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Resumen

Este estudio determinó el efecto de un plasma no térmico so-
bre la sobrevivencia de Salmonella Typhimurium y Escherichia coli 
O157:H7 en plantas de cilantro. Se establecieron bajo condiciones 
de invernadero tres tratamientos con 60 plantas cada uno: T1 
(E. coli), T2 (Salmonella) y T3 (Testigo). Las plantas se inocularon 
con 100 mL de suspensión bacteriana (2.5 x 104 UFC/mL) a los 
30 y 45 días posteriores a la siembra. A los 60 días después de 
la inoculación se obtuvieron muestras de la planta y se coloca-
ron en tubos con 9 mL de agua peptonada para ser expuestos 
al plasma a 60, 120 y 180s, con una potencia de 15 watts y una 
frecuencia de 15 hertz. Una vez irradiadas las muestras, se realizó 
el análisis microbiológico donde E. coli mostró una disminución 
máxima del 60% y Salmonella del 30%. Cabe destacar que el uso 
de plasma no térmico reduce la carga microbiana aportando 
mayor seguridad alimentaria.

Introducción

El cilantro (Coriandrum sativum L.) es nativo del sur de Europa y 
del oeste de la región Mediterránea (Wei et al., 2019), siendo una 
especie ampliamente cultivada como hierba medicinal, aromática 
y de condimento de mayor consumo humano (Ordoñez, 2010) 
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y presenta actividad antioxidante, antiinflamatoria, entre otras cualidades (Laribi et 
al., 2015). En México el cilantro se consume en fresco y de manera cruda, motivo 
por el cual este ha pasado a ser una fuente importante de Enfermedades Transmi-
tidas por Alimentos (ETA). Escherichia coli y Salmonella Typhimurium son unas de las 
principales cepas reportadas como causantes de ETA, estos microorganismos han 
mostrado una gran capacidad de mantenerse por tiempo prolongado fuera de su 
nicho ecológico natural, adaptándose a condiciones adversas y tienen la capacidad 
de internalizarse en el producto, protegiéndose de los sanitizantes (FAO, 2020). 

La contaminación de los productos hortícolas depende del manejo antes y 
después de la cosecha, puede ocurrir en cualquier etapa de la cadena de produc-
ción y distribución. Se reportan como principales fuentes el uso de agua de riego 
contaminada, los abonos a base de estiércol no tratados adecuadamente, el empleo 
de semillas contaminadas y los diferentes vectores como animales, insectos y seres 
humanos (Ocaña et al., 2019). Se ha calculado que cada año se enferman en el mun-
do 600 millones de personas como consecuencia de enfermedades diarreicas, cuya 
causa puede atribuirse, en la mayoría de los casos, a la ingesta de agua o alimentos 
contaminados por microorganismos patógenos (OMS, 2020).

Las metodologías hasta hoy empleadas para la desinfección de productos agríco-
las mínimamente procesados o también conocidos como de consumo directo se han 
enfocado en utilizar agentes químicos, físicos y biológicos para reducir la presencia de 
bacterias enteropatógenas (Soleno, 2015). Las soluciones de hipoclorito son utilizadas 
para lavar productos cuyo consumo es en fresco y recién cortados; sin embargo, las 
concentraciones empleadas se encuentran dirigidas a prevenir la contaminación cru-
zada de productos con bacterias entéricas por medio del agua de lavado. Los niveles 
de hipoclorito empleados actualmente no son suficientes para matar el 100% de agen-
tes patógenos, además que en dosis no controladas causan intoxicaciones y generan 
daños al ambiente (Behrsing et al., 2000; Takeuchi et al., 2001; Garmendia & Vero, 
2006; Boyacioglu et al., 2013; Arianzo et al., 2023). Por otro lado, los métodos físicos 
como los procesos de irradiación no garantizan la reducción de microorganismos con 
la aplicación de Cobalto 60 (60Co), resultan poco eficaces contra E. coli y esporas de 
Clostridium botulinum (Beattie, 2010). Por otra parte, los tratamientos térmicos han sido 
bien aceptados, aunque presentan ciertos inconvenientes al ser aplicados, tales como 
la pérdida de nutrientes y una considerable reducción de la calidad organoléptica de 
algunos alimentos. Por lo tanto, son necesarias técnicas respetuosas con el ambiente, 
novedosas y efectivas para reducir las poblaciones bacterianas entéricas en productos 
de consumo en fresco (Boyacioglu et al., 2013).

