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Resumen: Antecedentes: Las infecciones transmitidas por alimentos afectan aproximadamente a 600 millones de personas anualmente.
Al mismo tiempo, muchas plantas contienen sustancias como acidos organicos, que tienen actividad antimicrobiana.
El objetivo de este estudio fue examinar los efectos de 21 acidos organicos, que se encuentran naturalmente en las plantas, sobre
cuatro bacterias transmitidas por los alimentos (Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes, Escherichia coli y Salmonella enterica
Typhimurium) y dos hongos (Geotrichum candidum y Penicillium candidum). Métodos: Se investigaron las concentraciones minimas
inhibidoras (CMI) de los acidos organicos contra las bacterias transmitidas por los alimentos y la prediccién de la toxicidad in silico de
los acidos. Resultados: Los acidos benzoico y salicilico exhiben la mejor actividad contra las bacterias transmitidas por los alimentos
(CMI media < 1 mg/ml). Los acidos acético, clorogénico, férmico, malico, nicotinico y rosmarinico demuestran una actividad ligeramente
mas débil (CIM media de 1 a 2 mg/ml). Otros &cidos tienen actividad moderada o pobre. La eficacia de los acidos organicos contra los
hongos transmitidos por los alimentos es menor que contra las bacterias. La mayoria de los &cidos requieren concentraciones altas (de
10 a >100 mg/ml) para inhibir eficazmente el crecimiento de hongos. La LD50 prevista para los acidos organicos oscila entre 48 y 5000
mg/kg.

Aquellos potencialmente seguros como conservantes de alimentos (CMI < LD50) incluyen los acidos ascérbico, clorogénico, malico,
nicotinico, rosmarinico, salicilico, succinico, tanico y tartarico. Los acidos organicos estudiados no son cancerigenos, pero muchos
pueden provocar efectos adversos como sensibilizacion de la piel, irritacion ocular y posible nefrotoxicidad, hepatotoxicidad o
neurotoxicidad. Conclusiones: La mayoria de los acidos organicos de origen vegetal investigados exhiben una buena actividad
antibacteriana y efectos antifingicos moderados o pobres. Entre 21 &cidos, sélo 9 parecen ser seguros como conservantes de alimentos
(CIM < LD50). La relacién entre MIC y LD50 es crucial para determinar la idoneidad de los acidos organicos como conservantes de

alimentos, asegurando que sean efectivos contra bacterias u hongos en concentraciones que no sean dafiinas para los humanos.

Palabras clave: antimicrobianos; antisépticos; compuestos naturales

1. Introduccién

Las infecciones transmitidas por alimentos se encuentran entre las mas comunes en todo el mundo.
Segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), aproximadamente 600 millones de personas sufren
anualmente enfermedades transmitidas por alimentos y mas de 400.000 de estos casos provocan la
muerte. Entre estas infecciones, las enfermedades diarreicas son las mas prevalentes, con alrededor de
550 millones de casos cada afio [1]. La mayoria de los casos de diarrea son causados por bacterias, en
particular Campylobacter spp., Escherichia coli (enteropatogénica, enterotoxigénica y productora de toxina
Shiga), Salmonella enterica no tifoidea, Shigella spp. y Vibrio cholerae. Ademas, las infecciones transmitidas
por los alimentos pueden provocar enfermedades invasivas. Estos son causados principalmente por
Brucella spp., Listeria monocytogenes, Mycobacterium bovis, Salmonella Paratyphi y S. Typhi [1]. Otras
bacterias comunes transmitidas por los alimentos incluyen Bacillus cereus, Clostridium botulinum, C.
perfringens, Cronobacter sakazakii, Staphylococcus aureus y Yersinia enterocolitica [2].

Los patégenos transmitidos por los alimentos pueden ser zoonéticos, lo que significa que pueden
transmitirse de animales a humanos [3]. Los estudios metagendmicos han demostrado que la aparicién de
bacterias esta relacionada con la especie del animal. Se encontrd que Staphylococcus y Clostridium estan

presentes en las heces de todos los animales de ganado, con recuentos mas altos en las heces de pollo en comparacion
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heces de ganado vacuno y porcino. Ademas, también se encontraron Bacillus, Listeria y Salmonella en
heces de pollo. En las heces del ganado se detectaron bacterias Bacillus, Campylobacter y Vibrio.
Ademas, en las heces de ganado vacuno, pollo y cerdo, otros géneros potencialmente patégenos para
humanos, como Corynebacterium, Streptococcus, Neisseria, Helicobacter, Enterobacter, Klebsiella,
y Pseudomonas, también fueron identificados [3].

Entre los hongos, hay muchos patégenos transmitidos por los alimentos, incluidos Paecilomyces spp.,
Xerochrysium spp., Aspergillus spp., Fusarium spp., Penicillium spp. o Alternaria spp. [4].
La mayoria de los hongos provocan intoxicaciones mediante la produccién de micotoxinas. Las infecciones son menos
comunes, como infecciones invasivas en personas inmunocomprometidas. Estos pueden
ser causado, entre otros, por Absidia corymbifera, Aspergillus fumigatus, Blastoschizomyces
capitatus, Candida catenulate, Fusarium moniliforme, Geotrichum candidum, Monascus ruber,
Mucor circinelloides, M. indicus, microsporas de Rhizopus, R. oryzae y Saccharomyces cerevisiae,
incluido S. boulardii [5-8].

