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Simulacion del efecto antibacteriano de compuestos fendlicos del nejayote
Simulation of the antibacterial effect of phenolic compounds from nejayote
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Resumen

Las enfermedades transmitidas por alimentos contaminados con bacterias patégenas representan una amenaza global para la
salud publica. Las simulaciones proporcionan percepciones valiosas sobre la dinamica poblacional, interacciones y adaptaciones
bacterianas, para tener herramientas sobre su control sin necesidad de experimentar o previo a aplicarlo a la realidad. Este estudio
aborda Ila inhibicion del crecimiento bacteriano mediante la simulacion de procesos, centrandose en compuestos fenolicos
derivados del nejayote, un residuo de la nixtamalizacién. Se emplearon patégenos alimentarios como Escherichia coli, Listeria
monocytogenes y Salmonella typhimurium, destacando su prevalencia y las vias de contaminacion en la cadena alimentaria. Se
explord el potencial antimicrobiano de los compuestos fendlicos, evidenciando su capacidad para inhibir el crecimiento
bacteriano en proporcién directa a su concentracién. La investigacion sugiere la viabilidad del nejayote como agente
antimicrobiano, subrayando la importancia de investigar compuestos residuales para aplicaciones biotecnoldgicas. Estos
hallazgos contribuyen a la comprension de mecanismos subyacentes y abren la puerta a futuras investigaciones para optimizar
la aplicacion préactica de estos compuestos, consolidando su papel en la regulacion del crecimiento bacteriano y promoviendo la
seguridad alimentaria.
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Abstract

Foodborne illnesses caused by contaminated pathogens pose a global threat to public health. Simulations provide valuable
insights into population dynamics, interactions, and bacterial adaptations, to have tools to control them without the need to
experiment or apply them to reality. This study addresses bacterial growth inhibition through process simulation, focusing on
phenolic compounds derived from nejayote, a byproduct of nixtamalization. Foodborne pathogens such as Escherichia coli,
Listeria monocytogenes, and Salmonella typhimurium were used, highlighting their prevalence and contamination pathways in
the food chain. The antimicrobial potential of phenolic compounds was explored, demonstrating their ability to inhibit bacterial
growth in direct proportion to their concentration. The research suggests the viability of nejayote as an antimicrobial agent,
emphasizing the importance of investigating residual compounds for biotechnological applications. These findings contribute to
understanding underlying mechanisms and pave the way for future research to optimize the practical application of these
compounds, solidifying their role in bacterial growth regulation and promoting food safety.

Keywords: Simulation, Escherichia coli, Listeria monocytogenes, Salmonella typhimurium, Inhibition, Polyphenols.

1. Introduccion al., 2018; Bintsis, 2017). Dentro de los patégenos asociados a
enfermedades transmitidas por alimentos se encuentra
Escherichia coli, Campylobacter jejuni, Cronobacter

sakazakii, Listeria monocytogenes, Salmonella enterica,

Las enfermedades transmitidas por alimentos contaminados
con bacterias patdégenas han sido una preocupacién constante

para la salud publica en todo el mundo. Las enfermedades méas
comunes son las infecciones estomacales, diarrea y vomito, sin
embargo, la gravedad de afeccion puede desencadenar
consecuencias mortales. Se estima que al afio miles de millones
de personas se enferman de las cuales miles mueren (Fung et
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Vibrio cholerae y Vibrio parahaemolyticus. Estos patdgenos
pueden llegar al alimento en cualquier etapa de la cadena
alimentaria (Figura 1), desde la cosecha hasta las manos del
consumidor (Chen & Alali, 2018).
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Figura 1. Cadena alimentaria.

Es fundamental comprender a las bacterias asociadas a los
alimentos y sus caracteristicas para implementar medidas de
control adecuadas. Cada una de estas bacterias tiene
propiedades Unicas que les permiten sobrevivir en los
alimentos y causar enfermedades en los seres humanos. La
capacidad de estas bacterias para resistir condiciones adversas,
como temperaturas extremas o la acidez del estdmago, las
convierte en un desafio para la seguridad alimentaria (Bintsis,
2017).

