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RESUMEN

El consumo de papaya se ha relacionado con brotes de Salmonella enterica.
Evaluaciones realizadas en otros frutos revelan que la desinfeccion quimica no logra
la completa inactivacion de microorganismos patégenos. Uno de los factores que
puede influir en la eficacia de los desinfectantes es la formacion de biopeliculas
bacterianas sobre la superficie del fruto. El objetivo de este trabajo fue evaluar la
efectividad de tratamientos de descontaminacion sobre células de Salmonella
enterica libres y en biopeliculas en papaya. Se evalu6 la capacidad de Salmonella
para formar biopeliculas inoculando en el epicarpio de papaya 50 pL (10° Log
UFC/mL) de un coctel de cinco cepas. Las papayas se almacenaron a 97 % de
humedad relativa y 25 o 30 °C durante 72 h. Peribdicamente se realizaron las
siguientes evaluaciones: 1) recuento de Salmonella; 2) cuantificacion de
biopolimeros y 3) microscopia electronica de barrido. Se determiné la eficacia de
desinfectantes quimicos [cloro (200 ppm), acido peracético (80 ppm), agua
electrolizada neutra (50 ppm)] y calentamiento 6hmico (55 y 65 °C por 60y 90 s) y
la combinacion de ambos. A 25 °C y 24 h de incubacion, la poblacion aument6 1.1
Log UFC/cm?; la densidad optica (DOsesnm) también aumentd 0.6 unidades.
Después de 48 h, la poblacién y los polimeros de Salmonella mostraron un aumento
de 2.2 Log UFC/cm?y 1.31, respectivamente. No hubo diferencias estadisticamente
significativas a las 72 h (p> 0.05). Se observaron resultados similares a 30 °C. Las
micrografias electrénicas mostraron agregados de células bacterianas incrustadas
en material polimérico. Los tratamientos con desinfectantes quimicos redujeron
menos de 2 Log de carga bacteriana (células libres y en biopelicula), mientras que
el calentamiento 6hmico resulto ser eficaz a 65 °C por 60 y 90 s reduciendo mas de
5 Log UFC/cmz. El calentamiento 6hmico a 55 °C redujo alrededor del 40 % de la
poblacién y su eficacia incremento6 a 44-50 % cuando se combiné con las soluciones
desinfectantes. Ya que Salmonella puede formar biopeliculas en el fruto y con ello
incrementar su resistencia, el calentamiento 6hmico es una buena alternativa para
asegurar la inocuidad de productos frescos como la papaya.

(Palabras clave: biopeliculas, agua electrolizada neutra, calentamiento 6hmico,
papayas, Salmonella enterica)



SUMMARY

Papaya consumption has been linked to outbreaks of Salmonella enterica.
Evaluations carried out in other fruits reveal that chemical disinfection does not
achieve complete inactivation of pathogenic microorganisms. One of the factors that
can influence the effectiveness of disinfectants is bacterial biofilms formation on the
surface of the fruit. The objective of this work was to evaluate the effectiveness of
decontamination treatments on free cells of Salmonella enterica and immerse into
biofilms on papaya. The ability of Salmonella to form biofilms was evaluated by
inoculating on the papaya epicarp 50 yL (10 Log CFU/mL) of a cocktail of five
strains. Papayas were stored at 97% relative humidity and 25 or 30 °C for up to 72
h. The following evaluations were made periodically: 1) Salmonella quantification; 2)
quantification of biopolymers and 3) scanning electron microscopy. The
effectiveness of the chemical disinfectants [chlorine (200 ppm), peracetic acid (80
ppm), neutral electrolyzed water (50 ppm)] and ohmic heating (55 and 65 °C for 60
and 90 s) and combination of both was determined. At 25 °C, population increased
1.1 Log CFU/cm?; the optical density (ODsosnm) also increased to 0.6 units. After 48
h, the Salmonella population and polymers showed an increase of 2.2 Log CFU/cm?
and 1.31, respectively. There were no statistically significant differences at 72 h (p>
0.05). Similar results were observed at 30 °C. The electron micrographs showed
aggregates of bacterial cells embedded in polymeric material. The treatments with
chemical disinfectants reduced less than 2 Log of bacterial load (free cells and into
biofilm) compared to the ohmic heating that turned out to be effective in reducing
more than 5 Log CFU/g at 65 °C for 60 and 90 s. Ohmic heating at 55 °C reduced
around 40 % and its effectiveness increased to 44 - 50 % when it was combined with
disinfectant solutions. Since Salmonella can form biofilms in the fruit and thereby
increase its resistance, ohmic heating is a good alternative to guarantee safety of
fresh produce such as papaya.

(Keywords: biofilms, neutral electrolyzed water, ohmic heating, papayas,
Salmonella enterica)
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1. INTRODUCCION

México es el quinto productor de papaya en el mundo con alrededor de
836,370 toneladas producidas en el afio 2017. El consumo de papaya ha
ocasionado problemas de seguridad alimentaria ya que durante su produccion
puede contaminarse con bacterias patdégenas en diferentes puntos a lo largo de las
etapas del cultivo y cosecha. Ademas, previo a sSu consumo Se requiere
manipulacion (pelado y cortado) por lo que esta facilmente expuesta a condiciones
medioambientales antihigiénicas que conllevan a la contaminacién cruzada. Su
consumo se ha relacionado con brotes de Salmonella enterica en Australia (2006)
(Gibbs et al., 2009) y Estados Unidos (EE. UU.). Especificamente en este ultimo, en
2011 se reportaron casos de salmonelosis provocados por S. Agona (CDC, 2011) y
mas tarde en 2017 se reportd otro brote en donde estuvieron implicados nueve
serovares de Salmonella: Urbana, Newport, Infantis, Anatum, Thompson, Kiambu,
Agona, Gaminara, y Senftenberg. En estos brotes ocurridos en EE. UU. la fuente de
contaminacion fueron papayas importadas de México (CDC, 2017).

Las estrategias para evitar la presencia de microorganismos patdégenos en
frutos minimamente procesados se enfocan en: 1) La prevencion de la
contaminacion durante su produccion en el campo mediante la implementacion de
Buenas Practicas Agricolas, y 2) La aplicacion de tratamientos de descontaminacion

(fisicos o0 quimicos) durante su procesamiento.