Para reducir la cantidad de patégenos en los alimentos, se implementan varios métodos preventivos, incluido
el mantenimiento de la higiene y el uso de conservantes alimentarios. En muchos tipos de
En los alimentos, especialmente productos lacteos y fermentados, hay bacterias del acido lactico presentes [9,10]. Estos
Las bacterias producen bacteriocinas y acidos organicos que inhiben el crecimiento de otras bacterias.
Muchos productos también incorporan partes de plantas, como menta, salvia, tomillo, cardamomo y
canela. Estas plantas contienen aceites esenciales que no sélo alteran el sabor de los platos sino que
también tienen propiedades antimicrobianas [10]. Tras un examen mas detenido, muchas plantas consumieron
ya que los alimentos contienen sustancias con actividad antimicrobiana que inhiben el crecimiento de patégenos. Estos
Las sustancias incluyen acidos organicos, fenoles, acidos fendlicos, quinonas, flavonoides, taninos,
terpenoides y alcaloides [11,12]. Algunos de estos compuestos tienen el potencial de ser utilizados
como inhibidores naturales de patégenos transmitidos por los alimentos. Prestamos especial atencion a los acidos organicos,
entre otras razones, por el uso de algunos de ellos en medicina. Acido acético, acido lactico,
y el acido benzoico se utilizan en el tratamiento de heridas, mientras que el acido citrico se utiliza en el tratamiento de heridas.
y antisepsia del conducto radicular [13].

El objetivo de este estudio fue examinar los efectos de 21 &cidos organicos, que se encuentran naturalmente
en las plantas, sobre cuatro bacterias transmitidas por los alimentos (Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes,
Escherichia coli y Salmonella enterica Typhimurium) y dos hongos transmitidos por los alimentos (Geotrichum
candidum y Penicillium candidum).

2. Materiales y métodos

2.1. quimicos

Los siguientes acidos organicos puros, acético, aminoacético, ascorbico, benzoico, caproico, citrico,
férmico, fumarico, glutamico, malico, nicotinico, oleico, oxalico, palmitico, salicilico, succinico, tanico,
El &cido tartarico y el acido valérico se obtuvieron de Warchem (Zakr et, Polonia). clorogénico
y los acidos rosmarinicos se obtuvieron de Sigma-Aldrich (Poznan, Polonia) y la octenidina

El diclorhidrato se obtuvo de Schiilke and Mayr GmbH (Norderstedt, Alemania).
La férmula molecular y la aparicion natural de los acidos estudiados se presentan en
Tabla 1.

Tabla 1. Férmula molecular, pH de las soluciones preparadas y presencia en la planta de los acidos organicos estudiados.

[11,12,14-20].

Acido organico Formula molecular pH de las soluciones preparadas Ocurrencia natural ejemplar
Acido acético C2H402 2.4 Manzanas, uvas y moras.
acido aminoacético C2H5NO2 6.2 aminoacido comun
Acido ascérbico C6H806 25 Frutas y vegetales

Arandanos, champifiones, anis, cerezas,
Acido benzoico C7H602 3.8 frambuesas y aditivos alimentarios (como
un conservante)
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Tabla 1. Cont.

Acido organico

Férmula molecular

pH de las soluciones preparadas Ocurrencia natural ejemplar

acido caproico

C6H1202 2.7 Aceites vegetales

Acido clorogénico

C16H1809 4.4 Manzanas, peras, zanahorias, tomates, dulces.

patatas, café y té

Acido citrico

C6H807 2.9 frutas

Acido férmico

CH202 23 Pelos urticantes de ortiga

Acido fumarico

C4H404 4.5 Musgos y setas

Semillas de girasol, semillas de lino, mani,

Acido glutamico C5HINO4 29 pistacho, almendra, haba, bruselas
brotes y lentejas
Acido malico C4H605 2.0 frutas
Acido nicotinico C6H5NO2 4.0 Comun en plantas
Acido oleico C18H3402 238 Aceite de oliva y aceite de semilla de uva.
Acido oxalico C2H204 1.8 frutas
Acido palmitico C16H3202 4.5 Semillas de frijol, girasol y algodén.
- - Romero, salvia, salvia espafiola, albahaca, orégano,
acido rosmarinico C18H1608 5.8
tomillo, menta verde y perilla
Acido salicilico C7H603 3.0 Comun en plantas
acido succinico C4H604 24 Frutas y vegetales
Corteza de roble, haya, castafio americano,
. abeto, sauce, hamamelis, nuez,
Acido tanico C76H52046 26 mora, hojas de frambuesa, arandanos,
endrinas, rizoma de cinquefoil, hierba de gallina,
y hierba de serpiente
- - Melocotones, manzanas, uvas, cerezas
Acido tartarico 1.9 ’ ! ’ ’
C4H606 y fresas
acido valérico C5H1002 28 Rizoma de valeriana y raiz de angélica

2.2. Actividad antibacteriana y antifungica.
2.2.1. Bacterias y Hongos

La investigacion se centré en seis patdgenos transmitidos por los alimentos, incluidas cuatro cepas
bacterianas ( Staphylococcus aureus grampositivos y Listeria monocytogenes y Escherichia coli gramnegativos).
y Salmonella enterica Typhimurium) y dos cepas de hongos (Geotrichum candidum y
Penicillium candidum). Todas las cepas procedian de la coleccién del Departamento de Medicina.
Microbiologia en la Universidad de Ciencias Médicas de Pozna 'n. Las cepas se aislaron de alimentos o
de pacientes con infecciones transmitidas por alimentos. La identificacién se realizé mediante Mikrolastest.
pruebas bioquimicas (Erba Lachema, Brno, Republica Checa) y Sistema Integral Levaduras Plus
(Liofilchem, Roseto degli Abruzzi, ltalia).

