un biofilm, como es el caso de Staphylococcus aureus capaz de producir
biofilms en superficies secas de acero inoxidable (Fuster-Valls et al., 2008). Dentro de un
biofilm existe amplia heterogeneidad y basta capacidad de comunicacién entre sus miembros
(Kordmahaleh y Shalke, 2013). El proceso conocido como “deteccion de quorum”, es esencial
para su desarrollo (Gonzalez-Rivas et al., 2018). Las interacciones entre “micro poblaciones”
bacterianas pueden tener gran influencia en la estructura y fisiologia de las comunidades que
forman un biofilm, sobre todo en la etapa inicial de adhesion que sera fundamental para el

desarrollo del mismo (James et al., 1995).

3.2 Persistenciay resistencia

Las células dentro del biofilm se comunican mediante la “deteccion de quorum”, lo cual
contribuye a dificultar el desprendimiento de los biofilms (Donlan, 2002). La interaccion que
se lleva a cabo dentro de un biofilm podria ser determinante para la formacién de los mismos y
para la resistencia a agentes antimicrobianos. En entornos de procesamiento de alimentos, los
multiples microorganismos que forman un biofilm puede competir, cooperar y comunicarse
entre si (Gkana et al., 2017).

La capacidad de supervivencia de los microorganismos que conforman a los biofilms radica en
la estructura compleja y tridimensional que poseen, provista de distribuciones y canales en su
interior (Jahid y Ha, 2012). La composicion de esta estructura hace posible que los nutrientes y
el agua circulen en su interior, ademas de permitir la eliminacién de residuos que puedan
generarse (Donlan y Costerton, 2002). Ademas, gracias a la proteccion que poseen,
salvaguardan su interior ante la aplicacion de productos quimicos y procedimientos mecanicos

de desinfeccion (Weng et al., 2016). Se ha demostrado que las bacterias pueden volverse
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resistentes a determinados tratamientos quimicos que se les apliquen, en un estudio se
monitored la formacion de biofilms de Yersinia enterocolitica durante 5 dias, en una planta
procesadora de carne de cerdo y bajo las condiciones del programa de limpieza que se
desarrollaba cotidianamente. En los resultados se reflejo cierta recuperacion celular, biofilms
mas robustos y mayor resistencia al hipoclorito de sodio (Wang et al., 2017). En otros estudios
se puede ver que las fuentes de estrés diversas y los antibi6ticos a los que son expuestos los
microorganismos provocan que éstos emitan respuestas adaptativas (De la Fuente-Nuriez et al.,
2013) .

Por otro lado, es necesario seleccionar cuidadosamente el procedimiento de limpieza y
desinfeccion a implantar, asi como los agentes quimicos correctos para hacer frente a los
biofilms ya que las condiciones hidrodindmicas que se provoquen en el entorno, tendran
influencia en las propiedades de resistencia de los mismos, tal y como indicado en el estudio
realizado con biofilms de Pseudomonas fluorescens (Simdes et al., 2006). Ciertos
microorganismos en superficies himedas son capaces de producir biofilms después de 24 horas,
por ello se puede considerar que el agua es un factor determinante en la formacién de estas
estructuras. En consecuencia, el secado répido de las superficies luego de los procesos de
higienizacion, contribuira a aminorar la proliferacion de bacterias (Fuster-Valls et al., 2008).
La proximidad de las células entre si, en la etapa de formacién de un biofilm, dificulta la
reaccion y la difusion del agente de limpieza que se aplique en la superficie donde se esté
formando esta estructura, ya que las células més profundas no serdn alcanzadas por los
productos desinfectantes. La cantidad de nutrientes dentro de la matriz también sera distinta
segun el area, reflejando microambientes fisicoquimicos distintos que produciran distintos
fenotipos dentro del biofilm. La naturaleza heterogénea de la composicion del biofilm
contribuird a que la estructura tenga reacciones diversas segun las condiciones y el medio donde
se encuentre (Gilbert et al., 2003).

La presencia de distintos microorganismos segun el tipo de industria alimentaria es otro factor
a considerar ya que, segun condiciones ambientales adecuadas, cualquier microorganismo es
capaz de formar un biofilm (Lasa et al., 2005). De acuerdo a ello, la mayoria de biofilms que
se encuentran en ambientes de procesamiento estdn conformados por cepas distintos de
microorganismos (Colagiorgi etal., 2017). La composicion heterogénea de los biofilms
requiere estudios diferenciados, por ello se considera este factor, asi como cuando se trata con

cepas puras en ambientes controlados (Carpentier y Cerf, 1993) o cuando se evalua la adhesion
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microbiana dentro de los mismos entornos de procesamiento (Kumar y Anand, 1998). Ademas,
los biofilms logran formarse en sustratos de distintos materiales como aluminio, acero
inoxidable, vidrio, etc. y todos estos materiales pueden encontrarse en los entornos de
procesamiento de la industria alimentaria (Aradjo etal., 2010). Por ejemplo, estudios
demuestran que los biofilms se forman preferentemente en las cintas transportadoras (Fagerlund
etal., 2017). En consecuencia, el reconocimiento de la presencia de biofilms en las superficies
de equipos de procesamiento, asi como de los lugares criticos en los cuales pueden
desarrollarse, serd fundamental para desarrollar tecnologias que logren inhibir su formacion

(Jessen y Lammert, 2003).