La prevencion y el control de la contaminacién bacteriana
en los alimentos son necesarias para garantizar la seguridad
alimentaria. El Codex Alimentarius establece diversas medidas
de control que abarcan desde buenas practicas de higiene en la
produccion y manipulacion de alimentos hasta el uso de
técnicas de procesamiento adecuadas, como la coccion, la
refrigeracion 'y el envasado seguro. Ademas, Ila
implementacion de sistemas de monitoreo y deteccion
temprana puede ayudar a identificar y prevenir la
contaminacion bacteriana antes de que los alimentos lleguen al
consumidor (Codex Alimentarius, 2011).

El lavado y sanitizacion con quimicos (alcoholes,
hipocloritos y sulfitos) es la practica de higiene mas empleada
para reducir la carga bacteriana dentro de los hogares. Aunque
estos quimicos son sustancias seguras su uso esta limitado por
los efectos toxicos que pueden generar al usarse en dosis
elevadas (FDA, 2023). Por ello, los componentes bioactivos
derivados de plantas, como los compuestos fendlicos; han
tomado importancia por sus efectos antimicrobianos (de
Carvalho et al., 2022).

Los compuestos fenolicos son metabolitos sintetizados
naturalmente que pueden clasificarse por su estructura y
cantidad de anillos fendlicos en fenoles simples, acidos
fendlicos, flavonoides, xantonas, estubenos y lignanos.
Naturalmente, los componentes fendlicos son antioxidantes,
debido a que la presencia de grupos hidroxilo en el(los)
anillo(s) fenolico(s) desencadenan reacciones oxido-reduccion
y eliminan especies reactivas de oxigeno (Vuolo et al., 2019).
No obstante, los grupos hidroxilo también tiene alta afinidad
con proteinas, razon por la cual, puede interactuar con enzimas
microbianas, y proteinas citoplasmaticas de la membrana
bacteriana y causar su inhibicion (Miklasinska-Majdanik et al.,
2018).

La evidencia demuestra el efecto inhibitorio de compuestos
fendlicos en contra de bacterias patégenas, por ejemplo, hay
compilaciones extensas que exponen el efecto antimicrobiano
de compuestos fenolicos extraidos de plantas, frutas y residuos

agroindustriales (Gongalves et al., 2021; Také et al., 2020;
Lima et al., 2019). Otras investigaciones se han enfocado en
probar extractos de plantas, frutas o residuos ricos en
compuestos fendlicos como antimicrobianos de diversas cepas
bacterianas (Fleck et al., 2023; Budiati et al., 2022) o0 en
caracterizar los componentes con actividad antibacteriana
(Abdulhadi et al., 2020; Rezende Marques et al., 2017).

También se ha reportado la aplicacion de extractos con
compuestos fenélicos en modelos alimenticios, por ejemplo, se
tiene evidencia de la inhibicion del crecimiento de E. coli en
filetes de pescado al impregnarlos con vino; atribuyéndole el
efecto antimicrobiano a los compuestos fendlicos como
polifenoles, antocianinas y taninos (Santoro et al., 2020).

Esta valorizacién y aplicacién de los compuestos fendlicos
de fuentes naturales ha llevado a considerarlos como
conservadores alimenticios con potencial aplicaciéon en
empaques bioactivos (Bouarab-Chibane et al., 2018;
Martillanes et al., 2017).

No obstante, el éxito en el control microbiano depende del
tipo de microorganismo (género y especie) y del
antimicrobiano (tipo y dosis), ya que cada bacteria presenta
resistencia y persistencia de acuerdo con el modo de accién
(inactivacién, permeabilidad o transporte de sustancias) con
que ataque el componente (Reygaert, 2018).

Es importante controlar la mayoria de los factores
involucrados en cualquier etapa de la cadena alimentaria con
la finalidad de obtener seguridad alimentaria. No obstante, la

estandarizacion de metodologias y tratamientos no siempre
aseguran la inocuidad total y mucho menos su control. En este

sentido, la simulacion del efecto inhibitorio en bacterias
patdgenas transmitidas por alimentos proporciona informacién
valiosa para garantizar la seguridad y calidad de los productos
alimenticios, sin la necesidad de experimentos de laboratorio.

Por lo anterior, el objetivo del presente estudio fue simular
el efecto inhibitorio de los compuestos fendlicos de un extracto
residual de la nixtamalizacion (nejayote) en los parametros
cinéticos de E. coli, L. monocytogenes y S. typhimurium., con
la finalidad de encontrar la concentracién minimainhibitoria.