2.2.2. Concentraciones Inhibitorias Minimas (CIM)

Para determinar las concentraciones minimas inhibidoras (CMI) de los acidos organicos, se
Se utilizé el método de microdilucidon con placas de 96 pocillos (Nest Scientific Biotechnology, Wuxi,
Porcelana). La metodologia MIC se detallé en nuestro articulo publicado [21] y los procedimientos
se basaron en investigaciones anteriores [22,23]. Las bacterias se cultivaron en caldo de triptosa-soja y
hongos en caldo Sabouraud (Graso Biotech, Owidz, Polonia) y diluciones seriadas del organico
Se hicieron acidos para alcanzar concentraciones finales que oscilaban entre 100 mg/ml y 0,02 mg/ml.
en los pozos. El indculo se ajusté para lograr una concentracion final de 105 UFC/mL.
Las placas se incubaron a 37 -C durante 24 a 48 h y los valores de MIC se determinaron visualmente, utilizando
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reacciones de color con cloruro de 2,3,5-trifeniltetrazolio (TTC) (Sigma, Pozna 'n, Polonia) para

ayuda en la lectura. Cada prueba se realizé por triplicado.

2.3. Prediccion de toxicidad por biodisponibilidad in silico

Las predicciones de toxicidad se realizaron utilizando SwissADME [24], Deep-PK [25] y
Software ProTox-3.0 [26] . Los factores considerados incluyeron LD50 prevista, clase de toxicidad,
carcinogenicidad, hepatotoxicidad, neurotoxicidad, nefrotoxicidad, sensibilizacién cutanea y ocular.
irritacion. ProTox-3.0 fue elegido especificamente para predecir la LD50 debido a su alta precision.

en evaluaciones anteriores [27].

3. Resultados

3.1. Actividad antibacteriana y antifungica.

Los estudios han demostrado que el acido benzoico y el acido salicilico exhiben la mejor actividad contra
bacterias transmitidas por los alimentos, con una CMI promedio de menos de 1 mg/mL. Acido acético, clorogénico.
acido, acido férmico, acido malico, acido nicotinico y acido rosmarinico demostraron ligeramente
actividad mas débil, con CIM promedio entre 1 y 2 mg/ml. Muchos otros acidos (ascoérbico,
acido caproico, citrico, fumarico, oxalico, succinico, tanico, tartarico y valérico) tuvieron moderada
Actividad contra las bacterias. La actividad antibacteriana mas débil se observé en aminoacético,
acidos glutamico, oleico y palmitico, con CIM promedio que oscilan entre 7,5y 70,83 mg/ml.
Considerando que la CMI promedio para la octenidina (control positivo) es 0,11 pyg/mL, es
evidente que los acidos organicos probados son activos en concentraciones aproximadamente 10.000 veces

superior (Tabla 2).

Tabla 2. Las concentraciones minimas inhibidoras (CIM) de los acidos organicos y octenidina contra

bacterias transmitidas por los alimentos. Los valores de CIM se presentan en mg/ml. La ultima columna muestra los valores medios.

y desviacion estandar (SD) para todas las lecturas de un acido determinado.

) Estafilococo escherichia listeria Salmonela CIM media + DE para

Acido organico 4ureo coli monocitogenes tifimurio Todas las bacterias
Acido acético 1.25 1,25-2,5 1.25 25 1,72 £ 0,65

acido aminoacético 100 50 50 50-100 70,83 + 25,75

Acido ascérbico 1.25 1,25-2,5 25 5 2,66 + 1,56
Acido benzoico 0,63 0,31-0,63 0,31-0,63 0,63-1,25 0,63 £ 0,29
4cido caproico 5 25 25 5 3,75+ 1,34
Acido clorogénico 1,25-2,5 1.25 1,25-2,5 1,25-2,5 1,72 £ 0,65
Acido citrico 5 25 1,25-2,5 25 2,97 +1,33
Acido férmico 1.25 1.25 1.25 25 1,56 + 0,58
Acido fumarico 1,25-2,5 2.5 2,5-5 2.5 2,66 + 1,04
Acido glutamico 5 5 10 10 7,50 + 2,67
Acido malico 25 0,63 0,63-1,25 1.25 1,33+0,78
Acido nicotinico 1,25-2,5 0,63-1,25 0,63-1,25 1.25 1,25+ 0,56
Acido oleico 5 10 5 10 7,50 + 2,67
Acido oxalico 2,5-5 0,63-1,25 1,25-2,5 25 2,27 £1,33
Acido palmitico 20-50 20-50 20 20-50 27,5 +13,57
acido rosmarinico 25 1.25 1,25-2,5 1,25-2,5 1,88 £ 0,67
Acido salicilico 0,63-1,25 0,31-0,63 0,63 0,63 0,67 £ 0,26
acido succinico 2,5-5 0,63-1,25 1,25-2,5 25 2,27 +1,33
Acido tanico 2,5-5 1,25-2,5 0,63-1,25 25 2,27 £1,33
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o ) Estafilococo escherichia listeria Salmonela CIM media + DE para

Acido organico aureo coli monocitogenes tifimurio Todas las bacterias

Acido tartarico 5 1,25-2,5 25 25 2,97 £1,33
acido valérico 5 1,25-2,5 25 25 2,97 £+1,33
Octenidina 0,00004-0,00008 0,00008-0,00016 0,00008-0,00016 0,00008-0,00016 0,00016-0,00005

diclorhidrato (0,04-0,08 ug/ml) (0,08-0,16 ug/ml) (0,08-0,16 pg/ml)  (0,08-0,16 pg/ml) (0,11 % 0,05 pg/ml)