3.3 Control e inhibicion en la industria alimentaria

La correcta ejecucion de los procedimientos de limpieza y desinfeccion resulta determinante
para controlar la posible formacion de biofilms. La limpieza puede eliminar casi el 90 % de
microorganismos que se encuentran en una superficie (Dunsmore, 1981), sin embargo, las
bacterias en suspension pueden instalarse en otros lugares y con condiciones propicias formar
de nuevo un biofilm (Gibson et al., 1999). Ademas, la friccidbn mecanica no puede eliminar por
completo las bacterias (Jessen y Lammert, 2003), por ello la aplicacion de un tratamiento
quimico y mecénico a la vez es necesario para eliminar a los biofilms (Srey et al., 2013). Las
zonas de dificil acceso como grietas y ranuras, donde pueden formarse estas estructuras,
constituyen la principal limitacién de los procedimientos de limpieza (Hernandez y Gizem,
2012; Serra, 2003).

Mientras que con la limpieza se retiran los residuos organicos, la desinfeccion posterior es
necesaria para eliminar los posibles microorganismos presentes, una desinfeccion incorrecta
permitira el crecimiento de biofilms (Gonzélez-Rivas et al., 2015). Ademas, es de suma
importancia el tiempo de contacto del producto quimico desinfectante con la superficie a
esterilizar, que en la mayoria de casos debe ser de minimo 5 minutos. La eficacia de la

desinfeccion dependera directamente del desempefio de la limpieza previa (Serra, 2003).

Por otro lado, un estudio demostr6 que los altos niveles de carbohidratos extracelulares
producidos por L. monocytogenes aumentan su capacidad de formar biofilms. En este caso,
estudios geneticos que se enfoquen a la sintesis de carbohidratos contribuiran a entender el

mecanismo de esta propiedad y con ello al control de biofilms de este microorganismo (Chae
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et al., 2006). Si bien es méas adecuado lograr prevenir la formacion de estas estructuras antes
que buscar tratamientos para eliminarlos, en la actualidad ain no se cuenta con un método que
logre totalmente este objetivo (Simdes et al., 2010). Los procedimientos de limpieza y
desinfeccion convencionales son una herramienta importante para el control de biofilms, por

ello, una revision méas amplia sobre los métodos actuales se desarrolla a continuacion.

4. LIMPIEZA Y DESINFECCION CONVENCIONAL EN LA INDUSTRIA
ALIMENTARIA

La limpieza y desinfeccion en la industria alimentaria son fundamentales para obtener
productos inocuos. Ademas, son procedimientos esenciales para evitar que se produzca
contaminacion cruzada y para asegurar el funcionamiento 6ptimo de maquinaria 'y equipos. Los
procedimientos de limpieza y desinfeccion deben estar enfocados a prevenir brotes de ETAs y
asi salvaguardar la salud del consumidor. Aunado a ello es importante monitorear y verificar
que el procedimiento se realice de manera Optima y asi cumplir los objetivos antes
mencionados. Dada la importancia que tienen los procesos de limpieza y desinfeccion en la
industria alimentaria, estos procedimientos merecen el mismo valor que cualquier otra etapa

del proceso de produccion (Blackburn y McClure, 2009).

Es preciso tener en cuenta que una superficie aparentemente limpia a la vista puede no estarlo,
y justamente esta consideracion puede interferir en la conformidad de los procedimientos de
higienizacion. Un ejemplo demostrativo es el agua turbia, la que requiere alrededor de 2.500
millones de bacterias para que muestre esta condicion (OMS, 2007). Sin embargo, para
enfermar a una persona es suficiente la presencia de menos de 100 células microbianas en el
caso, por ejemplo, de Shigella spp. (Gonzalez-Torralba y Alos, 2015) o incluso menos, como
en el caso de infecciones por STEC, que se producen con una baja dosis infectiva de tan solo
10 células bacterianas (Rubeglio y Tesone, 2007).

Distinguir los conceptos de limpieza y desinfeccion es importante, la limpieza se refiere al
proceso de remover fisicamente la suciedad mientras que la desinfeccion consiste en eliminar
microorganismos hasta niveles indetectables (OMS, 2007). Las estrategias de limpieza se
clasifican dos categorias distintas, la Limpieza Fuera De Lugar o limpieza C.O.P. (Cleaning out
of place) y la limpieza in situ o limpieza C.1.P. (Cleaning in Place). ElI método C.O.P, es un

procedimiento de limpieza que puede ser manual o asistido por una maquina, en superficies
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expuestas o con equipos que se pueden desmontar. Se enjuaga, limpia y desinfecta con ayuda
de instrumentos como cepillos y dispositivos a alta presion con agua caliente, detergente y
desinfectante (Berk, 2013). En cuanto a la limpieza, el método CIP es un procedimiento de
limpieza muy utilizado en industrias procesadoras de alimentos. Este es el procedimiento de
higienizacion que se realiza en un sistema sin necesidad de desmontarlo, generalmente para
limpiar tuberias o equipos internamente. Este procedimiento es controlado por un programa que
tiene previamente establecidos determinados tiempos y dosificaciones, tanto de agua como de
productos quimicos que se aplicaran durante el proceso de limpieza. Durante el funcionamiento
se monitorea los tiempos de permanencia de los agentes quimicos, asi como de las operaciones
de enjuague y secado (Fellows, 2017). Ademas, se regula la temperatura, la conductividad y la
velocidad del flujo (Van Asselt et al., 2002). La incrustacion en instalaciones que se higienizan
por CIP es un punto critico a tener en cuenta (Van Asselt et al., 2002). Al evaluar la eficacia de
estos sistemas de limpieza, se ha encontrado contaminacion superficial significativa en forma
de esporas gracias a un fenémeno de re-adhesion en las lineas de proceso, dado por suspension
del agua a cierta temperatura (Le Gentil et al., 2010). Por lo tanto, considerar la posible

formacion de biofilms es fundamental para el disefio de sistemas CIP (Kumari y Sarkar, 2014).