Dentro de esas nuevas tecnologías se encuentran las tecnologías emergentes de 
conservación de los alimentos. Una de sus aplicaciones es inactivar los microor-
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ganismos y enzimas presentes en los mismos sin ser alteradas sus características 
nutritivas, organolépticas y funcionales, como ejemplos de estas se encuentran las 
altas presiones hidrostáticas, los pulsos eléctricos de alto voltaje, los ultrasonidos, 
los pulsos de luz, los campos magnéticos oscilantes y más recientemente, el plasma 
atmosférico no térmico. Este último consiste en el empleo de gases ionizados con 
una gran capacidad de inactivación microbiana, además presenta otras ventajas como 
su bajo costo de aplicación, el empleo de tiempos de tratamientos cortos a bajas 
temperaturas, la posibilidad de tratar una amplia variedad de alimentos, tanto líquidos 
como sólidos, y ser una tecnología sostenible (Šimončicová, et al., 2019). Dentro 
de los beneficios que puede llegar a aportar está el aumento de vida de anaquel de 
los alimentos tratados y la destrucción de células reproductivas de diversos grupos 
microbianos (bacterias, levaduras y hongos). El conjunto de todas estas atribuciones 
ha hecho que se considere como una tecnología sumamente prometedora para la 
conservación de los alimentos (Rossi et al., 2009; Liao et al., 2018). En esta investi-
gación se comparó la efectividad de un plasma no térmico con diferentes tiempos 
de exposición: 60, 120 y 180s, sobre la sobrevivencia de Salmonella Typhimurium 
y Escherichia coli O157:H7 inoculadas en plantas de cilantro (Coriandrum sativum L.) 
bajo condiciones de invernadero.

Materiales y métodos

Obtención de material vegetativo
El desarrollo del experimento se realizó en el invernadero de la Facultad de Ciencias 
Agrícolas de la Universidad Autónoma del Estado de México. Se utilizó semilla certi-
ficada de cilantro variedad Long Standing, obtenida en una comercializadora de Villa 
Guerrero Estado de México, la cual fue sembrada en una mezcla de sustrato (40% 
de peat moss, 40% de agrolita y 20% de lombricomposta) y esterilizada en autoclave 
mediante vapor húmedo a una temperatura de 121 ºC por 15 min y 1 atm de presión, 
con la finalidad de garantizar que estuviera libre de patógenos y no afectara la inocula-
ción. Posteriormente la mezcla fue depositada en bolsas de polietileno de 35 x 35 cm, 
se colocaron 50 semillas por bolsa. Las plántulas fueron conservadas en condiciones 
de invernadero durante todo el ciclo de producción. De manera manual se realiza-
ron las labores culturales del cultivo como el control de maleza después de 15 a 20 
días de brotar la semilla. El riego se suministró con agua de pozo con las cantidades 
necesarias según el desarrollo del cultivo. Antes de la inoculación de las bacterias se 
realizaron análisis microbiológicos de la mezcla del sustrato, de las plántulas y el agua 
de riego para descartar la presencia de organismos coliformes termotolerantes, bajo la 
Norma Oficial Mexicana 113 -SSA1-1994. Método para cuenta de microorganismos 
coliformes en placa en Agar de Bilis y Rojo Violeta (Bioxon®).
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Reactivación de cepas bacterianas

Las cepas utilizadas de Salmonella Typhimurium y Escherichia coli O157:H7 fueron 
donadas por el Laboratorio de Patogenicidad Bacteriana del Hospital Infantil de 
México Federico Gómez. Estas se almacenaron en una solución de agua-glicerol 
(50:50) a -20 ºC para su posterior uso. Los análisis microbiológicos se realizaron en 
el Laboratorio de Calidad de los Productos Agropecuarios de la Facultad de Ciencias 
Agrícolas de la Universidad Autónoma del Estado de México.

Las bacterias se reactivaron en Caldo Soya Tripticaseina (CST) (DIBICO ®) y se 
hicieron crecer en medios selectivos, Agar MacConkey (DIBICO ®), Agar Eosina 
Azul de Metileno (DIBICO ®), Agar Salmonella Shigella (BD BIOXON ®), Agar 
Cromogénico E. coli O157:H7 (DIBICO ®) y Agar Xilosa Lisina Desoxicolato 
(DIBICO ®) a una temperatura de 37 °C durante 24 h. Después de la reactivación 
se realizaron las pruebas bioquímicas de reactividad (IMViC): Indol, Movilidad, 
Voges-Proskauer, Sulfuro, complementadas con Rojo de Metilo, Citrato Simonns 
y descarboxilación de Ornitina (Koneman et al., 2008). Asimismo, se realizaron 
pruebas de tinción de Gram.