En el estudio, se determinaron los valores de CIM frente a dos hongos transmitidos por los alimentos, Geotrichum
candidum y Penicillium candidum. Para todos los acidos probados, la actividad antifingica fue mas débil.
en comparacion con las bacterias. Los acidos acético, benzoico, caproico, clorogénico, citrico, férmico, rosmarinico,
y los acidos valéricos exhibieron la mejor actividad, con CMI medias <10 mg/ml. fumarico, oxalico,
y los acidos tanicos mostraron una actividad moderada, con CMI medias entre 10 y 20 mg/ml.
Desafortunadamente, muchos acidos como el ascérbico, malico, oleico, palmitico, succinico y tartarico habian
actividad antifangica muy débil, con CIM > 20 mg/mL, mientras que aminoacético y glutamico
Los acidos tenian CIM > 100 mg/ml, lo que indica que no hay actividad (Tabla 3, Figura 1).

Tabla 3. Las concentraciones minimas inhibidoras (CIM) de los acidos organicos y octenidina contra

hongos transmitidos por los alimentos. Los valores de CIM se presentan en mg/ml. La Ultima columna muestra los valores medios y

desviacion estandar (SD) para todas las lecturas de un acido determinado.

: : — . Media CIM + DE
Acido organico candidum geotrichum Penicillium candidum
para ambos hongos
Acido acético 5 10 7.5+2,74
acido aminoacético >100 >100 >100
Acido ascorbico 50-100 100 83,33 + 25,82
Acido benzoico 2,5-5 10 7,08 +3,32
4cido caproico 5 10 7,5+2,74
Acido clorogénico 1,25-5 5-10 5,63 +3,69
Acido citrico 5-10 10 8,33 +2,58
Acido férmico 5 10 75£274
Acido fumarico 5-10 20 14,17 £ 6,65
Acido glutamico >100 >100 >100
Acido malico 20-50 50 45+ 12,25
Acido nicotinico 10 20 15+ 5,48
Acido oleico 50 50 50+0,0
Acido oxalico 10-20 20 16,67 +5,16
Acido palmitico 20-50 20-50 30 +15,49
acido rosmarinico 1,25-5 10 6,46 + 4,06
Acido salicilico 2,5-5 10 7.08+3,32
acido succinico 50-100 100 83,33 + 25,82
Acido tanico 10-20 5-20 14,17 + 6,65
Acido tartarico 20-50 100 70 £ 34,64
acido valérico 5 5 5+0,0
0,00008-0,00016 0,00008-0,00032 0,00016 + 0,00009

Dihidrocloruro de octenidina

(0,08-0,16 pg/ml) (0,08-0,32 pg/mi) (0,16 £ 0,09 pg/ml)
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10-20 5-20 14,17 £ 6,65

Acido tartarico 20-50 100 70 + 34,64

Acido valérico 5 5 5+0,0
Apl. Ciencia. 2024, 14, 6340 0,00008-0,00016 0,00008-0,00032 0,00016 + 0,00009 6de 13
~Dictortidratedeoctemidina (0,08-0,16 pg/ml) (0,08-0,32 pg/ml) (0,16 £ 0,09 pg/ml)

Figura 1. Imagenes de ejemplo de placas de 96 pocillos que muestran los resultados de las pruebas de
concentracioén inhibidora minima (CIM) contra Penicillium candidum (100 a 1,25 mg/ml). La tincién se realizé
utilizando cloruro de 2,3,5-trifeniltetrazolio (TTC). Leyendas: +—acido acético, 2—acido valérico,

3—acido férmico, 4— acido caproico, 5—acido citrico, 6—acido aminoacético, 7—acido tanico, 8—acido ascorbico,
9— acido oxalico, 11+—acido glutamico, 12—acido tartarico, 13—acido malico, 14—acido benzoico, 15—succinico

acido, 16— acido nicotinico, 17—acido palmitico, 18—acido salicilico, 20—acido oleico, 2+—acido fumarico,
22: 4cido rosmarinico y 23: acido clorogénico. Los marcados 10, 19y 24 son acidos no presentados.

en este estudio.

3.2. Prediccion de biodisponibilidad y toxicidad in silico

Para los acidos organicos analizados, la LD50 prevista oscila entre 48 y 5000 mg/kg. El
La clase de toxicidad prevista para la mayoria esta entre 3 y 5, con una LD50 > 50 mg/kg, lo que indica
que son toxicos o nocivos si se ingieren, excepto el acido acético, que es de clase 1, y el oleico
acido, que es de clase 2. Los acidos acético, benzoico, caproico, férmico, oxalico y valérico demuestran
alta absorcion en el tracto gastrointestinal y son altamente biodisponibles por via oral. Generalmente también
exhiben los valores LD50 mas bajos previstos (<1000 mg/kg), lo que indica una toxicidad aguda mas alta.
También se demuestra una alta absorcién en el tracto gastrointestinal y una alta biodisponibilidad oral.
por los acidos aminoacético, fumarico, glutdmico, malico, nicotinico, salicilico y succinico. Sin embargo,
sus niveles de LD50 estan por encima de 1000 mg/kg, lo que sugiere que son relativamente mas seguros. clorogénico
y los acidos rosmarinicos parecen ser los mas seguros, ya que tienen baja absorcion gastrointestinal
y biodisponibilidad oral, junto con valores altos de LD50 previstos que alcanzan los 5000 mg/kg.
Ninguno de los compuestos probados tiene propiedades cancerigenas. Segun los datos disponibles,
no suponen un riesgo de causar cancer.