En cuanto a los desinfectantes quimicos utilizados en la industria, el perxido de hidrégeno es
un desinfectante muy utilizado (Srey et al., 2013), los productos a base de cloro también son
muy comunes, sin embargo ya se cuenta con evidencia de resistencia de las bacterias patégenas
a estos productos (Anese et al., 2015; Srey et al., 2013). Por otro lado, el ozono es un gas
empleado también como agente antimicrobiano (Khadre et al., 2001), sin embargo se determind
que ciertos microorganismos podrian resultar resistentes a su aplicacién, probablemente por
ciertas reacciones entre el ozono y la matriz del biofilm (Srey et al., 2013). Otro desinfectante
usado es al acido peracético, no obstante podria ser menos efectivo contra biofilms, ya que al
parecer no degrada la matriz sino que le otorga mas estabilidad (Srey et al., 2013). Finalmente,
el amonio cuaternario es otro desinfectante que se usa con frecuencia, la baja tension superficial
gue posee le permite penetrar en diferentes materiales, sin embargo podria ser ineficaz frente a
biofilms de L. monocytogenes que han mostrado resistencia luego de su aplicacion (Frank y
Koffi, 1990).

En la actualidad aun no se cuenta con un procedimiento de limpieza y desinfeccion totalmente
eficaz que pueda eliminar totalmente un biofilm (Jessen y Lammert, 2003). Las estrategias

convencionales para el control de estas estructuras estan basadas en la aplicacion de productos
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guimicos, sin embargo es posible que los microorganismos desarrollen resistencia a estos
métodos debido a intercambios genéticos o mutacion (Gilbert et al., 2003). Ademas, los
métodos tradicionales de limpieza y desinfeccion, que en su mayoria se basan en principios
mecanicos, quimicos o térmicos, suelen demandar elevadas cantidades de energia y tiempo.
Todos estos factores revelan la necesidad de buscar nuevas metodologias alternativas que
optimicen los procedimientos de limpieza y desinfeccion tradicionales, que sean eficaces y a la
vez requieran: menos tiempo, costos mas bajos, menor consumo energético, mayor

sostenibilidad y ademas que no resulten dafiinas para los utensilios y equipos (Otto et al., 2011).

5. TECNOLOGIAS PARA PREVENIR FORMACION DE BIOFILMS FRENTE A
METODOS CONVENCIONALES

Conocer las caracteristicas fisioldgicas de las células que conforman los biofilms es necesario
a la hora de plantear métodos para su eliminacion, asi como tener en cuenta la aplicacion de
métodos fisicos que afecten su estabilidad (Lasa et al., 2005). Entre las principales tecnologias
alternativas para el control de biofilms, destacan diversas técnicas como: bacteriéfagos,
bacteriocinas, biosurfactantes, enzimas, fotocatalisis, nanotecnologia, aceites esenciales, entre
otros (EFSA et al., 2020). Las enzimas se muestran como una alternativa acertada ya que si se
utiliza una mezcla variada de estas proteinas, se logra degradar la matriz del biofilm (Simdes
et al., 2010). Por otra parte, el uso de bacteriéfagos como agentes de control previo o junto a la
aplicacion de biocidas quimicos es otro método para impedir la adhesién microbiana (Griffiths,
2010). Otra opcidn son los biosurfactantes, compuestos de origen microbiano que tienen la
capacidad de modificar las propiedades hidrofdébicas de la superficie bacteriana, alterando la

adhesion a otras superficies (Coronel-Leon et al., 2016).

Los aceites esenciales, son compuestos naturales con efectos de conservacién y con propiedades
antimicrobianas (Szczepanski y Lipski, 2014), algunos de ellos muestran aptitudes para el
control de biofilms (Campana et al., 2017). Otra alternativa es la fotocatalisis, una tecnologia
versatil que se emplea para la desinfeccion en varias industrias y entornos como plantas de
tratamiento de agua potable y aguas residuales, hospitales, laboratorios, entre otros. Esta
tecnologia resulta eficiente ya que es capaz de inactivar una amplia gama de microorganismos
nocivos en diferentes medios (superficies, agua, aire, etc.). Por otra parte, las nanoparticulas de
ciertos compuestos, muestran un gran potencial para evitar la formacion de biofilms (Awasthi

et al., 2020), por lo que su incorporacidn en recubrimientos aplicados en superficies de contacto
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seria también una alternativa. Ademas, la aplicacion de recubrimientos fotocataliticos en
diversas superficies cuenta con un gran potencial por su capacidad de “auto desinfeccion”, muy
necesaria para entornos que requieren estandares altos de higiene (Gamage y Zhang, 2010),
aplicar recubrimientos “autolimpiantes”, podria reducir el uso de productos quimicos y mano

de obra (Weng et al., 2016).

La tecnologia de obstaculo o Hurdle es otra opcion prometedora para el control de biofilms
(Srey etal., 2013), esta tecnologia comprende la mezcla de dos o mas técnicas que hayan
demostrado ser efectivas para el control de microorganismos, sin embargo, la combinacion debe
ser adecuada para lograr buenos resultados (Srey et al., 2013). Por ejemplo, la aplicacion de
agentes quimicos y campos eléctricos, ambas técnicas combinadas contribuirian a que los
productos quimicos penetren en la matriz del biofilm (Bower et al., 1996). Otro modelo de la
tecnologia Hurdle es el uso de la técnica de ultrasonido junto a la aplicacion de ozono en
superficies de acero inoxidable. Al parecer combinar estas dos técnicas reflejaria mejores
resultados (Baumann et al., 2009). La aplicacion de radiacion UV en superficies recubiertas con
dioxido de titanio (TiO2), se presenta como una técnica Hurdle de elevado interés para el control
de biofilms, ya que al inactivar microorganismos bajo exposicion a luz visible y en especial con
luz ultravioleta (Nica et al., 2017), podria ser una alternativa interesante para la desinfeccion en

entornos de procesamiento.