Inoculación bacteriana y toma de muestra

El inóculo se preparó con Agua Peptonada Buferada (APB) al 0.1% a un pH de 7 
con un volumen de 100 mL de suspensión bacteriana que contenía un promedio 
de 1x104 UFC/ mL para cada cepa. El inóculo fue colocado directamente al sus-
trato cerca de la raíz (Figura 1). A los tres días después de la inoculación se realizó 
un monitoreo microbiológico con la finalidad de verificar que ya se encontraban 
presentes en la planta de cilantro las bacterias inoculadas y realizar el primer conteo 
antes de la aplicación del plasma atmosférico no térmico.

Figura 1. Inoculación de las bacterias enteropatógenas
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Por cada cepa bacteriana se utilizaron tres tratamientos y un grupo testigo, 
cada tratamiento consto de 60 macetas, dando un total de 180 muestras por grupo 
bacteriano. Las plantas se inocularon a los 30 y 45 días después de la siembra. Todo 
el material fue colectado y transportado de acuerdo con lo indicado por la Norma 
Oficial Mexicana NOM-109-SSA1-1994.

Aplicación del plasma atmosférico no térmico

La aplicación del plasma atmosférico no térmico se realizó a los 60 días del creci-
miento del cultivo en la etapa de elongación del tallo y formación de inflorescencia. 
Las muestras fueron pesadas en condiciones asépticas, utilizando 10 g de muestra 
compuesta de la planta del cilantro (tallo, raíz y hojas) homogenizadas con 90 mL 
de agua peptonada buferada (APB). De esta solución se transfirieron 10 mL a tu-
bos de ensayo para ser expuestos a un plasma generado a una potencia de 15 watts 
por una fuente pulsada a una frecuencia de 10 kHz y un voltaje entre electrodos de 
1.0 kV (Figura 2). Los tiempos de exposición fueron 60, 120, y 180s, realizándose 
tres repeticiones a los distintos tiempos de interacción, contándose con un grupo 
testigo. A todas las muestras se les determinó pH y temperatura con un medidor 
multiparamétrico (ThermoscientificTM Stard) antes y después de la aplicación del 
tratamiento con el plasma. Las muestras fueron llevadas al laboratorio en donde 
se realizaron los análisis microbiológicos. Todo el material se colectó y transportó 
según lo indicado por la Norma Oficial Mexicana NOM-109-SSA1-1994.

Figura 2. Aplicación del plasma no térmico



62 Alimentación, salud y medio ambiente

Análisis microbiológicos realizados después de la aplicación del plasma

La preparación de las muestras se realizó mediante el método microbiológico indi-
cado por la Norma Oficial Mexicana NOM-110-SSA1-1994. Se empleó un método 
destructivo utilizando un mortero para homogenizar la muestra y de la suspensión 
obtenida se prepararon diluciones decimales seriadas (100 – 104).

Para la cuantificación de E. coli a partir de las diluciones se tomó 1 mL para hacer 
siembra directa por duplicado en placas con agar bilis rojo violeta (Bioxon®), las 
cuales se incubaron a una temperatura de 45 °C. Después de 24 h de incubación se 
realizó el recuento de colonias lactosa positivas y se estriaron en agar cromogénico 
O157:H7 (DIBICO) para verificar que sí correspondía a las colonias inoculadas. 
Estas placas se incubaron a 35 °C por 24h. Para confirmar la presencia de E. coli se 
tomó como referencia el crecimiento característico indicado en la Norma Oficial 
NOM 113-SSA1-1994.

La detección de Salmonella Typhimurium se realizó de acuerdo con la Norma 
Oficial NOM-114-SSA1-1994. El esquema general marca las siguientes etapas: 
pre-enriquecimiento en Agua Peptonada (APA) 0.1% para restaurar las células de 
Salmonella a una condición fisiológica estable; posteriormente un enriquecimiento 
selectivo con el propósito de incrementar las poblaciones de Salmonella e inhibir 
otros organismos presentes en la muestra y finalmente selección y cuantificación 
en medio sólido-selectivo Agar Salmonella Shigella (BD BIOXON) que restringe el 
crecimiento de otros géneros diferentes a Salmonella y permite el reconocimiento 
visual de las colonias.