Los tratamientos fisicos y quimicos de descontaminacion, como el uso de
luz ultravioleta (UV), radiacion gamma, campos eléctricos pulsados y desinfectantes
guimicos se han aplicado a frutos buscando eliminar la presencia de patdégenos
como Escherichia coli 0157:H7, Salmonella, Listeria monocytogenes Yy
Staphylococcus aureus. En el caso de los desinfectantes quimicos se sabe que su
eficacia en frutas frescas se ve influenciada por varios factores como el tipo y la
concentracion del desinfectante, el pH, la naturaleza de la superficie, la

internalizacion y la formacion de biopeliculas por el patogeno (Petri et al., 2015). Y
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se sabe que la eficacia de los desinfectantes para eliminar completamente las

bacterias patdégenas en productos frescos es baja (Huang et al., 2018).

La formacion de biopeliculas bacterianas en las superficies de los frutos
puede proporcionar un ambiente protector para los microorganismos patégenos,
reduciendo la eficacia de desinfectantes. Estas biopeliculas se componen de
comunidades complejas de bacterias donde las células se encuentran embebidas
en una matriz autoproducida de sustancias poliméricas extracelulares (EPS, por sus
siglas en inglés), unidas entre ellas y adheridas a la superficie de los frutos (Yaron
et al.,, 2014). Las bacterias en las biopeliculas son capaces de adaptarse
rapidamente a las condiciones ambientales cambiantes. Las EPS pueden
proporcionar una barrera fisica contra la difusion de agentes antimicrobianos y
ofrecer proteccidén contra factores de estrés ambiental tales como radiacion UV,
tensiones osmoticas y desecacion (Coughlan et al., 2016). La capacidad de algunos
patbgenos como Salmonella para formar biopeliculas, representa un peligro ya que
una vez que la biopelicula se encuentra en el epicarpio del fruto fresco, puede
propiciar contaminacion directa o cruzada a las superficies del equipo en la industria,
a otros frutos y a productos minimamente procesados (Janssens et al., 2008).

Ante tal situacion la implementacibon de nuevos métodos de
descontaminacion efectivos durante el procesamiento de fruto es indispensable
para minimizar el riesgo de enfermar al consumidor. Tal es el caso del calentamiento
o6hmico que se ha aplicado en jugos de frutas dando buenos resultados para la
inactivacién de patégenos como E. coli, L. monocytogenes y Salmonella, ademas
de mantener la calidad nutricional y organoléptica del producto. Sin embargo, éste

no ha sido aplicado a frutas enteras.

En esta investigacion se evaluo la eficacia de tratamientos de desinfeccion
quimica (cloro, acido peracético y agua electrolizada neutra) y calentamiento 6hmico
para inactivar células de Salmonella libres y en biopeliculas formadas en la

superficie de papayas.



2. ANTECEDENTES
2.1 Papaya (Carica papaya L.).

2.1.1 Origen y descripcion
El papayo (Carica papaya L.) pertenece a la familia Caricaceae, que incluye

35 especies colocadas en seis géneros. Es un arbusto frutal tropical semilefioso que
crece rapidamente, raramente se ramifica, con una fase juvenil corta de tres a ocho
meses. La papaya es la Unica especie del género Carica, siendo también la mas
conocida y econémicamente mas importante dentro de la familia cultivandose
extensivamente en regiones tropicales y subtropicales alrededor del mundo (Ramos
et al.,, 2012). No hay evidencia arqueoldgica directa del centro de origen de la
papaya, pero la presencia de poblaciones naturales en México y Centroamérica y
su cultivo en México y Belice anteriores a los espafioles sugieren un origen
mesoamericano (Vanburen et al., 2015). La fruta del papayo es una de las mas
nutritivas de las 35 frutas comunmente consumidas basandonos en el porcentaje de
la cantidad diaria recomendada de vitaminas Ay C, folato, potasio, niacina, tiamina,
hierro, riboflavina, calcio y fibra. La papaya también se cultiva por su latex que
contiene la enzima proteolitica papaina utilizada para hidrolizar péptidos de cerveza,

ablandamiento de carnes y aplicaciones medicinales (Ming et al., 2007).
La clasificacion taxonémica de la papaya es la siguiente (SIOVM, 2012):

REINO: Plantae

DIVISION: Magnoliophyta
CLASE: Magnoliopsida

ORDEN: Violales

FAMILIA: Caricaceae

GENERO: Carica L., 1753
ESPECIE: Carica papaya L., 1753



2.1.2 Produccion de papaya
En América, México es el segundo productor de papaya con alrededor de

836 370 toneladas cosechadas en el afio 2017, y a nivel internacional ocupa el
quinto lugar (SIAP, 2017) (Tabla 1).

Tabla 1. Principales paises productores de papaya en el mundo (miles de

toneladas).
Pais 2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016
India 4,196 4,457.1 5,382 5,544 | 5,639.3 4,913 5,699
Brasil 1,871.9 1,854.3 1,517.6| 1,582.6| 1,603.3 1,481.1| 1,424.6
Indonesia 675.8 958.2 906.3 909.8 840.1 851.4 904.2
Nigeria 750 760 775 800 850 870.8 836.7
México 616.2 634.3 712.9 764.5 836.3 883.5 951.9

(FAO, 2017)

Debido a que el papayo se reproduce por medio de semillas, se han
desarrollado un gran numero de variedades. Entre las mas conocidas a nivel
mundial se encuentran: ‘Solo’, ‘Bluestem’, ‘Graham’, ‘Betty’, ‘Fairchild’, ‘Rissimee’,
‘Puna’, ‘Hortusgred’, ‘Higgins’, ‘Wilder’, ‘Hortus’, ‘Gold’, ‘Petersen’, ‘Zapote’, ‘Pusa’,
y ‘Maradol’.

Por su importancia para nuestro pais, destacan las siguientes variedades:
‘Maradol’: la fruta es alargada, cilindrica, de gran tamafio, el color de su pulpa suele
ser anaranjado y puede llegar a pesar entre 1y 3 Kg. ‘Solo’: esta variedad produce
frutos pequefios de forma aperada y de cuello corto, con pulpa color salmén y peso

entre los 400 y 800 g; se le conoce comunmente como Hawaiana.