6. FOTOCATALISIS EN RECUBRIMIENTOS DE SUPERFICIES
ALIMENTARIAS

Actualmente, la fotocatalisis es una técnica que cuenta con varios estudios y aplicaciones para
tratar la contaminacién ambiental (Xu et al., 2014), en cambio, su aplicacion como técnica

antimicrobiana en la industria de alimentos atn no ha sido muy desarrollada.

6.1 Fotocatdalisis

La tecnologia de fotocatélisis o fotoactivacion se lleva a cabo cuando una sustancia
fotocatalizadora absorbe energia. La fotocatalisis es una reaccién fotoquimica que se basa en la
oxidacion de compuestos organicos volatiles presentes en el aire, mediante un catalizador
semiconductor que se activa por una luz con determinada longitud de onda. Para que se lleve a

cabo esta reaccidn, es necesario contar con un compuesto oxidante a degradar, un medio donde
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se produzca la reaccion, un fotocatalizador u otro compuesto semiconductor y una fuente de luz

ultravioleta natural o artificial (S&nchez et al., 2012).

Los procesos avanzados de oxidacion que comprende esta tecnologia, dan lugar a la produccién
de especies reactivas de oxigeno (ROS) (Malato et al., 2009). Las ROS son las especies
quimicas capaces de inactivar microorganismos al desencadenar un efecto biocida (Cai et al.,
2014). Ejemplos de estos compuestos son los radicales hidroxilos (-OH), los radicales
superdxidos y el peroxido de hidrogeno. Los ROS primero causan una filtracion del contenido
celular y posteriormente la lisis de la célula (Foster et al., 2011). EIl efecto letal hacia los
microorganismos se produce mediante la degradacion de la pared celular y de la membrana
citoplasmatica de manera irreversible (Figura 2) (Kuhn etal., 2003). En este sentido, la
temperatura también es un factor importante en cuanto al incremento de la transferencia

interfacial que facilita la produccién de radicales hidroxilo (Ramirez-Sanchez et al., 2017).
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Figura 2. Diagrama esquematico de ROS y la muerte fotocatalitica de bacterias (Yadav et al.,
2016)

La eficiencia del tratamiento fotocatalitico esta influenciada por el grado de absorcion de luz,
la separacion de carga y la reactividad superficial (Xu et al., 2014). Esta técnica muestra mayor
efecto biocida en bacterias Gram negativas que en Gram positivas (Priha et al., 2011). Una
posible explicacion de esta condicion seria que las células con mayor resistencia al tratamiento
probablemente sean las que poseen paredes celulares mas gruesas (Foster et al., 2011). Por otro
lado, al evaluar la eficacia de la fotocatalisis directamente sobre superficies de acero inoxidable
y aluminio, se han obtenido buenos resultados en ambos y un mejor efecto sobre el primero

(Weng etal., 2016). Sin embargo, existen determinados microorganismos que poseen
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mecanismos capaces de tolerar el estrés oxidativo de la reaccion (Weng et al., 2016). Por ello,
se debe considerar que el tipo de microbiota que se encuentra en la superficie también es un
factor importante que puede influir directamente en la eficacia del tratamiento. En
consecuencia, es necesario realizar mas investigacion sobre los factores comprometidos en esta

reaccion, ya que todos ellos contribuyen con la eficacia de los resultados.

6.2 Sustancias fotocataliticas

Las nanoparticulas metalicas se muestran como una alternativa prometedora gracias a sus
potentes propiedades antimicrobianas que se dan por el contacto directo con la pared celular. A
diferencia de las microparticulas, las nanoparticulas tienen mayor poder bactericida debido a
que alcanzan mas espacios funcionales (Galié et al., 2018). Por otra parte, algunas
nanoparticulas son menos propensas a inducir resistencia a los antibiéticos tradicionales (Beyth
et al., 2015; Luksiene, 2017), por ello, aunque esta teoria requiere mayor investigacion y

desarrollo, su aplicacién en superficies podria ser una posible opcién desinfectante.

Se tiene referencia de varios estudios que evalian la capacidad antimicrobiana de
nanoparticulas de distintos tipos. Por ejemplo, el ZnO que es un aditivo alimentario seguro
evaluado por la FDA, y cuenta con capacidad antimicrobiana cuanto se encuentra en escala
nanométrica (Espitia et al., 2012). En un estudio se observd la reduccion de formacion de
biofilms de Bacillus subtilis debido a la exposicion con nanoparticulas de ZnO que produjeron
estrés oxidativo. El aumento de la dosis de nanoparticulas en el medio redujo la adhesion de las
bacterias y la formacion de biofilms (Awasthi et al., 2020). Otro estudio demostré que la accion
conjunta de nanoparticulas de ZnO y Ag.0O muestra una alta eficacia antimicrobiana para S.
aureus y E. coli en superficies de poliéster incrustadas, dependiendo de la concentracion de los
catalizadores (Fontecha-Umafia et al., 2020). En otra investigacidn, nanoparticulas de ZnO
mostraron efectividad antibacteriana contra E. coli al trabajar con una concentracién alta del
fotocatalizador (Aponiene y Luksiene, 2015). Sin embargo, otro estudio que evaluo la eficacia
de TiO2 junto a Cus bajo la aplicacion de luz visible, evidencio efectividad antibacteriana
cuando se expuso la superficie a la luz, mientras que las nanoparticulas de TiOz solas y bajo luz
visible no mostraron ningan efecto inhibitorio sobre las bacterias. Estos resultados podrian
sugerir que la aplicacion de luz UV, junto a TiO2, podria requerir un agente 0 compuesto
adicional para lograr una desinfeccion fotocatalitica efectiva (Yadav et al., 2014).
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Actualmente las nanoparticulas de plata son muy estudiadas, sin embargo, las nanoparticulas
de 6xido metalico son probablemente las que més se utilizan, como nanoparticulas de Fe>Os,
Zn0, CuO y MgO. Entre otros semiconductores investigados, figura el titanato de estroncio
(SrTiO3), el sulfuro de cadmio (CdS), el trioxido de tungsteno (WO3) y el TiO,. Debido a que
este Ultimo compuesto demuestra alta eficacia (Xu et al., 2014), es preciso desarrollarlo en

forma mas amplia.