2. Metodologia

Los parametros del nejayote se basaron en la
caracterizacion que se realiz6 previamente (Diaz-Montes et al.,
2022) y cuya composicion quimico proximal se muestra en la
Tabla 1.

El DOI puede ser empleado para citar este manuscrito, pero serd habilitado hasta la publicacion en Pddi.



Este manuscrito ha sido aceptado después de una revision a doble-ciego por pares y serd publicado en una futura edicion de esta revista. Su contenido es definitivo y unicamente
cambiara en la version final la informacion relativa al volumen, nimero, fecha de publicacion y paginado.

E. Diaz-Montes / Publicacion Semestral Padi Vol. 0 No. 0 (2024) 1-6 3

Tabla 1. Composicion quimico proximal del nejayote.

Composicién Resultado**
Solidos totales (%) 1.80

Carbohidratos (So: %*) 13.45
Fibra cruda (%%*) 5.67
Proteina (%*) 1.46
Lipidos (%%) 2.61
Cenizas (%*) 1.86
Polifenoles totales (I: g/L) 0.957

*Porcentaje en base seca; **Datos obtenidos de Diaz-Montes et al. (2022);
Sp: concentracion de sustrato inicial; | concentracion del inhibidor.

Los parametros de E. coli, L. monocytogenes y S.
typhimurium fueron tomados de la literatura con base en las
caracteristicas de cada bacteria, tal como se muestra en la
Tabla 2. Las simulaciones se llevaron a cabo mediante el
programa informatico, Microsoft Excel 365, suponiendo una
inhibicion competitiva y diferentes concentraciones del
nejayote.

Tabla 2. Pardmetros cinéticos de las bacterias.

Parametro Valor Referencia
Vmax E. coli 0.261 1/h (TIA, 2022)
Vmax L. monocytogenes  0.221 1/h (TIA, 2022)
Vmax S. typhimurium 0.257 1/h (TIA, 2022)
Km So/10 (Kampen, 2014)
Ki So (Kampen, 2014)

Vmax: Velocidad especifica de crecimiento maxima; Ky: constante de Monod;
Ki: constante de inhibicién; so: concentracion de sustrato inicial.

2.1. Crecimiento bacteriano

El crecimiento bacteriano responde al modelo de Monod,
que relaciona el consumo de sustrato y la velocidad especifica
de crecimiento de la bacteria (Kampen, 2014). La biomasa (x)
se determind con la Ec. 1; donde vmax €s la velocidad especifica
de crecimiento maxima (1/h), s es la concentracion de sustrato
(o/L), Kn es la constante de Monod (g/L), Xn1 e€s la
concentracion celular respecto al tiempo (g/L) y At es la
diferencial de temperatura (h).

_s
X=X n_leXpQ+KmOmaxAt )

2.2. Consumo de sustrato

La velocidad de consumo de sustrato responde al modelo de
Aborthey-Williamson, que relaciona el sustrato disponible
para el mantenimiento/crecimiento celular y la produccién de
metabolitos (Pirt, 1965). La concentracién de sustrato (s) se
obtuvo con la Ec. 2; donde m;s es la velocidad del consumo de
sustrato para mantenimiento celular (g/g/h), v es la velocidad
especifica de crecimiento celular (1/h), Ys es el rendimiento
de celular respecto al sustrato (g/g), sn-1 €s la concentracion de
sustrato respecto al tiempo (g/L), Xn-1 €s la concentracion
celular respecto al tiempo (g/L) y At es la diferencial de
temperatura (h).

-9on +_V & At@ (2)
n—1 s Yx/s n—1

2.3. Inhibicion competitiva

La inhibicién competitiva se determiné con la Ec. 3
(Capparelli et al., 2017); donde vmax €s la velocidad especifica
de crecimiento maxima (1/h), s es la concentracién de sustrato
(9/L), K es la constante de Monod (g/L), K; es la constante de
inhibicidn (g/L), | es la concentracion del inhibidor (g/L), aes
la produccion de metabolitos secundarios (g/g), p es la
velocidad de generacion de productos (g/g/h), n es el grado de
dependencia del producto, gs es la velocidad de consumo de
sustrato, ms es velocidad del consumo de sustrato para
mantenimiento celular (g/g/h), Yys es el rendimiento de celular
(9/9) vy Yus es el rendimiento del producto (g/g).

s s 1
VméXOS+Km01+I@ N v+ B
Yy/s Y

gs=Mms + 3

p/s

2.4. Analisis de datos

Los datos se analizaron mediante varianza unidireccional
(ANOVA) usando el Sistema de Analisis Estadistico (SAS
Institute Inc.). Las medias se compararon por prueba de Tukey,
considerando una significancia de p < 0.05.