La papaya es cultivada en 19 entidades del pais, siendo las cinco entidades
mas importantes Oaxaca, Colima, Chiapas, Veracruz y Michoacan. En lo que se
10



refiere a las exportaciones de papaya la SAGARPA indicé que para el 2016
representaron ingresos de 92.8 millones de ddlares, 38.9 % mas que en el 2013
(SAGARPA, 2017).

2.1.3 Procesamiento de la papaya
La papaya se expende en los mercados generalmente como fruto entero,

previamente cosechadas, seleccionadas y lavadas. Ademas, en el mercado han
surgido varias presentaciones del fruto para su consumo: puré, mermeladas, jugos,
papaya deshidratada y fruta cortada minimamente procesada. Por lo general, el
procesamiento minimo de la papaya incluye: clasificacion, limpieza antes del
procesamiento, lavado, pelado, corte en rodajas o cubos, uso de bajas
temperaturas, tratamientos quimicos, y envasado, antes de ser comercializadas en
restaurantes, hoteles y publico en general. Al ser un producto que se procesa
ligeramente mantiene un estado fresco conservando la mayor parte de los nutrientes

con él, por lo que el consumidor lo prefiere (Paull et al., 1997).

Adicionalmente, durante el procesamiento minimo, las cascaras, las
semillas y otras porciones no comestibles se eliminan. Por tanto, se reduce la carga
no deseada durante su transporte, lo que es importante en el comercio de

exportacion para minimizar costos (Jayathunge et al., 2014).

2.2 Microorganismos presentes en papaya

2.2.1 Microbiota nativa y enfermedades
Se ha caracterizado la diversidad de bacterias endofitas en el mesocarpio y

semillas de variedades de papaya. Resultando que la variedad 'Red lady' posee
especies de Bacillus, Staphylococcus y Acinetobacter, la variedad 'Bangalore’ tiene

especies de Bacillus y Kocuria y la variedad 'Solo' especies de Staphylococcus,
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Acinetobacter, Bacillus y Enterobacter (Krishnan et al., 2012). También se ha
encontrado que el crecimiento de la papaya estd amenazado por una enfermedad
viral causada por el virus de la papaya ringspot (PRSV) conocido cominmente en
México como “virus de la mancha anular’. Este es un miembro del género, Potyvirus,
y es transmitido por los afidos (Wei et al., 2006). A principios del siglo XX se
identificaron especies del género Erwinia como patdégenos en papaya; los sintomas
tipicos que produce en los cultivares son manchas en las hojas que evolucionan en

lesiones foliares angulares (Gardan et al., 2004).

2.2.2 Microorganismos patogenos
Los productos frescos pueden contaminarse con bacterias patdgenas a

través de diversas rutas en diferentes puntos a lo largo de las etapas del cultivo y
en la cosecha (Figura 2.1). Las fuentes de contaminacion en el campo incluyen el
estiércol, el agua de riego, el suelo, la contaminacién fecal, las semillas
contaminadas y el cambio climéatico. Los pasos posteriores a la cosecha, incluyendo
la recoleccion, el preenfriamiento, las operaciones de procesamiento, el lavado, la
desinfeccibn y almacenamiento pueden conducir a contaminaciébn con
microorganismos patdégenos si no se utilizan adecuadamente de acuerdo con las

Buenas Précticas de Manufactura (Olmez, 2016).
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Fuentes precosecha \ /Fuen‘tes cosecha/postcosecha
» Suelo y estiércol |

Equipo de cosecha
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» Apua de enfriamiento
» Aire (polvo)
* Almacenamiento
* Contaminacion fecal
* Dperaciones manuales (corte, pelado, etc.)
* Semillas contaminadas
» Lavado y desinfeccion

» Cambio climatico

» Embalaje
» Localizacidn geografica

Figura 2.1. Principales fuentes de contaminacion de frutas y hortalizas. Fuente:
(Olmez, 2016)

Se ha reportado la incidencia de microorganismos patdgenos en la papaya.
Un estudio realizado en Calcuta en donde colectaron muestras de papayas frescas
cortadas (500 g) expendidas por vendedores ambulantes revelé que la fruta
contenia poblaciones elevadas de bacterias mesdfilas aerobias y coliformes, y
detectaron la presencia de patégenos entéricos. De las treinta muestras de papaya
tomadas durante un periodo de 3 meses, 48 % resultd positivo para E. coli, 17 % a

S. aureus, 3 % a Salmonella y 3% a Vibrio cholerae (Mukhopadhyay et al., 2002).

Se ha demostrado que algunos microorganismos patdgenos al hombre
tienen la capacidad de desarrollar en papaya cortada. E. coliO157: H7 y Salmonella

crecen rapidamente en papayas recién cortadas almacenadas a 25 °C, y sobreviven
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durante la vida util de las papayas cortadas mantenidas en refrigeracion (4 °C)
(Strawn et al., 2010). E. coli O157: H7 puede crecer en jugo de papayaa 4y 20 °C
(Yigeremu et al., 2001; Mutaku et al., 2005) . Penteado et al. (2004) encontraron
que la pulpa papaya es buen sustrato para la supervivencia y crecimiento de S.
Enteritidis a 10, 20 y 30 °C, y que la baja temperatura (10 °C) retrasa pero no inhibe
el crecimiento de esta bacteria. Varios estudios demostraron que L. monocytogenes
puede sobrevivir y crecer en la papaya recién cortada (Penteado et al., 2004a). Feng
et al. (2015), demostraron que S. aureus era capaz de crecer en mango, papayay

pifia cortados a 13y 25 °C, y pudo sobrevivir durante la vida util a 5 °C.

Estas investigaciones describen el potencial de supervivencia y crecimiento
de microorganismo patdgenos en papayas, destacando la importancia de prevenir

su contaminacion.