6.1 Dioxido de titanio y cualidades

El TiO2 es un material de uso bésico en la vida diaria, muy adecuado para actuar como
fotocatalizador en procedimientos de desinfeccion ambiental (Fujishima et al., 2000).
Actualmente se viene aplicando este compuesto en desinfeccion de agua, purificacion de aire,
vidrios autolimpiantes, implantes 6seos, superficies de distintos materiales, entre otros (Kihn
et al., 2003; Schneider et al., 2014). EI TiO2 ha demostrado gran potencial como fotocatalizador
gracias a su estabilidad fisica y quimica, no toxicidad y alta reactividad (Navabpour et al.,
2014), ademés de ser un material econdmico y de alto poder oxidante bajo la luz UV (Long
et al., 2014). Este compuesto también es un fotocatalizador natural de compuestos organicos,
propiedad que se aprecia por ejemplo al colocar TiO2 en polvo en una piscina poco profunda,
con agua contaminada y bajo luz solar. Se podra ver que el agua se purifica poco a poco
(Fujishima et al., 2000). EI TiOz es un aditivo alimentario aprobado por la EFSA, quien ademas
en su informe sobre la evaluacion de toxicidad de este compuesto, indica que su uso como
aditivo alimentario no supone una preocupacion genotoxica (EFSA, 2016). En cuanto a su
composicion, el TiO2 posee tres estructuras cristalinas: anatasa, rutilo y brookita, entre las

cuales la anatasa muestra la fotoactividad més alta (Wold, 1993).

La accion del TiO2 como fotocatalizador se produce cuando absorbe energia y produce ROS
(radicales -OH y superéxido) que provocan la degradacion de la pared celular y la membrana
citoplasmatica, radicales que resultan capaces de inactivar a los microorganismos (Figura 3)
(Kthn etal., 2003). En la superficie del catalizador se producen actividades reductoras y
oxidantes. En concentro, el agujero en la banda de valencia reacciona con agua y genera los
radicales -OH (Figura 4). En la reaccién fotocatalitica, el electrén en la banda de conduccién
reacciona con el oxigeno para producir aniones superéxido (O27) (Maness et al., 1999). Los
radicales -OH son los compuestos que atacan a los microorganismos en la superficie (Kihn
et al., 2003).
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Figura 4. Esquema del proceso fotocatalitico sobre la superficie de TiO2 (Dalrymple et al.,
2010)

En cuanto al efecto biocida, primero se origina la fuga de contenido celular, luego se lleva a
cabo la lisis y finalmente puede producirse una completa mineralizacion del microorganismo
(Foster et al., 2011). En un estudio realizado con E. coli K-12 en presencia de TiOz y bajo
radiacion UV-A, se determino que los efectos biocidas del tratamiento fueron causados por la
reaccion de peroxidacion de lipidos, que se asumi6 como el motivo de la muerte celular. Segun
los resultados del estudio, los ROS generados en la superficie irradiada del TiO> atacaban a los
fosfolipidos poliinsaturados de E. coli K-12. La peroxidacién de lipidos provoca la ruptura de
la membrana celular, por ello se podria considerar que el mecanismo de ataque en la
fotocatalisis es aplicable a todos los tipos de células (Maness et al., 1999). Los ROS generados
son capaces de atacar endosporas bacterianas en medios como el agua, el aire y superficies de
diversos materiales (Foster etal.,, 2011). Ademas, el TiO, fotoactivado tiene efecto
antibacteriano frente a una amplia gama de bacterias Gram negativas y Gram positivas, hongos

filamentosos, levaduras, algas, endosporas bacterianas, protozoos y virus (Kihn et al., 2003).
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Por otra parte, segin la composiciéon y proceso de fabricacion, el TiO, posee propiedades
fotocataliticas e hidrofilas en distinta proporcion (Fujishima et al., 2000). La fotocatélisis
concede propiedad hidrdéfila a los recubrimientos con este compuesto, alterando las cualidades
de la superficie sobre la que se produzca la reaccién. La hidrofilia permite que las gotas de agua
en la superficie se extiendan y puedan secarse rdpidamente (Fujishima et al., 2000), condicion
que perjudica el desarrollo de los microorganismos presentes que puedan desencadenar la

formacion de biofilms.

En cuanto a la efectividad del tratamiento fotocatalitico con TiO», se registra mayor efecto
cuando existe contacto mas cercano entre microorganismos y este compuesto, asi como con la
presencia adicional de agentes antimicrobianos como Cu y Ag, que refuerzan las reacciones
biocidas de la fotocatalisis (Foster et al., 2011). Ademas, la efectividad de la desinfeccion
fotocatalitica también esta relacionada a la cantidad de TiO presente (Huppmann et al., 2014).
Sin embargo, el anélisis de la efectividad del tratamiento debe realizarse con especial atencion,
segun las condiciones que retne el entorno de la industria donde se vaya a aplicar la tecnologia
y conforme al tipo de biofilm con el que se esté tratando. Finalmente, el uso de materiales que
incorporen nanoparticulas de TiO> se proyecta como una tecnologia alternativa y prometedora
que retne efectos antibacterianos y fotocataliticos, y que a su vez puede aumentar la eficacia
de un tratamiento que tan solo fuera a través de luz UV (Kuhn et al., 2003; Pantaroto et al.,
2018).