Todos los acidos presentes pueden provocar sensibilizacién de la piel y/o irritaciéon de los ojos. Entre el
Se enumeran 21 acidos, un total de 11, incluidos benzoico, clorogénico, férmico, fumarico, malico, nicotinico,
Los acidos oxalico, rosmarinico, succinico, tanico y tartarico presentan efectos nefrotéxicos. Nicotinico
y los &cidos salicilicos también pueden actuar de forma neurotdxica y hepatotéxica. Ademas, benzoico
El acido demuestra hepatotoxicidad. Esto significa que el consumo de acidos organicos en
grandes cantidades pueden ser toxicas y provocar diversas complicaciones. Los resultados obtenidos para el
La prediccion de biodisponibilidad y toxicidad de los acidos organicos estudiados se presenta en la Tabla 4.
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Tabla 4. Prediccion de biodisponibilidad y toxicidad in silico de los &cidos organicos estudiados.
. gast.ro- oral humano Predicho . "
Organico Intestinal o o LD50 Toxicidad . . . L . Piel Ojo
Acido Tracto Biodisponibilidad Clase Carcinogenicidad Hepatotoxicidad Neurotoxicidad Nefrotoxicidad Sensibilizacion Irritacion
- 20% [markg]
Absorcién
Acido acético Alto Si 333 1 No No No No Si Si
aminoacético . . .
scido Alto Si 3340 5 No No No No Si Si
ascorbico . .
cido Alto No 3367 5 No No No No Si Si
Acido benzoico Alto Si 290 3 No Si No Si Si Si
4cido caproico Alto Si 94 3 No No No No Si Si
clorogénico Bajo No 5000 5 No No No Si Si No
acido
Acido citrico Bajo No 80 3 No No No No No Si
Acido formico Alto si 162 3 No No No si si si
fumarico . . . .
cido Alto Si 1350 4 No No No Si Si Si
glutdmico . . .
cido Alto Si 4500 5 No No No No Si Si
Acido malico Alto Si 2497 5 No No No Si Si Si
Nicotinico . . . . . .
acido Alto Si 3720 5 No Si Si Si Si Si
Acido oleico Alto No 48 2 No No No No Si Si
Acido oxalico Alto Si 660 4 No No No Si Si Si
palmitico . .
4cido Alto No 990 4 No No No No Si Si
Rosmarinico Bajo No 5000 5 No No No si si si
&cido
Salicilico Alto si 1190 4 No si si No si No
4cido
succinico . . . .
scido Alto Si 2260 5 No No No Si Si Si
Acido tanico * Bajo 2260 5 No No No Si Si Si
Acido tartarico Bajo Si 2497 5 No No No Si Si Si
acido valérico Alto Si 134 3 No No No No Si Si
Octenidina Bajo No 300 3 No No Si No Si No

Leyendas: nd—falta de datos, *—debido al gran tamafio de la molécula y la imposibilidad de realizar calculos, los datos
de biodisponibilidad se proporcionaron segun DrugBank [28]. Debido a la toxicidad por ingestion, existen 6 clases: Clase
1: letal (LD50 < 5 mg/kg), Clase 2: extremadamente téxico (LD50 5-50 mg/kg), Clase 3: téxico (LD50 50-300 mg/kg),
Clase 4: nocivo (LD50 300-2000 mg/kg), Clase 5: posiblemente nocivo (LD50 2000-5000 mg/kg) y Clase
6: no toxico (LD50 > 5000 mg/kg) [26].

También es importante considerar la relacion entre los valores de CIM y LD50, especialmente dado que se
expresan en diferentes unidades. La Tabla 5 presenta la conversion de MIC
valores a mg/kg y su comparacion con DL50. Acido clorogénico y acido rosmarinico.
destacan como conservantes de alimentos seguros y eficaces contra bacterias y hongos, con su
Los valores de CMI son mas bajos (1344—4398 mg/kg para acido clorogénico y 1213-4168 mg/kg para
acido rosmarinico) que sus valores LD50 (5000 mg/kg). Esto los hace adecuados y seguros.
Candidatos para la conservacion de alimentos. Algunos acidos, como el ascérbico, malico, nicotinico, salicilico,
Los acidos succinico, tanico y tartarico muestran seguridad para su uso contra bacterias pero no contra hongos. Su
Los valores de MIC para bacterias son mas bajos que sus valores de LD50 (MIC < LD50), lo que indica seguridad para
consumo humano cuando se utilizan como conservantes antibacterianos. Desafortunadamente, su mayor
Valores de CMI para hongos superiores a DL50 sugieren que es necesario elegir entre
eficacia antifungica o toxicidad potencial. Muchos de los acidos organicos estudiados, incluidos
acético, aminoacético, benzoico, caproico, citrico, férmico, fumarico, glutamico, oleico, oxalico, palmitico,
y los acidos valéricos, exhiben valores de MIC que exceden sus valores LD50, lo que indica potencial
toxicidad para los humanos. Por lo tanto, estos acidos no son seguros para su uso como conservantes de alimentos,
lo que indica un riesgo de toxicidad humana en concentraciones efectivas. La seleccién de acidos organicos como
Los conservantes alimentarios requieren una evaluacion cuidadosa tanto de su eficacia antimicrobiana como de su
sus perfiles de seguridad. Equilibrar estos factores es crucial para garantizar que los conservantes sean
eficaz contra los microorganismos y al mismo tiempo seguro para el consumo humano. Eligiendo el
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El acido apropiado como conservante requiere la consideracion de propiedades conservantes especificas.

y el tipo de microorganismos a controlar.

Tabla 5. Relacién entre los valores de CIM y DL50 en mg/kg y la seguridad de los organicos estudiados

Acidos como conservantes de alimentos.