2.2.3 Brotes asociados al consumo de papaya
La papaya se consume principalmente como fruta fresca. Ahora bien, los

frutos recién cortados listos para consumo pueden ser facilmente expuestos a
condiciones medioambientales antihigiénicas durante el procesamiento, como es en
el pelado y el corte, lo que conduce a la contaminacion directa o cruzada con
bacterias patégenas del fruto mismo o del equipo. En todo el mundo, la proporcion
de brotes de alimentos atribuidos a las frutas y hortalizas ha aumentado en los
altimos 20 afios (Sharma et al., 2011). En 1996, se produjo un gran brote de
Salmonella en Singapur y por lo menos 116 trabajadores enfermaron. La cepa del
brote de Salmonella se aislo de varias frutas frescas cortadas, incluida la papaya
(Strawn et al., 2010). En 2003 en EE.UU. ocurri6 un brote de salmonelosis en el que
estuvo implicada S. Saintpaul. En 2006 y 2007, 27 personas en los estados
australianos de Queensland y Australia Occidental se enfermaron al comer papayas
contaminadas con S. Litchfield (Gibbs et al., 2009). Asimismo, en 2011 se reportaron

un total de 106 casos de salmonelosis causados por S. Agona en los EE. UU. que
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estuvieron relacionados con papayas importadas de México (CDC, 2011).
Recientemente, en julio de 2017 se present6 un brote multiestatal en EE.UU. de
infecciones causadas por nueve serovares de Salmonella: Urbana, Newport,
Infantis, Anatum, Thompson, Kiambu, Agona, Gaminara, y Senftenberg, en el cual
se reportod un total de 173 personas infectadas; la fuente de contaminacion fueron

papayas de la variedad ‘Maradol’ nuevamente provenientes de México (CDC, 2017).

2.3 Métodos de control de microorganismos patégenos en frutas

El lavado se utiliza como método primario para reducir la materia organica
de los productos frescos. Sin embargo, el lavado y la desinfeccion pueden reducir
los niveles de patdgenos, pero no garantizan su total eliminacion. El grado de
reduccion estd influenciado por el antimicrobiano utilizado, las condiciones de
aplicacion y el tipo de producto al que se aplique, entre otros (Foong-Cunningham
et al., 2012). En general, los métodos tradicionales de descontaminacion de las
frutas y hortalizas frescas se pueden clasificar en: a) tratamientos fisicos y b)

tratamientos quimicos.

2.3.1 Tratamientos fisicos
Se refieren a los métodos que hacen uso de calor, presion, irradiacion, entre

otros, para reducir los microorganismos patdgenos en los alimentos (Krasaekoopt y
Bhandari, 2010).

a) Luz ultravioleta (UV).

La luz UV es un tipo de radiacion no ionizante con una longitud de onda que
oscila entre 100 nm y 400 nm, que normalmente se clasifica en tres tipos: UV-A
(315-400 nm), UV-B (280-315 nm) y UV-C (100-280 nm) (Gonzéalez-Aguilar et al.,

2010). ElI mecanismo generalmente reconocido de inactivacibn microbiana se
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atribuye principalmente al dafio directo producido en el ADN de los
microorganismos. La luz UV induce la formacion de fotoproductos de ADN que
inhiben la transcripcion y la replicacion y conducen finalmente a mutagénesis y a
muerte celular. Su pobre poder de penetracion limita su aplicacién en el campo de

los alimentos (Liang et al., 2017).

Esta tecnologia se ha aplicado en el melon, el mango, la manzana, la sandia
y la papaya recién cortados para prolongar su vida util (Corbo et al., 2010). También
se ha reportado su efecto descontaminante sobre microorganismos patdégenos.
Yaun et al. (2004) aplicaron luz UV-C a las superficies de manzanas ‘Red Delicious’
inoculadas con E. coli O157:H7, y lograron reducir aproximadamente 3.3 Log
UFC/g. Se ha reportado su eficacia contra S. Poona y L. monocytogenes inoculadas

en papaya recién cortada (Raybaudi-Massilia et al., 2013).
b) Radiacion gamma.

La irradiacion de alimentos convencional y de uso mas frecuente se refiere
principalmente a la exposicién a radiois6topos de cobalto-60 (o muy poco frecuente
de cesio-137) (Farkas et al., 2011). Durante la exposicién del alimento al campo de
irradiacion, se debe medir la cantidad de energia absorbida (en Gray o kiloGray
(kGy) para establecer el procedimiento correcto (Pinela et al., 2017). La irradiacion
causa una modificacion minima en el sabor, el color, los nutrientes y otros atributos

de calidad de los alimentos.

En mangos la aplicacién de dosis bajas de radiaciones gamma (0.25, 0.35
y 0.45 kGy) fue eficiente para la eliminacion de un hongo (Lasiodiplodia theobromae)
(Santos et al., 2015). Ademas, la radiacion gamma logré una reducciéon de 1 Log de

bacterias mesoéfilas en frambuesas (Cabo Verde et al., 2013).

c) Altas presiones hidrostaticas.
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Las altas presiones hidrostaticas constituyen una tecnologia en la cual se
somete a alimentos liquidos o sélidos, con o sin embalaje, a presiones entre 100 y
800 MPa (Castro y Saraiva, 2014). Esta destruye los patdgenos transmitidos por los
alimentos e inactiva enzimas, no conduce a una modificacion sustancial de las
propiedades nutricionales, funcionales y organolépticas de los alimentos y aumenta
la vida util de frutas y verduras frescas minimamente procesadas (Pinela et al.,
2017). Se ha reportado su eficacia en la inactivacion de S. Poona, S. Newport, S.

Stanley y L. monocytogenes en puré de melon (Mukhopadhyay et al., 2016).
d) Campos eléctricos pulsados.

La tecnologia de campos eléctricos pulsados (CEP) implica la aplicacion de
pulsos de alto voltaje (tipicamente de 20 a 80 kV/cm) a alimentos colocados entre
dos electrodos. La intensidad del campo se consigue almacenando energia en una
bateria de condensadores a partir de una fuente de alimentacion, la cual es
descargada en forma de impulsos de alta tensién (Ramaswamy et al., 2005). Los
CEP mantienen la calidad de los alimentos reduciendo los cambios perjudiciales en
las propiedades sensoriales y fisicas. Se ha demostrado que su aplicacién induce
un aumento en la permeabilidad en la membrana citoplasmética de los

microorganismos que conlleva a su muerte (Saldafia et al., 2011).