Las colonias recuperadas se expresaron como log10 UFC/mL y la reducción 
bacteriana de cada cepa empleada se calculó a partir de la recuperación de células 
después de los tratamientos aplicando la siguiente ecuación:

(1)

*at=antes del tratamiento
*dt= después del tratamiento

Diseño experimental y análisis estadístico

Se empleó un diseño experimental completamente al azar, se establecieron tres 
tratamientos con 60 plantas cada uno: T1 (E. coli O157:H7), T2(Salmonella Typhimu-
rium) y T3 (Testigo). Se comparó la efectividad del plasma a los 60, 120, y 180 s. Los 
resultados fueron evaluados por un ANDEVA bifactorial (p≤0.05) para identificar 
el mejor tiempo de exposición y conocer el efecto del plasma en cada cepa. Frente 
al hallazgo de diferencias significativas se aplicó una prueba de Tukey al 5% para 
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identificar la cepa, tiempo de exposición e interacción que llevaron a los menores 
recuentos. Para ello se empleó el programa estadístico SAS (SAS, 2002).

Resultados y Discusión

Los resultados de los análisis microbiológicos realizados al sustrato, al agua de 
riego y a las semillas de cilantro fueron negativos, lo cual indicó que el material se 
encontraba libre de bacterias enteropatógenas que pudieran intervenir en el estudio.

 En los medios selectivos se observó el crecimiento de colonias transparentes 
sobre fondo rojo, de coloración rosada, verdosas con brillo metálico, verde azuladas 
correspondientes a E. coli y colonias incoloras con centro negro, así como colonias 
rojas con centro de color negro para Salmonella.

Los resultados de la confirmación bioquímica surgen de la comparación con la 
matriz en damero simplificada para la identificación de las bacterias enteropatóge-
nas del diagnóstico microbiológico Koneman et al. (2008). Dichas pruebas fueron 
positivas de acuerdo con el grupo que correspondían confirmando la identidad de 
ambos grupos microbianos (Tabla 1).

Tabla 1. Pruebas bioquímicas IMViC para la identification de Escherichia coli y Salmonella Typhimurium
Prueba 

de
catalasa

Tinción 
de 

Gram
Indol Motilidad Ornitina Voges 

proskauer
Rojo de 
metilo

Citrato 
Simons Urea

Triple 
Azúcar 
Hierro

H2SO3 Salmonella E. coli

Escherichia 
coli + - + + + - + - - A/A - - +

Salmonella 
Typhimurium + - - + + - + + + A/A + + -

Positivo (+), Negativo (-), A/A: Pico de flauta ácido/profundidad ácida; Al/Ac: Pico de flauta Alcalino/profundidad ácida (negra) (Konneman, 2018).

En las Figura 3 y 4 se observan los valores obtenidos del pH y la temperatura de 
las muestras tratadas con el plasma, que se midieron antes e inmediatamente después 
de la exposición al tratamiento en todos los tiempos de interacción 0, 60, 120 y 180s 
para ambas bacterias. Los resultados obtenidos de pH no presentaron cambios de 
acuerdo con el tiempo empleado de exposición al plasma, mientras que los rangos 
de temperatura incrementaron de manera paulatina conforme se incrementa el 
tiempo de exposición al plasma. En el tiempo 0 muestra un pH inicial de 6.14 a una 
temperatura de 24.4 °C y a los 180s el pH fue de 6.07 a temperatura de 23.9 °C. Se 
tuvo un rango de variación de 1.14% para el pH; para el comportamiento observado 
que se produce después del tratamiento al tiempo 0, un pH de 5.98 a temperatura 
de 24.3 °C y 6.08 al tiempo de 180s y temperatura de 31.5 °C, lo que representa una 
variación de 1.6% para pH y 25.23% correspondiente a la temperatura.
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Figura 3. Variaciones de pH por interacción de un plasma no térmico en cilantro
A: Sin exposición al plasma; B: Con exposición al plasma; I: Tiempo inicial.

Figura 4. Variaciones de Temperatura por interacción de un plasma no térmico en cilantro
A: Sin exposición al plasma; B: Con exposición al plasma; I: Tiempo inicial.