' Predicho CIM medio Densidad CMI media en 1 kg Uso seguro como alimento
Acido organico LD50 [ma/ka] [mg/mL] contra (imL] de producto ali.menticio [mg/kg] Conservante (C?M < LD50)
Bacterias/Hongos contra bacterias/hongos contra bacterias/hongos
Acido acético 333 1,72/7,5 1.05 1638/7142 No no
acido aminoacético 3340 70.83/>100 1.61 43.994/>62.112 No no
Acido ascérbico 3367 2,66/83,33 1,65 1612/50.503 SiNo
Acido benzoico 290 0,63/7,08 1.27 496/5574 No no
&cido caproico 94 3,75/7,5 0,93 4032/8065 No no
Acido clorogénico 5000 1,72/5,63 1.28 1344/4398 Si Si
Acido citrico 80 2,97/8,33 1,66 1789/5018 No no
Acido formico 162 1,56/7,5 1.22 1279/6148 No no
Acido fumarico 1350 2,66/14,17 1,64 1622/8640 No no
Acido glutamico 4500 7.50/>100 1.46 5137/>68,493 No no
Acido malico 2497 1.33/50 1.61 826/31.055 SiNo
Acido nicotinico 3720 1.25/15 1.47 850/10.204 SiNo
Acido oleico 48 7.50/50 0,895 8380/55.866 No no
Acido oxalico 660 2,27/16,67 1.9 1195/8774 No no
Acido palmitico 990 27,5/30 0,85 32.706/35.294 No no
acido rosmarinico 5000 1,88/6,46 1,65 1213/4168 Si Si
Acido salicilico 1190 0,67/7,08 1.44 465/4917 Si No
&cido succinico 2260 2,27/83,33 1,56 1455/53.417 SiNo
Acido tanico 2260 2.27/52.08 212 1071/24.566 SiNo
Acido tartarico 2497 2.97/75 1,79 1659/41.899 SiNo
acido valérico 134 2,97/5,0 0,94 3160/5319 No no
4. Discusion

En los jugos de frutas y verduras se han encontrado muchos acidos organicos, incluido el acético.

acido, acido ascorbico, acido aspartico, acido benzoico, acido butirico, acido citrico, acido férmico, acido
gluconico, acido glutamico, acido glicdlico, acido isoascérbico, acido lactico, acido malico, acido nicotinico
acido, acido oxalico, acido propidnico, acido sérbico, acido succinico y acido tartarico [29]. Alguno
Los acidos organicos, como el acido acético, ascorbico, citrico, lactico y malico, se utilizan comunmente.
como conservantes de alimentos tradicionales [30]. También se utilizan mucho como conservantes en el
industria de alimentos. Segun la legislacion europea, cinco acidos se conocen como aditivos E:
Acido sérbico E200, acido benzoico E210, 4cido acético E260, acido lactico E270 y propiénico E280.
acido. Se utilizan varios acidos como acidificantes: acido acético E260, &cido lactico E270, acido malico E296,
Acido ascorbico E300, acido citrico E330, acido tartarico E334, acido adipico E355 y succinico E363.
acido [19].

La actividad antibacteriana de los acidos organicos ha sido confirmada en numerosos estudios.

Sin embargo, la mayoria de las investigaciones se han centrado en el acido acético, el acido citrico, el &cido férmico y el acido malico.
Después de buscar en las bases de datos PubMed y Scopus, parece que el presente trabajo es el
Fue el primero en examinar la actividad antibacteriana de hasta 21 acidos organicos. Demostramos
que la mayoria de los acidos organicos exhiben efectos bacteriostaticos en niveles que oscilan entre 0,31 y 5 mg/ml.
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Las concentraciones inhibidoras contra bacterias reportadas en la literatura varian. Algunos
niveles inhibidores son similares a los del presente estudio. Beier et al. [31] demostraron que
Enterococcus faecium resistente a la vancomicina es sensible al acido acético en dosis de 2 mg/ml, al
acido citrico en dosis de 1 a 4,1 mg/ml y al acido férmico en dosis de 1 mg/ml. EI mismo grupo de
investigacion presento resultados similares para Campylobacter jejuni obtenido de gallineros de pollos
de engorde. La inhibicion del crecimiento bacteriano se produjo en concentraciones de acido acético de
0,5 a 4,1 mg/ml, acido citrico de 0,26 a 4,1 mg/ml y acido férmico de 0,5 a 4,1 mg/ml [32].

En otro articulo, los resultados de MIC demostraron que el acido acético, el acido citrico y el acido
tartarico inhibieron Salmonella Typhimurium en concentraciones de 0,312 % (3,1 mg/mL), 0,625 % (6,3
mg/mL) y 0,312 % (3,1 mg/mL). ) para 103 ; UFC/mL [33]. Mine and Boopathy [34] informaron que los
puntos de corte de los acidos organicos contra el patdégeno del camarén Vibrio harveyi fueron de 0,025
a 0,05 % (0,25 a 0,5 mg/ml) para el acido férmico y de 0,05 a 0,1 % (0,5 a 1 mg/ml) para el &cido
acético. acido, los cuales son valores inferiores a los encontrados en este trabajo.

Muchos datos muestran que se requieren concentraciones mas altas que las obtenidas en este
trabajo para inhibir los patégenos transmitidos por los alimentos. En el estudio de Stempelova et al.
[35], el acido organico con la CIM mas baja contra Staphylococcus aureus, Enterococcus faecium,
Bacillus cereus, Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa fue el acido acético (CIM 0,5-2,0 mg/ml).
Los acidos restantes tenian niveles promedio de MIC mas altos. La actividad del acido ascorbico contra
estas bacterias mostré la CIM mas alta, oscilando entre 4,0 y 16,0 mg/ml. Los valores de CMI para el
acido citrico variaron de 1,0 a 4,0 mg/ml y para el acido succinico de 0,8 a 4,0 mg/ml.