6.2 Recubrimientos con sustancias fotocataliticas

La industria alimentaria lleva a cabo sus procesos en ambientes himedos, entornos que, junto
con otras caracteristicas, reinen condiciones dptimas para la formacion de biofilms. Por tanto,
el disefio de superficies, el uso de métodos fisicos y la aplicacion de materiales de recubrimiento
que repelan la adhesién microbiana son aspectos de gran interés de investigacién (Motarjemi,
2013). Modificar las superficies de contacto incorporando materiales o compuestos adecuados,
provocara que los microorganismos patdgenos no encuentren condiciones que permitan su

adhesidn y consecuente desarrollo de biofilms (Aradjo et al., 2010).

Una de las principales ventajas de estos recubrimientos es que se puede conseguir efectos
antibacterianos continuos o discontinuos, ya que, con fotocatalizadores de longitud de onda de

absorcion en el rango de luz visible, se puede lograr efecto antibacteriano continuo. En cuanto
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al efecto discontinuo, se puede obtener mediante el uso de radiacion infrarroja (IR) o
ultravioleta (UV) (Mitra et al., 2020). La efectividad biocida de recubrimientos de TiO», est4
relacionada con la produccion de radicales -OH durante el proceso de fotocatalisis (Barthomeuf
et al., 2019). Sin embargo, dado que existen ciertas cepas capaces de reducir las ROS por ser
mas 0 menos tolerantes ante el estrés oxidativo, esta caracteristica podria repercutir sobre la
efectividad del recubrimiento (Weng et al., 2016). Por otra parte, se puede observar que hay
mejor efecto antimicrobiano cuando hay mayor contacto entre microorganismos y TiO» (Foster
et al., 2011) asi como también, al aumentar el espesor de los recubrimientos (Barthomeuf et al.,
2019; Weng et al., 2016). Segun todo ello, es necesario conocer mas a fondo las interacciones
que se llevan a cabo entre los recubrimientos con TiO2 y la pared celular de los
microorganismos cuando se produce el efecto biocida para asi poder establecer condiciones
determinadas que optimicen la reaccién fotocatalitica de desinfeccion (Rodriguez-Gonzalez et
al., 2020).

Ademas, al aplicar recubrimientos con TiO2 en una superficie, el area muestra una conducta
hidrofila que facilita la evaporacion del agua presente. Esta reaccion afecta a los
microorganismos, ya que se elimina el agua y por consiguiente las condiciones himedas que
preparan la superficie y que es esencial para su crecimiento (Muranyi et al., 2010). Por otra
parte, el TiO> cuenta con estabilidad fisica y quimica que otorga larga duracién a los
recubrimientos que lo tienen incorporado (Muranyi et al., 2010), lo cual resulta provechoso para

su aplicacion.

7. RADIACION UV

La luz ultravioleta es la porcion del espectro electromagnético que se encuentra entre 1os rayos
Xy laluz visible. Se clasifica segun el rango de longitud de onda en UV-vacio (100 a 200 nm),
UV-C (200 a 280 nm), UV-B (280 a 315 nm) y UV-A (315 a 400 nm) (Gayan et al., 2013;
Meulemans, 1987). La accion de la luz UV esta basada en la emisidn de radiacion dentro de la
region ultravioleta (100 — 400 nm), mas especificamente en la region UV-C (Pedrds-Garrido
et al., 2018), que es el rango mas efectivo contra bacterias patogenas, levaduras y mohos que
contra virus (Koutchma, 2009). Los efectos de la luz UV sobre el material genético, son la causa
principal de la inactivacion microbiana, aungue también la luz UV puede dafar las proteinas de
lacélula (Gayan et al., 2014). Laresistencia de un microorganismo a la radiacion UV dependera

de cuan efectivos son sus mecanismos de reparacion de ADN y de la magnitud del dafio causado

25



por el tratamiento (Barbosa-Canovas et al., 2004). Considerando que las bacterias cambian su
fisiologia segun las condiciones de crecimiento, la resistencia a la radiacion UV podria variar

significativamente (Barbosa-Canovas et al., 2004).

Es necesario considerar, antes de aplicar el tratamiento, la variabilidad de resistencia a la
radiacion UV que podria darse. Esta resistencia puede ser segin la cepa, especie, género y
condiciones de crecimiento microbiano (Gayan et al., 2014). Factores como la capacidad de
penetracion de la radiacion, el efecto de sombra y la presencia de agrupaciones de
microorganismos en lugares de dificil acceso, pueden disminuir el efecto biocida del
tratamiento, sin embargo, combinar la aplicacion de UV con otras tecnologias con efectos
aditivos y/o sinérgicos podria tener mejores resultados (Fan et al., 2017). El uso de sustancias
fotocataliticas junto a la aplicacion de UV es una alternativa que podria perfeccionar los efectos

de la técnica.

7.1 UV y sustancias fotocataliticas

Aunque el TiO2 es un compuesto biocida de por si, se ha demostrado que la aplicacion de
radiacion UV aumenta el efecto antimicrobiano de este compuesto (Huppmann et al., 2014). En
este sentido, la combinacion de ambos métodos genera una reaccion fotocatalitica, donde la
concentracion de radicales -OH producidos tendria una relacion lineal con la actividad biocida
(Cho et al., 2004). La desinfeccion para superficies mediante radiacion UV  sobre
fotocatalizadores de este material, resulta una combinacion de factores interesante para la
mejora de la inocuidad alimentaria (Chorianopoulos et al., 2011). La aplicacion de TiO2 junto
a radiacion UV, es una tecnologia usada actualmente para el tratamiento de agua potable y
aguas residuales, sin embargo, estudios sobre la aplicacién de nanoparticulas de TiO2 bajo el
efecto de radiacion UV-A en superficies de contacto con alimentos, han resultado una técnica
efectiva para eliminar microorganismos patégenos (Chorianopoulos et al., 2011). Ademas,
segun la forma de aplicacion y desempefio, ésta tecnologia podria resultar una forma rapida de
desinfeccion de superficies (Chorianopoulos etal., 2011). La aplicacion de UV sobre
recubrimientos con sustancias conductoras de luz, permite realizar la desinfeccién de
superficies mediante el uso de un semiconductor (TiO2) que es estimulado por radiacion UV
(Kthn et al., 2003). Cuando el catalizador absorbe la radiacion, se desplaza un electron a la
banda de conduccidn, creando un par-electréon libre y un agujero de electron cargado

positivamente (Maness et al., 1999), ésta reaccion da lugar a la aparicion de ROS, capaces de

26



causar la muerte celular. Se tiene evidencia de que la tecnologia tiene fuerte actividad
desinfectante contra bacterias Gram negativas y Gram positivas (Long et al., 2014).