Se ha logrado la descontaminacion efectiva utilizando CEP de un batido de
frutas tropicales a base de pifia, platano y leche de coco inoculado con E. coli K12
(Walkling-Ribeiro et al., 2008). También se ha reportado la inactivacion de S. aureus

y L. monocytogenes con este procedimiento (Saldafia et al., 2011).

Kim et al. (2017) demostraron el efecto antibacteriano de diodos emisores
de luz de 405 £ 5 nm (LED) contra varios serovares de Salmonella (Typhimurium,

Saintpaul, Newport y Agona) en papaya recién cortada.

Existen otras tecnologias que estan en desarrollo como el calentamiento

ohmico. Estas nuevas herramientas aplicadas a la industria de productos frescos
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estan enfocadas en prolongar la vida util y asegurar la inocuidad de los alimentos

sin comprometer las cualidades sensoriales y nutricionales.

2.3.1.1 Calentamiento 6hmico para la inactivacion bacteriana

El calentamiento 6hmico es una técnica innovadora en la cual el alimento
se comporta como una resistencia eléctrica cuando se coloca entre dos electrodos
y una corriente eléctrica alterna se pasa a través de él. Debido a la resistencia
eléctrica, se genera calor a través de los alimentos lo que causa un incremento de
temperatura. La generacion de calor tiene lugar de forma volumétrica (Marcotte et
al., 2010).

El calentamiento éhmico no so6lo puede evitar las limitaciones de la
calefaccidén convencional, sino también puede mejorar la inactivacion de los agentes
patdgenos en los alimentos debido a los efectos combinados de calor y electricidad
(Park et al., 2013). Ya se ha demostrado que el calentamiento 6hmico es eficaz para
inactivar S. Typhimurium, L. monocytogenes y E. coli O157:H7 en alimentos
liguidos, como jugo de naranja, jugo de tomate y jugo de manzana (Lee et al., 2012;
Park et al., 2013). Esta tecnologia proporciona un calentamiento rapido y uniforme
con cambios estructurales, nutricionales y organolépticos minimos en el alimento
(Lee et al., 2012).

El calentamiento 6hmico se ha probado también en pulpa de papaya
utilizando dos electrodos de acero inoxidable (SS 316) separados 3 cm, a tres
gradientes de voltaje (6.66, 13.33 y 20 V/cm) y tiempos (1, 2 y 3 min). Siendo el
gradiente de voltaje de 13.33 V/cm por 2 min el mas efectivo para la pasteurizaciéon
de la pulpa de papaya. Se comparé la pulpa tratada con pulpa no tratada. La pulpa
que recibio tratamiento, retenia 86.4 % de licopeno, 87.1 % de B-carotenoy 85.2 %
de acido ascorbico ademas de que no hubo ningun dafio estructural (Gomathy et
al., 2015).
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2.3.2 Tratamientos quimicos.
Se han utilizado diversos compuestos quimicos para reducir las poblaciones

bacterianas en las frutas frescas ya sea antes del procesamiento o durante las

operaciones de pre y poscosecha (Corbo et al., 2010).
a) Cloro.

El cloro es un tratamiento comun de descontaminacion para productos
frescos a niveles de 50 a 200 ppm y a un pH de 6.0 a 7.5, con un tiempo de contacto
de 1 a 2 minutos. Diversos estudios han descrito la eficacia del cloro, sin embargo,
en presencia de materia organica en el agua, éste puede inactivarse y crear
subproductos nocivos para el medio ambiente y la salud (Foong-Cunningham et al.,
2012). Vadlamudi et al. (2012), reportaron la eficacia del cloro en la inactivacion de
S. Poona en melones. El tratamiento con cloro ha logrado también inactivar E. coli
0157:H7 en superficie de naranja (Yoo et al., 2015).

b) Acido peracético.

Se ha aplicado el acido peroxiacético para lograr la desinfeccién de lechuga
cortada e inoculada con L. monocytogenes (Beuchat et al., 2004). También se ha
usado para eliminar la microbiota nativa de verduras recién cortadas como
zanahorias ralladas, col blanca y puerro (Vandekinderen et al., 2009; Lee et al.,
2014). Asimismo, se ha evaluado su eficacia en la inactivacion de E. coli O157:H7
sobre lechuga fresca y zanahorias (Petri et al., 2015).

c) Agua electrolizada.

El agua electrolizada acida (AEA) se produce al pasar una solucién de sal
diluida (el cloruro de sodio y el cloruro de potasio se utilizan con mayor frecuencia)
a través de una célula electrolitica, dentro de la cual el anodo y el catodo estan
separados por una membrana. En el lado anodico de la célula electrolitica se
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obtiene el AEA y varios compuestos de cloro e iones tales como HOCI, OCI y Clz
gas (Gil et al., 2015).

El AEA ofrece la capacidad potencial de inactivar microorganismos con
minimos efectos negativos sobre la salud humana y la calidad organoléptica y
nutricional de los alimentos. EI AEA se ha utilizado como una alternativa a la
descontaminacion con cloro con el propésito de garantizar la inocuidad y prolongar

la vida util de las frutas y hortalizas frescas (Park et al., 2009).

Rahman et al. (2010) reportaron una reduccion mayor de microorganismos
indicadores (mesofilos aerobios, mohos y levaduras) y patogenos (E. coli 0157:H7
y L. monocytogenes) en espinacas frescas cortadas cuando aplicaron agua
electrolizada ligeramente &cida en comparacion con las tratadas con agua

desionizada, 0zono acuoso 06 hipoclorito de sodio (NaOCI).

Una variante es el agua electrolizada neutra (AEN). EI AEN se genera como
AEA, pero parte del producto formado en el &nodo es entonces redirigido a la
camara del catodo, dando lugar a una solucién neutra (pH 8.0 £ 0.5) (Abadias et al.,
2008). Los resultados de los estudios actuales han mostrado una perspectiva
prometedora del uso de AEN en industrias de frutos recién cortados. El éxito
bactericida del AEN se debe principalmente a su alto potencial de oxidoreduccién
junto con la presencia de cloro libre disponible y una accién de tipo surfactante
causada por la presencia de grupos OH libres (Monnin et al., 2015). El brécoli recién
cortado tratado con AEN mostr6 mejor retencion de compuestos bioactivos
(capacidad antioxidante, fenoles y enzimas antioxidantes) que el tratado con NaClO
(Graca et al., 2011).