Lues y Theron [36] demostraron que la actividad de los acidos organicos depende del pH.
La actividad contra Listeria monocytogenes disminuy6 al aumentar el pH. Para el acido acético, oscild
entre 0,5 mM a pH 5,0 y 32 mM a pH 8,0 (30—1920 mg/ml); para acido citrico, de 0,5a 16 mM (96 a
3072 mg/ml); y para el &cido malico, de 0,5 a 32 mM (67 a 4288 mg/ml).

Akbas y Cag [37] han demostrado que los acidos citrico y malico en concentraciones del 1% y 2% (10
y 20 mg/ml, respectivamente) inhiben el desarrollo de la biopelicula de Bacillus subtilis y pueden
destruir la biopelicula madura. Las concentraciones de 1% y 2% son varias veces superiores a las MIC
obtenidas en el presente trabajo. Se estudiaron concentraciones similares en otro trabajo [38], donde
el 1%, 2% y 3% de acido acético y citrico redujeron la cantidad de Salmonella Enteritidis, Escherichia
coli y Listeria monocytogenes en la carne de res. Sin embargo, sdlo las concentraciones del 3%
condujeron a una reduccion significativa (p < 0,05) de bacterias. En el siguiente articulo [39] se
descubri6 que el acido acético y el acido citrico inactivan Salmonella no tifoidea resistente a multiples
farmacos y Escherichia coli productora de toxina Shiga. Los autores utilizaron acidos en una
concentracion de 4,1 mg/ml, que es superior a las CIM promedio obtenidas por nosotros.
Desafortunadamente, los autores no presentaron resultados de MIC, a pesar de que describieron este
estudio en su metodologia.

En estudios con carne de oveja y cabra obtenida de animales recién sacrificados, se inocularon
muestras con Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes, Escherichia coli y Salmonella
Typhimurium. Luego, las muestras de carne se lavaron con un aerosol que contenia acido lactico al
2% y una combinacion de acido acético al 1,5% + acido propionico al 1,5%. Se demostro que el
numero total de microorganismos viables en la carne se redujo en aproximadamente 0,52y 1,16
unidades logaritmicas, respectivamente [40]. Alburquerque et al. [41] demostraron que el acido citrico
al 1% (10 mg/mL) conduce a la reduccién de Salmonella spp., Staphylococcus spp. y coliformes
termotolerantes en la carne de oveja. En estudios sobre el efecto de los acidos organicos en
Escherichia coli aislada de salchichas de cerdo frescas, se encontré que el nivel mas alto requerido
para la actividad antibacteriana era 1,29 M (247 mg/mL) para el acido citrico y aproximadamente 4 M para el aci

En la literatura hay poca informacion sobre la actividad antifungica de los acidos organicos,
segun las bases de datos PubMed o Scopus. En una publicacion, similar a nuestros estudios, se
requirieron concentraciones mucho mas altas para lograr un efecto antifungico. Penicillium sp. Las
cepas fueron inhibidas por acido acético en concentraciones de 200 a 800 mM (12 010 a 48 040 mg/
ml) [43]. La actividad del acido tanico contra Penicillium digitatum fue mejor y el valor de CIM fue de 1
mg/ml [44]. Los datos de la literatura anterior se presentan adicionalmente en la Tabla 6.
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Tabla 6. Comparacion de los valores de CIM obtenidos en actividad antibacteriana y antifngica con los disponibles

literatura.
. Nuestros micréfonos .
Acido organico Microorganismo probado Valores MIC de referencia Referencia
[mg/mL]
Enterococcus faecium 2 mg/ml [31]
Campylobacter jejuni 0,5a4,1 mg/ml [32]
Salmonella Typhimurium 0,312 % (3,1 mg/ml) 0,05 [33]
Vibrio harveyi a0,1% (0,5a 1 mg/ml) [34]
Staphylococcus aureus, E. faecium,
Bacillus cereus, 35
. Escherichia coli, Pseudomonas 0.5 2,0 mg/ml [33]
Acido acético . 1,25-2,5
aeruginosa
Listeria monocytogenes 0,5 a 32 mM (30 a 1920 mg/ml) [36]
Salmonella enteritidis, E. coli, L.
) 1a3 % (10 a 30 mg/ml) [38]
monocitogenes
Salmonella no tifoidea, E. coli S. aureus, 4,1 mg/mL [39]
L. monocytogenes, E. coli, S. 1,5% (15 mg/mL) acético + [40]
tifimurio Acido propiénico al 1,5
E. coli % 4 M (240 mg/ml) [42]
200-800 mm
Penicillium sp. [43]

(12 010 a 48 040 mg/ml)

Acido ascérbico S. aureus, E. faecium, B. cereus, E. coli, 4,02 16,0 mg/ml 125-5,0 35]