La efectividad del tratamiento de fotocatalisis de TiO> junto a la radiacion UV, tiene relacion
directa con la concentracion del fotocatalizador, la carga microbiana y la luz UV (Long et al.,
2014), sin embargo, mas adelante se describen otros factores que también influyen en el
resultado. La aplicacion de peliculas de recubrimiento brinda practicidad a la metodologia de
fotoactivacién por radiacion UV (Zhu et al., 2018). En consecuencia, los recubrimientos de
TiO2 podrian ser una herramienta para mejorar la higiene y seguridad de la industria alimentaria
(Muranyi et al., 2010) y que aplicados junto al procedimiento de desinfeccion, contribuirian a

mantener una baja carga microbiana en las superficies.

7.2 Efectividad del tratamiento

Un estudio evalud el desempefio del tratamiento frente a ciertos desinfectantes quimicos. El
resultado de la investigacion realizada con E. coli mostré que el tratamiento con TiOz, bajo
radiacion UV < 300 nm, resultd mas efectivo para inactivar E. coli en comparacion de otros
desinfectantes quimicos como cloro, ozono y diéxido de cloro (Cho et al., 2004). Asi como este
ensayo, distintas investigaciones han evaluado el efecto de esta tecnologia frente a distintos
microorganismos y condiciones. En la Tabla 2 se retine algunos estudios sobre esta técnica.
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Tabla 2. Actividad antimicrobiana de TiO contra diversos patdgenos microbianos

Fotocatalizador Microorganismo Tipo UV Superficie Tiempo irradiacion Resultado Referencia
TiO2 en suspension E. coli K-12 365 nm Placas de agar 30 minutos In'actlvaC|or.1 del Maness et al.
microorganismo (1999)
TiO2 en suspension E. coli <300nm  Reactor Pyrex 5 horas InactlyaC|on de .2 log del Cho et al.
microorganismo (2004)
i L - Reduccion de las colonias Maneerat y
TiO2 en suspension Penicillium expansum UV-A Plagas de agar 72 horas visibles Hayata (2006)
- . N . Portaobjetos de Reduccion de la carga Muranyi et al.
Recubrimiento TiO> Kocuria rhizophila UV-A vidrio 4 horas microbiana (hasta 5-2 10g1o) (2010)
I . Biofilm de L. Vidrio y acero . Vidrio: 2.33 log UFC/cm?  Chorianopoulo
Recubrimiento TiO monocytogenes UV-A inoxidable 90 minutos Acero 2.89 log UFC/cm? setal. (2011)
E. coli, S. aureus, . .
TiO, en suspension Pseudomonas putida y UV-A Placas de_Petrl y 180, 6_0, 30y 20 Reducc_lon d_e la carga Bonetta et al.
N azulejos minutos microbiana (2013)
Listeria innocua
Reactor con Inactivacion del Zhang et al
TiO2 en suspensién B. subtilis 253.7 nm lacas de Petri 10 minutos microorganismo entre (2314) '
P 3.08-3.95 log UFC/ml
Recubrimientos de E. col, L monocytogenes, 254-365 Aceroy . Reduccmp del humero total Weng et al.
. P. aeruginosay S. enterica - 20 minutos de células viables
TiO2 S nm aluminio (2016)
serovar Typhimurium adherentes
S. aureus, Bacillus cereus,
L. casei, Lactobacillus Reduccion de la caraa
: . bulgaricus, Lactobacillus ~ 315-400 Placas de . . ) g Ripolles-Avila
TiO2 en suspension . : . - 6 minutos microbiana en E. coli entre
acidophilus y Lactococcus nm microtitulacion et al. (2019)

lactis y S. enterica var.
Enteridis, E. coli

2-3 log UFC/mi
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La combinacion simultanea de luz UV con agentes oxidantes puede lograr tratamientos de
inactivacion microbiana exitosos (Gayan etal.,, 2014), sin embargo factores como
caracteristicas o tipo de superficie (Weng et al., 2016), dosis de la radiacion UV, longitud de
onda, temperatura del tratamiento, especie microbiana a tratar (Weng et al., 2016), serotipo,
estado (viable, no cultivable), ubicacion del microorganismo y el nivel de inoculacién afectaran

la eficacia del tratamiento (Fan et al., 2017).

Evaluar la sensibilidad de varios microorganismos frente a la aplicacion de radiacion UV sobre
recubrimientos de TiOz, también dependeré de la naturaleza de los mismos y de los parametros
de tratamiento (Ramesh et al., 2016). No obstante, la accién biocida de la técnica también estara
sujeta a otros factores como caracteristicas de las nanoparticulas de TiO2, concentracion del
compuesto (Kim et al., 2003; Maneerat y Hayata, 2006) (anteriormente sefialado), carga
microbiana, intensidad de la luz aplicada y el tipo de microorganismo presente (Rodriguez-
Gonzélez et al., 2020). La distancia entre la superficie de contacto y la fuente de luz (Koutchma,
2009), el tipo de fuente de radiacién (Gomez-Lopez et al., 2012) y el tiempo de aplicacién de
la radiacion UV (Kim et al., 2003; Weng et al., 2016; Zhang et al., 2014), también repercuten

en los resultados.