2.3.3 Factores que afectan la eficacia de los tratamientos de descontaminacion
Entre los factores que afectan la eficacia de los tratamientos de

descontaminaciéon se encuentran la dosis aplicada, el tiempo de exposicion, la
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humedad relativa (HR) y la temperatura (Netramai et al., 2016). Por otro lado, la
adhesion de las células bacterianas a sitios inaccesibles, como estomas y cavidades
de las hojas y frutos, provoca ineficacia de los tratamientos de desinfeccion ya que
pueden no tener acceso a los patdogenos y ademas éstos pueden presentar
resistencia debido al estrés oxidativo y capacidad mejorada de reparacion del ADN,

lo que representa otro reto para la industria de corte fresco (Olmez, 2016).

Otros factores importantes que influyen en la capacidad de inactivacién de
los desinfectantes incluyen:

1. La materia orgénica. El aumento de esta puede reducir la eficacia de
ciertos tratamientos antimicrobianos. Por ejemplo, en el caso de la
aplicacién de cloro para mantener los niveles de cloro activo, debe
agregarse continuamente al agua para reemplazar el cloro perdido por
reacciones con la materia organica, iones y microorganismos (Foong-
Cunningham et al., 2012; Sharma et al., 2011).

2. El tiempo de contacto del tratamiento antimicrobiano. Tiempos de
aplicacién mas largos suelen dar como resultado tasas de muerte mas
altas (Zhou et al., 2015).

3. Naturaleza de la superficie. Estudios han demostrado que la topografia
superficial y la hidrofobicidad de los frutos afectan significativamente la
eficacia de los desinfectantes sobre la remocion e inactivacion de
patégenos (Wang et al., 2009).

4. Eltipo de microorganismo. La presencia de biopeliculas y de agregados
bacterianos en la superficie de los frutos y de las hojas puede permitirles
persistir durante mas tiempo o protegerse de los desinfectantes (Behnke
et al., 2012; Netramai et al., 2016).

2.4 Biopeliculas bacterianas
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Las biopeliculas son comunidades complejas de microorganismos en las
que las células se encuentran unidas a una superficie y entre ellas, y a su vez estan
incrustadas en una matriz autoproducida de sustancias poliméricas extracelulares
(EPS) (Yaron et al., 2014). Estas pueden estar formados por una sola o mdltiples
especies bacterianas, como una sola capa o estructuras tridimensionales (Amrutha
et al., 2017).

2.4.1 Formacion de biopeliculas bacterianas

La formacion de biopeliculas se produce en cinco etapas: el desarrollo de
una pelicula acondicionadora, la adhesion de células bacterianas, la produccion de
polimeros extracelulares por las células adheridas, la maduracién y dispersion de la
biopelicula (Figura 2.2). Las bacterias formadoras de biopeliculas poseen apéndices
para anclarse y moverse a través de un liquido. Los flagelos les sirven para fijarse
a una superficie apropiada y también permiten la motilidad del microorganismo (Van
Houdt et al., 2010). Se cree que la etapa de adhesién celular bacteriana es
reversible debido a interacciones débiles entre la célula bacteriana y la superficie
sélida. En esta etapa, las bacterias se pueden eliminar facilmente lavando
suavemente (Hall-Stoodley et al., 2004).
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Figura 2.2. Etapas de la formacion de biopeliculas bacterianas.

Fuente: (Coughlan et al., 2016)

Una vez unidas, las bacterias proceden a colonizar la superficie a través de
la formacion de agregados celulares conocidos como microcolonias. Bajo
condiciones ambientales permisivas, las microcolonias forman estructuras
dindmicas bidimensionales a medida que aumenta el numero de células. Este
armazon madura adicionalmente en una arquitectura definida con células
dispuestas en estructuras simples o elaboradas que son adecuadas para prosperar

en su entorno particular (Coughlan et al., 2016).

Posteriormente, la adhesién de las células bacterianas se vuelve irreversible
debido a la adherencia intracelular por apéndices y la produccion de EPS (Hall-
Stoodley et al., 2004). La formacién de la biopelicula madura incluye monocapas
planas, estructuras tridimensionales “tipo hongo” o “tulipan” y canales de agua
intermedios para el intercambio de nutrientes y residuos (Jahid et al., 2012).
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La etapa final en el ciclo de vida de la biopelicula implica el retorno de un
namero de células adheridas al entorno circundante. Las células desprendidas
vuelven a su estado planctonico y dejan la biopelicula en respuesta a las sefiales
celulares (animandolas a buscar un sitio adicional cuando las condiciones sean
favorables). El desprendimiento se produce como resultado de cambios
ambientales, como la disponibilidad de nutrientes, el movimiento del liquido
circundante, erosion de partes de la biopelicula por uso de quimicos o fuerza, entre
otros (Kaplan, 2010).

Una amplia gama de tamafios de cumulos se separa de la biopelicula, de
células individuales a grandes grupos que contienen mas de 1000 células, las
proporciones son dependientes de las especies que la componen y las condiciones
de crecimiento de la biopelicula (Behnke et al., 2011). Los grupos aislados pueden
comportarse de forma similar a los de la biopelicula cuando se exponen a
desinfectantes, especialmente poco después del desprendimiento (Rollet et al.,
2009).

2.4.2 Composicion de las biopeliculas
Las EPS pueden estar compuestas de polisacaridos, proteinas, lipidos,

ADN extracelular, células bacterianas muertas y otras sustancias poliméricas
hidratadas con 85 — 95 % de agua dependiendo del tipo de bacteria en la biopelicula.
Las funciones que tienen los EPS en la biopelicula son: ofrecer estabilidad
estructural y proteccién (Hall-Stoodley et al., 2004), mantener las células juntas y
también pueden agotar reactivamente los productos quimicos descontaminantes y
retardar su difusion a las células (contribuyendo a la resistencia) (Behnke et al.,
2012), concentrar los nutrientes del medio ambiente circundante dentro de la
biopelicula, y evitan la desecacion de la misma (Coughlan et al., 2016).