3. Resultados y analisis

3.1. Simulacién de consumo de sustrato durante un proceso
inhibitorio

Las simulaciones del consumo de sustrato por E. coli, L.
monocytogenes y S. typhimurium, respecto al tiempo, se
muestran en la Figura 2. Se observa una tendencia
parcialmente exponencial decreciente, que concuerda con el
modelo de Aborthey-Williamson (Pirt, 1965). E. coli
consumio el sustrato alrededor de las 9 h, S. typhimurium a 10
h y L. monocytogenes a las 11 h, lo cual esta relacionado
totalmente con la vmax de la bacteria (Tabla 2). Ademas, se
puede ver dos efectos, el primero se presenta a nulas o bajas
concentraciones de compuestos fenolicos (0. 0.1y 1 g/L) pues
el sustrato se consume sin variaciones significativas. Mientras
que, a concentraciones de 10 y 100 g/L de compuestos
fendlicos el sustrato se consume a después de las 20 h en todas
las cepas.

El consumo de sustrato depende de diversos factores, por
ejemplo, el tipo de cepa bacteriana y la disponibilidad y tipo
de sustrato (Mekonnen et al., 2019). Ademas, la velocidad en
el consumo de sustrato varia durante el tiempo de cinética,
influenciado por las fases del crecimiento bacteriano (Pirt,
1965). Es decir, durante la etapa de adaptacion las bacterias
emplean el sustrato para generar energia y mantener su
homeostasis, por lo que el consumo seré lento. Mientras que,
en la etapa logaritmica, el crecimiento exponencial de las
bacterias propicia que el consumo sea mas rapido por lo que el
sustrato suele agotarse (Caycedo-Lozano et al., 2021). Sin
embargo, en presencia de un inhibidor, el sitio activo de la
bacteria se vera afectado, reduciendo su velocidad especifica

de crecimiento y como consecuencia alentando el consumode
sustrato (Capparelli et al., 2017).
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Figura 2. Consumo de sustrato por E. coli (A), L. monocytogenes (B) y S.
typhimurium (C) a diferentes concentraciones de compuestos fenélicos: 0 (—
), 0.1 (—),1(—), 10 (—) y 100 g/L (—). Condiciones iniciales mostradas en

las Tablas 1 y 2. Los asteriscos muestran las diferencias significativas de

acuerdo con la prueba de Tukey (p < 0.05).

3.2. Simulacion del crecimiento bacteriano durante un proceso
inhibitorio

Las simulaciones del crecimiento bacteriano de E. coli, L.
monocytogenes y S. typhimurium, respecto al tiempo, se
muestran en la Figura 3. Se observa una tendencia logaritmica
tipica del modelo de Monod (Kampen, 2014) que es
dependiente de vmax de cada bacteria, el sustrato disponible y
la presencia o ausencia de inhibidor.

Las cepas sin inhibidor (0 g/L de compuestos fendlicos)
presentaron una fase de multiplicacion celular mas prolongada,
en donde se alcanzo un crecimiento de alrededor de 0.5 g/L a

A
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—0.0 *

g
153
=}

o
B
o
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o
w
o

Tiempo (h)

0.60 T
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Figura 3. Crecimiento de E. coli (A), L. monocytogenes (B) y S. typhimurium

(C) a diferentes concentraciones de compuestos fendlicos: 0 (—), 0.1 (—), 1

(—), 10 (—) y 100 g/L (—). Condiciones iniciales mostradas en las Tablas 1

y 2. Los asteriscos muestran las diferencias significativas de acuerdo con la
prueba de Tukey (p < 0.05).

las 11 h en E. coli, de 13 h en L. monocytogenes y de 12 h en
S. typhimurium. Conforme aumentd la concentracion de
compuestos fendlicos (0.1, 1 y 10 g/L de compuestos
fendlicos), el crecimiento fue alrededor de 0.3 g/L en los
mismos tiempos. Ademas, cuando hubo una concentracion de
100 g/L de compuestos fenolicos, no hubo un crecimiento
bacteriano.