P. aeruginosa

E. faecium 1-4,1 mg/ml [31]
Campylobacter jejuni S. 0,26—4,1 mg/ml [32]
Typhimurium S. 0,625 % (6,3 mg/ml) [33]
aureus, E. faecium, B. cereus, E. coli,
. 1,0 24,0 mg/ml [35]
P. aeruginosa
L. monocytogenes 0,5a 16 mM (96 a 3072 mg/ml) 1 % [36]
Acido citrico B. subtilis (10 mg/ml) 1,25-5,0 [37]
S. Enteritidis, E. coli, L.
) 1a3 % (10 a 30 mg/ml) [38]
monocitogenes
Salmonella no tifoidea, E. coli 4,1 mg/ml [39]
Salmonella spp., Staphylococcus spp.,

y coliformes termotolerantes 1% (10 mg/ml) [41]
E. coli 1,29 M (247 mg/ml) 1 mg/ [42]
E. faecium mi [31]
Acido formico C. jejuni 0,5a 4,1 mg/ml 1,25-2,5 [32]
V. harveyi 0,025 a 0,05 % (0,25 a 0,5 mg/ml) 0,5 [34]
) L. monocytogenes a 32 mM (67 a 4288 mg/ml) [36]

Acido mélico - 0,63-2,5
B. subtilis 2% (20 mg/ml) [37]

4cido succinico S. aureus, E. faecium, B. cereus, E. coli, 0.8 2 4.0 mg/ml 0,63-5,0 35]

P. aeruginosa

Acido tanico Penicillium digitatum S. 1 mg/ml 38]

Acido tartarico Typhimurium 0,312 % (3,1 mg/ml) 1.25-5,0 [33]
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Algunos éacidos organicos, incluidos los &cidos acético, citrico, lactico y malico, han sido generalmente
reconocidos como seguros (GRAS) [45]. Sin embargo, en los estudios presentados demostramos que los acidos
organicos varian en términos de toxicidad. Desafortunadamente, para muchos de ellos, la concentracién
antibacteriana requerida es mayor que la dosis letal prevista, LD50. Los acidos que parecen ser seguros (CMI <
LD50) segun nuestros resultados incluyen el acido ascérbico, el acido clorogénico, el acido malico, el acido
nicotinico, el acido rosmarinico, el acido salicilico, el acido succinico, el acido tanico y el acido tartarico.

El mecanismo de accion de los acidos organicos se basa en el hecho de que las moléculas no
disociadas son lipdfilas y pueden atravesar la membrana lipidica de los microorganismos. Después de
penetrar la membrana citoplasmatica bacteriana, se disocian en aniones y protones en el citoplasma. Los
protones reducen el pH intracelular, lo que lleva a la inhibicion de la glucdlisis bacteriana , una disminucién
del ATP y una reduccion del transporte activo [9,10]. Un mecanismo similar podria ocurrir en células de
mamiferos. Desafortunadamente, la literatura sobre la toxicidad de los acidos organicos es escasa. En
estudios in vivo , se informé que la CL50 para el &cido acético y el acido benzoico era de 273 y 277 mg/L
para la tilapia (Oreochromis mossambicus) [46]. Estos valores son similares a los resultados obtenidos en
este trabajo, concretamente 333 y 290 mg/kg, respectivamente. Sin embargo, la LC50 disminuye para
otros organismos. Para los crustaceos cladéceros (Moina micrura), los valores de CL50 de acido acético y
acido benzoico fueron 164 y 72 mg/L y para el gusano oligogueto (Branchiura sowerbyi), fueron 15y 39
mg/L, respectivamente.

Aunque la genotoxicidad de los acidos organicos no se demostré en este estudio, se ha descrito
para el acido citrico en una concentracion de 20 ppm o 0,02 mg/ml [47]. Los altos valores de la LD50
prevista, que oscilan entre varias decenas y 5000 mg/kg, obtenidos en este estudio, podrian explicar por
qué no se ha determinado la ingesta diaria maxima de muchos acidos. La Organizacion de las Naciones
Unidas para la Agricultura y la Alimentacion (FAO) no ha especificado un limite de ingesta diaria de acidos
aceético, citrico, lactico, malico y propidnico. Sin embargo, la ingesta diaria maxima de acidos benzoico y
sorbico es de 1 mg/kg, de acido fumarico es de 6 mg/kg y de acido tartarico es de 30 mg/kg de peso
corporal [19,30].

5. Conclusiones

La mayoria de los acidos organicos de origen vegetal investigados exhiben actividad antibacteriana
en concentraciones que oscilan entre 0,31 y 5 mg/ml. La eficacia de los acidos organicos contra hongos
transmitidos por los alimentos como Penicillium candidum y Geotrichum candidum es menor que contra
las bacterias. Algunos acidos demuestran una actividad antifiungica moderada con CMI medias de <10 mg/
ml, mientras que la mayoria de los acidos requieren concentraciones mas altas (de 10 a >100 mg/ml) para
inhibir eficazmente el crecimiento de hongos. Esto resalta la importancia de seleccionar acidos organicos

en funcién de su potencia especifica contra cepas de hongos en la conservacion de alimentos.
Los perfiles de toxicidad de los acidos organicos probados varian ampliamente, con valores

previstos de LD50 que oscilan entre 48 y 5000 mg/kg. Para muchos de ellos, la concentracion
antibacteriana requerida es mayor que la dosis letal prevista de LD50. Los acidos que parecen ser
seguros como conservantes de alimentos (CMI < LD50) incluyen los acidos ascérbico, clorogénico,
malico, nicotinico, rosmarinico, salicilico, succinico, tanico y tartarico. La relacién entre MIC y LD50
es crucial para determinar la idoneidad de los acidos organicos como conservantes de alimentos,
asegurando que sean eficaces contra las bacterias en concentraciones que no sean dafinas para
los humanos. Si bien ningun acido organico presentado es cancerigeno, muchos pueden causar
efectos adversos como sensibilizacion de la piel, irritacion ocular y posible nefrotoxicidad,
hepatotoxicidad o neurotoxicidad.
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