24



La matriz de EPS puede cambiar con respecto a las propiedades de difusion
o la viscosidad debido a la presencia de varias especies en la biopelicula causada
por un cambio en los patrones de expresion génica. Otros mecanismos que se han
observado en las biopeliculas multiespecies son la transferencia conjugativa de los
factores de tolerancia y la proteccidn entre especie a través de la estrecha

asociacion espacial (Ghigo, 2001).

La expresion de las células que forman la biopelicula esta bajo el control de
un sistema de regulacién genética global que responde a fluctuaciones en la
densidad de poblacion, conocido como deteccion del quorum (Fuqua et al., 1994).
Se ha descubierto que la deteccion del quorum es un factor clave en la formacién
de la biopelicula por patégenos transmitidos por los alimentos. Smith et al. (2004)
sefialan que en este sistema las células bacterianas interactian entre ellas de tal
manera que se benefician entre toda la poblacion de la biopelicula. Ademas de que
la sefalizacion célula a célula incrementa la transcripcion de genes responsables
de la supervivencia al estrés oxidativo, alterando la composicion y la viscosidad de
las EPS, o influyendo en la arquitectura de la biopelicula y la distribucién espacial
de diferentes cepas (Burmglle et al., 2006).

2.4.3 Resistencia adquirida en células inmersas en biopeliculas
Las bacterias presentes en una biopelicula muestran hasta 1000 veces

mayor tolerancia a los antibiéticos y biocidas que sus homélogos plancténicos (Ceri
et al., 1999). Estudios han demostrado que las bacterias en las biopeliculas son
capaces de adaptarse a las condiciones ambientales cambiantes de una manera

rapida tanto a nivel fenotipico y genotipico (Amrutha et al., 2017).

Se ha demostrado que las células de biopelicula expresan perfiles proteicos
diferentes que las células plancténicas y también muestran diferentes tasas de

crecimiento como resultado de la disponibilidad limitada de nutrientes y oxigeno que
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pueden hacerlos mas tolerantes (Walters et al., 2003; Rani et al., 2007). Las EPS
pueden proporcionar una barrera fisica contra la difusion de agentes
antimicrobianos y compuestos de la respuesta de defensa y ofrecen proteccién
contra factores de estrés ambiental tales como radiacion UV, tensiones osmaoticas

y desecacion (Yaron et al., 2014).

Se ha demostrado el crecimiento de L. monocytogenes en una biopelicula,
con desarrollo de resistencia al hipoclorito de sodio (Norwood et al., 2000). Ademas,
se estima que el 99.9 % de las bacterias en la naturaleza estan unidas a una

superficie en forma de biopelicula (Murphy et al., 2002)

2.4.4 Formacion de biopeliculas en frutas
Durante el crecimiento y maduracion de las frutas y hortalizas, asi como

durante su cosecha, transporte, procesamiento y almacenamiento, surgen
oportunidades para el desarrollo de biopeliculas en su superficie. La capacidad de
formacién de biopeliculas de patégenos bacterianos esta altamente correlacionada
con la fuerza de adherencia y la persistencia en la superficie del producto fresco
(Beuchat, 2002). La capacidad de algunos patdgenos como Salmonella para formar
biopeliculas, representa un peligro ya que el desprendimiento de células que se
encuentren inmersas en estas estructuras puede ser de manera intermitente y llegar
a contaminar otros productos frescos y superficies de equipos en la industria
(Murphy et al., 2002).
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3. JUSTIFICACION

México es el quinto productor de papaya en el mundo, y su venta es una
fuente importante de divisas. Desafortunadamente las papayas producidas en
nuestro pais y exportadas a EE. UU. han sido implicadas en brotes de salmonelosis.

Esta situacion coloca a las papayas como un fruto de riesgo a los consumidores.

Escasa es la informacion que existe con relacion a la eficacia del uso de
desinfectantes comunmente usados en la industria de alimentos para inactivar a
Salmonella en la papaya. Sin embargo, evaluaciones realizadas en otros frutos
revelan que la desinfeccion quimica no logra la completa inactivacién del patégeno.
Uno de los factores que puede influir en la eficacia de los desinfectantes es la
formacién de biopeliculas bacterianas sobre los frutos, ya que pueden servir como
sitios protectores para los microorganismos patégenos, y generar un microambiente
en el cual las células inmersas en €l pueden adquirir resistencia ante los agentes

quimicos.

Ante esta situacion, es necesario investigar la aplicacion de nuevos
métodos de descontaminacién que garanticen la inocuidad y que no afecten la
calidad del fruto entero o minimamente procesado. El uso de desinfectantes como
el agua electrolizada, el acido peracético, y la aplicaciébn de nuevas tecnologias
como el calentamiento 6hmico, pueden ser una buena alternativa para reducir el

riesgo de enfermedad asociado al consumo de papaya.
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo General

Evaluar la efectividad de tratamientos de descontaminacion quimicos y
calentamiento 6hmico sobre células libres y en biopeliculas de S. enterica

inoculadas en papaya.

4.2 Objetivos especificos
1. Evaluar la capacidad de S. enterica para formar biopeliculas sobre la

superficie de papayas.

2. Determinar la eficacia de tratamientos quimicos para inactivar células libres

y en biopelicula de S. enterica inoculadas en papaya.
3. Determinar la eficacia del calentamiento 6hmico para inactivar células libres
y en biopelicula de S. enterica inoculadas en papaya cuando se aplica

individualmente y en combinacion con desinfectantes.