8. ACEITES ESENCIALES

Los aceites esenciales son compuestos naturales con efectos de conservacion y antimicrobianos
(Szczepanski y Lipski, 2014). La amplia variedad de aceites esenciales vegetales permite que
se pueda investigar un sinfin de combinaciones con propiedades para controlar e inhibir
biofilms (Campana et al., 2017; Galié et al., 2018). Los aceites esenciales vegetales son una
mezcla compleja de especies de monoterpenoides, sesquiterpenoides y flavonoides. Varios
componentes de los aceites esenciales se manifiestan como antibacterianos efectivos, entre ellos
se destaca el carvacrol, timol, eugenol, perillaldehido, cinamaldehido y acido cindmico (Burt,
2004).

8.1 Aplicacion y actividad antimicrobiana

La mayor parte de la actividad antimicrobiana en los aceites esenciales de especias y hierbas,
al parecer proviene de compuestos fenolicos. Segin Mourey y Canillac (2002), constituyentes

como los monoterpenos (pineno, limoneno, cineol) parecen ser antimicrobianos efectivos y al
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parecer, los microorganismos Gram positivos resultarian ser mas sensibles que los Gram
negativos (Burt, 2004; Smith-Palmer et al., 1998).

Por otra parte, la hidrofobicidad de los aceites esenciales les permite dividirse en los lipidos de
la membrana celular y las mitocondrias. Esta reaccion provoca permeabilidad, fuga del
contenido celular, y con ello el efecto biocida. Otras condiciones que mejoran los efectos
bactericidas de los aceites esenciales son bajos niveles de oxigeno, de pH y de temperatura
(Burt, 2004). Por otro lado, en cuanto a la evaluacion de los resultados, la microscopia laser de
barrido confocal es una herramienta muy (til para confirmar los efectos de los aceites esenciales
ante la formacion de biofilms (Leonard et al., 2010). Ciertos estudios han evaluado el efecto
microbiano de distintos tipos de aceites esenciales frente a microorganismos y biofilms (Tabla
3).

Las diferencias encontradas luego de evaluar resultados de diversos estudios, pueden ser debido
a varios factores como las cepas usadas, la concentracion y la composicion quimica de los
aceites esenciales del ensayo, el tiempo de exposicion a los mismos, la etapa de crecimiento en
la que se encuentre el biofilm con el que se esté tratando y la naturaleza de la superficie en la

que se lleva a cabo la adhesion de la estructura (Leonard et al., 2010).
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Tabla 3. Actividad antimicrobiana de aceites esenciales contra diversos patégenos microbianos.

Aceite esencial

Microorganismo

Condiciones

Resultado

Referencia

Origanum vulgare

E. coli O157:H7

Superficie: Placas de Petri
Tiempo incubacion: 24 horas
Concentracion: 625 uL/mL

10* UFC/ml en 1 minuto

Burt y Reinders
(2003)

Mentha piperita y

S. enterica serovar

Superficie: acero inoxidable
Tiempo incubacion: 240 horas

UFC/cm2 < 0.03

Valeriano et al.

Cymbopogon Enteritidis S64 Concentracion inhibitoria minima: 7.8 uL/mL (2012)
Superficie: Placas microtituladora
Coriandrum sativum  Acinetobacter baumannii Tiempo incubacion: 24 horas Inhibicion del desarrollo del Duarte et al.
Concentracion inhibitoria minima: 0.125-4% biofilm (2013)

Biofilms de
Acinetobacter spp.,

Superficie: Placas de Petri
Tiempo incubacion: 24 horas

Inhibicién del desarrollo del

Szczepanski y

Thymus Sphingomonas spp. Concentracion inhibitoria minima:0.031% biofilm Lipski (2014)
y Stenotrophomonas spp.
Cinnamomum Superficie: acero inoxidable
. . e Concentracion inhibitoria minima: 1.25% Reduccion logaritmica >3 log ~ Campana et al.
cassia y Salvia Biofilm de S. aureus . . L
officinalis Tiempo incubacion: 24 horas UFC/cm2 (2017)
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8.2. Recubrimientos fotocataliticos y aceites esenciales

Tanto las nanoparticulas como los aceites esenciales son agentes de alta actividad
antimicrobiana, por ello, su combinacion resulta una propuesta atractiva. Segun Basavegowda
et al. (2020), al unir la estabilidad fisica y quimica de las nanoparticulas y su propiedad de
alcance de superficie con los constituyentes antimicrobianos de los aceites esenciales, se logra
dafiar mas facilmente la membrana celular. Por otro lado, encapsular con nanoparticulas los
aceites esenciales permite aumentar la solubilidad, estabilidad y disminuir la volatilidad de los
mismos (Basavegowda et al., 2020). Actualmente no se cuenta con muchos estudios sobre la

aplicacion de aceites esenciales junto a recubrimientos fotocataliticos.

9. CONCLUSIONES

La combinacién de técnicas de desinfeccion como la radiacién UV y los recubrimientos con
sustancias fotocataliticas para prevenir la formacion de biofilms es una alternativa de tecnologia
Hurdle interesante, ya que, al combinar dichas técnicas se podria disminuir las limitaciones que
presenta cada una por separado. Ademas, incluir lamparas UV en ciertos equipos de
procesamiento, que emitan radiacion sobre recubrimientos ‘“‘autodesinfectantes” en forma
continua, podria sacar ventaja de los tiempos muertos de produccion. Por otra parte, adicionar
aceites esenciales al método, podria incrementar la eficacia de la técnica, sin embargo, es
necesario considerar los distintos factores determinados por los estudios realizados, para lograr

una combinacién de condiciones idénea que favorezca el efecto microbiano final.
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