Los resultados obtenidos no interfieren con la sobrevivencia de las bacterias en 
estudio ya que las condiciones de crecimiento reportadas se encuentran en pH de 
4.0 a 9.0 con un óptimo que va de 6.5 a 7.5 (Alfaro, 2018). En este sentido, Spector 
y Kenyon (2012) resaltan la capacidad de Salmonella para adaptarse a cambios en el 
ambiente donde se encuentre. Para el caso de la temperatura, a pesar de presentar 
un incremento, no es un factor que influya en la muerte bacteriana, ya que Salmo-
nella puede crecer en un rango que va de 2 a 54 °C y su crecimiento se ve reducido 
a menos de 15 °C. Los factores que podrían relacionarse con una respuesta es el 
serovar y el medio donde se desarrolla (Brown et al., 2021) para poder sobrevivir en 
diversos ambientes como suelos, aguas, sedimentos, frutas y verduras.
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La disminución de la concentración viable de Salmonella Typhimurium y Esche-
richia coli O157:H7 se comparó logarítmicamente contra el tiempo, presentando 
diferencias estadísticas significativas (p≤0.05). Los resultados indican la eficacia 
del plasma no térmico sobre la sobrevivencia de las células de Salmonella Typhimu-
rium y Escherichia coli O157:H7 inoculadas en plantas de cilantro en condiciones de 
invernadero, a medida que se incrementa el tiempo de exposición se observa una 
reducción bacteriana con una inactivación de 1 a 21 a 2 Log10 UFC/mL.

 En los datos mostrados en la Tabla 2, para E. coli se puede observar una dis-
minución en el conteo de las colonias bacterianas de 12, 41 y 60% a los 60, 120 
y 180s, respectivamente. Asimismo, para Salmonella Typhimurium se muestra una 
decremento de 9, 24 y 30% a los 60, 120 y 180s. Dichos resultados coinciden con 
lo reportado por Hu et al. (2008), quienes mencionan que al utilizar un plasma con 
fuente pulsada a una potencia de 80 watts en un tiempo menor a un minuto se lo-
gra la inactivación de Escherichia coli O157:H7, esto debido al estrés químico al que 
es sometido el microorganismo, además de que estas tecnologías pueden ser utili-
zadas como herramienta para la disminución de patógenos y contribuir a resolver 
problemas de salud pública. Otros reportes como el de Youn et al (2013) indican 
que la sobrevivencia de la masa bacteriana de Escherichia coli O157:H7 se redujo en 
un 50% después de la exposición al plasma durante 30 min con una potencia de 30 
watts, ya que el plasma tiene efectos tóxicos sobre las bacterias. Otro estudio como 
el de Critzer et al (2007), en donde aplicaron un plasma de descarga luminiscente, 
observaron que las poblaciones de Escherichia coli O157:H7 se redujeron en 1 log10 
y 2 log10  a un tiempo de exposición de  30 s y de 2 min. Respectivamente, mientras 
que la carga de Salmonella se redujo hasta en 2 log10 después de 1 min de exposición. 
Diversos estudios señalan que los plasmas tienen efecto bactericida al presentar 
especies reactivas de oxígeno y nitrógeno (Ahlfeld et al., 2015). Sea propuesto que 
estas especies reactivas causan el rompimiento de la envoltura celular produciendo 
daños al ADN, a los lípidos celulares y a las proteínas de la membrana celular, rela-
cionando estos efectos con la duración del tratamiento (Man et al., 2020), resultados 
que concuerdan con la presente investigación.

Tabla 2.  Reducción bacteriana de Escherichia coli O157:H7 y Salmonella Typhimurium a 
diferentes tiempos de exposición al plasma no térmico

Tratamiento E. coli ± DS Salmonella ± DS
(Inicial) 3.36 ± 0.15a 3.58 ± 0.32a

60 s 2.96 ± 0.10b 3.26 ± 0.19b
120 s 1.99 ± 0.31c 2.72 ± 0.12c
180 s 1.36± 0.16d 2.52± 0.15d

Medias seguidas de las mismas letras señalan ausencia de diferencias significativas por test de Tukey (p≤0.05).
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Conclusiones
El presente trabajo resalta la efectividad del plasma no térmico para reducir las cargas 
microbianas y la supervivencia de Salmonella Typhimurium y E. coli O157:H7., con 
una relación directa entre los tiempos de exposición. A mayor tiempo existe una 
mayor reducción de carga bacteriana, lo que indica la factibilidad de emplearlo como 
método alternativo para la desinfección en frutas y hortalizas por contaminación 
de bacterias peligrosas para el ser humano o de importancia clínica.

Recomendaciones

Es importante realizar estudios a nivel celular para poder identificar el efecto del 
plasma sobre la estructura celular de las bacterias estudiadas e identificar el porqué 
de la resistencia de Salmonella Typhimurium al mismo.
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