Existen multiples factores que pueden afectar el
crecimiento bacteriano, por ejemplo, la vma (Tabla 2), el pH,
el tiempo, la temperatura del medio y el sustrato (Figura 3)
afectan la fase de latencia, lo que significa, que cada bacteria
necesita de sus propias condiciones dptimas para adaptarse al
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medio (De Silvestri et al., 2018); mientras que, la
concentracion y tipo de sustrato (fuente de carbono) afectan
principalmente la fase de duplicacién, debido a la
disponibilidad del mismo (Atolia et al., 2020). Por otro lado,
los agentes inhibidores afectan el crecimiento bacteriano en la
fase de duplicacion, por su efecto en la velocidad de las
reacciones que retardan su multiplicacion (Lopina, 2017).

Los comportamientos cinéticos del consumo de sustrato
(Figura 2) y crecimiento bacteriano (Figura 3) en E. coli, L.
monocytogenes 'y S. typhimurium fueron similares,
respondiendo a las fases del crecimiento bacteriano. No
obstante, las diferencias resultantes son consecuencia de la
variacion en la la vimax (Tabla 2) de cada cepa.

3.3. Simulacion de la inhibicién bacteriana

Las simulaciones del efecto de la concentracién de
compuestos fendlicos en la inhibicion de E. coli, L.
monocytogenes y S. typhimurium, se muestran en la Figura 4.
Se observa una tendencia logaritmica y un comportamiento
similar en las tres cepas bacterianas. Estos resultados sin
diferencia significativa se atribuyen a la similitud en las Vma
de las cepas. Por otro lado, el modelo empleado demuestra que
para lograr la totalidad de inhibicion son necesarios mas de 200
g de compuestos fenolicos, no obstante, el andlisis estadistico
mostré que no hay diferencia significativa en el porcentaje de
inhibicion después de los 76 g de compuestos fendlicos, pues
se alcanza aproximadamente el 90% de la inhibicion.

100 ¢
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Figura 4. Efecto de la concentracion de compuestos fendlicos en la inhibicion
de E. coli (—), L. monocytogenes (—) y S. typhimurium (—). El asterisco
muestra el momento en que la tendencia ya no muestra diferencias
significativas de acuerdo con la prueba de Tukey (p < 0.05).

De acuerdo con investigacién previa (Diaz-Montes y
Castro-Mufioz, 2022) los principales compuestos fendlicos en
nejayote son &cidos organicos como el acido ferdlico, acido
cafeico y acido cumarico, sus dimeros y derivados. Estos
acidos organicos han demostrado tener efecto antimicrobiano
contra bacterias patdgenas y bacterias resistentes a antibidticos
(Miklasinska-Majdanik et al., 2018). No obstante, la inhibicién
bacteriana esta influenciada por factores como la cepa
bacteriana (tipo, susceptibilidad, resistencia y tamafio del
inoculo), antimicrobiano (tipo de inhibidor, concentracion y
persistencia) y condiciones de medio (temperatura y pH) (Li et

al., 2017). Por ello, cuanto mayor sean tomados en cuenta en
el modelo, mayor sera la cercania con la realidad (Bouarab-
Chibane et al., 2019).

Conclusion

La simulacién de procesos bacterianos emerge como una
herramienta crucial en la investigacién cientifica, permitiendo
a los cientificos modelar y comprender mejor el
comportamiento microbiano. Estas simulaciones proporcionan
percepciones valiosas sobre la dinamica poblacional,
interacciones y adaptaciones, allanando el camino para
avances significativos en la microbiologia y contribuyendo a
la innovacidn en areas como la medicina, la biotecnologia y la
ecologia. El presente trabajo se evalué el impacto de
concentraciones variables de compuestos fendlicos, derivados
de un extracto residual, nejayote, en el crecimiento bacteriano.
Los resultados revelaron una clara inhibicion del crecimiento
en proporcion directa a la concentracion de compuestos
fendlicos. Este hallazgo sugiere un potencial uso de dicho
extracto como agente ~ antimicrobiano, destacando la
importancia de explorar compuestos residuales para
aplicaciones biotecnoldgicas con impacto positivo en la
regulacién del crecimiento bacteriano. Estos resultados abren
la puerta a futuras investigaciones para comprender mejor los
mecanismos subyacentes y optimizar la aplicacion de estos
compuestos en contextos practicos.
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