4. Evaluar el efecto del tratamiento con calentamiento 6hmico en la calidad de

la papaya durante su almacenamiento.
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5. METODOLOGIA

5.1 Materiales

5.1.1 Equipos
Agitador mecanico, Vortex-Genie

Autoclave eléctrica de mesa, Market Forge

Balanza analitica digital, Precisa

Campana de flujo laminar, Veco

Centrifuga de mesa, Heraeus

Cuenta colonias, Reichert

Homogenizador de alimentos, Stomacher BagMixer
Incubadoras con refrigeracion, Presicion ThermoScientific
Medidor de actividad de agua, AqualLab

Microscopio electrénico de barrido, EVO-50 Carl Zeiss
Potenciémetro, Jenway

Refrigerador, Velp Scientifica

Termo bafio, Riossa

Texturometro CT3 Texture Analyzer, Brookfield
Ultracongelador, REVCO, Thermo Scientific
Ultracentrifuga, Dynamica

5.1.2 Medios de cultivo
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Agar xilosa lisina desoxicolato de sodio (XLD), BD Bioxon
Agar lisina descarboxilasa, Difco

Agar soya tripticaseina (AST), Dibico

Agar sulfito bismuto (SB), BD Bioxon

Agar triple hierro azucar (TSI), Difco

Caldo neutralizante (CN), Difco

Caldo tetrationato, BD Bioxon

Caldo Rappaport Vassiliadis, BD Bioxon

Caldo soya tripticaseina (CST), BD Bioxon, Dibico
Caldo urea, BD Bioxon

Diluyente de peptona 0.1% (DP), BD Bioxon, Dibico
Medio rappaport — vassiliadis, Difco

Medio tetrationato, Difco

Peptona de caseina, BD Bioxon

5.1.3 Soluciones

Agua activada, Desy

Acido peracético, Saniper 20

Solucién salina isoténica (NaCl 0.85%)
Rifampicina (200 ppm)
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5.1.4 Reactivos

Acido acético glacial, Meyer

Acido sulfarico, Jalmek

Alcohol etilico, Golden Bell

Alcohol metilico, Golden Bell
Almidon, J.T. Baker

Antisuero polivalente (Poli A — 1 & Vi), Difco
Cacodilato de sodio 0.2 M

Cloro, Zeux

Cristal violeta, Hycel

Glutaraldehido al 3%

Permanganato de potasio, J.T. Baker
Sulfato de potasio, Golden Bell
Tetroxido de osmio al 1%

Yoduro de potasio, Golden Bell

5.2 Material biol6gico

5.2.1 Papayas
Las papayas cultivar ‘Maradol’ se adquirieron de mercados locales de la

ciudad de Querétaro, Qro.
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5.2.2 Cepas bacterianas

Se emple6 una mezcla de cinco cepas de S. enterica (S. Enteritidis ATCC
13076, S. Typhimurium ATCC 23595, S. Typhimurium ATCC 14028, S. Thompson
ATCC 8391, S. Montevideo ATCC 8387) del cepario del Laboratorio para la
Evaluacion y Control de Riesgos Microbianos en Alimentos (LECRIMA) de la
Universidad Autbnoma de Querétaro. Se indujo resistencia a rifampicina a las cepas

utilizadas de acuerdo al método sefialado por Kaspar y Tamplin (1993).

5.3 Métodos

5.3.1 Formacion de biopeliculas de Salmonella sobre la superficie de papayas.

5.3.1.1 Activacion de las cepas y preparacion del inéculo

Cien pL de cada uno de los cultivos puros de las 5 cepas de Salmonella se
inocularon por separado en 3 mL de caldo CST a 37 °C por 24 h. Posteriormente se
hizo una transferencia a CST utilizando 100 pL del cultivo anterior e inoculando en
3 mL de CST; se incub6 a 37 °C por 18 h. Después de la incubacién, los cultivos se
lavaron centrifugando 1 mL de cada cultivo a 15 000 rpm por 2 min, se removio el
sobrenadante y las células se resuspendieron al mismo volumen de solucién salina
isotonica (SSl), las suspensiones se homogenizaron y se centrifugaron
nuevamente; el procedimiento se repiti6 dos veces. Finalmente, se retiré el
sobrenadante y se resuspendié el paquete celular en SSI. Se tom6 un mL de cada
cepa y se mezclaron en un tubo estéril. A partir de esta suspensién bacteriana se
prepararon diluciones decimales en agua destilada estéril (ADE) y se realizo el
recuento mediante la técnica de extension en superficie en placas de AST

adicionado de rifampicina (200 ppm). Las placas se incubaron a 35 °C por 24 h.
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5.3.1.2 Preparacion del epicarpio de papaya

Las papayas se seleccionaron considerando a aquellas con caracteristicas
similares de peso, tamafio, madurez, color y ausencia de dafio mecanico. Se
lavaron con agua corriente antes de la inoculacion, y se secaron a 22 °C durante 50

min en campana de flujo laminar.

5.3.1.3 Formacion de las biopeliculas

Se inocularon por goteo 50 pL de la suspension de Salmonella (-1 x 10°
UFC/mL) sobre 3 cuadrados de 3 x 3 cm marcados en la superficie de la fruta. Las
papayas inoculadas se colocaron en contenedores de plastico con cierre hermético
a una humedad relativa (HR) de 97 % ajustada mediante la adicién de una solucién
saturada de sales de sulfato de potasio (Speranza et al., 2017), se incubaron a 25
°C y 30 °C durante 72 h. Se tomaron muestras periédicamente a las 0, 24, 48y 72
h, para lo cual se corto la porcion inoculada de la papaya. En cada uno de ellos se
realizd: 1) recuento de la poblacién; 2) cuantificacion de biopolimeros; 3) y

microscopia electrénica de barrido (SEM).

5.3.1.3.1 Cinética de crecimiento de Salmonella enterica

Las células se recuperaron cortando la superficie marcada del fruto con un
bisturi estéril. La porcién de papaya de 1 g se colocé en una bolsa de polietileno con
9 mL de DP y se homogeniz6 en un homogenizador mecéanico por un min. A partir
del homogenizado se prepararon diluciones decimales en DP y el recuento de la
poblacion de Salmonella se llevo a cabo en AST suplementado con rifampicina (200
ppm), empleando la técnica de extension en superficie. Las placas se incubaron a
35 °C durante 24 h.
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5.3.1.3.2 Cuantificacion de biopolimeros.

Una porcion de papaya inoculada se frotd con un hisopo humedecido con
SSI, se coloc6 en un tubo estéril con 2 mL de SSI y se agitdé durante un min en
agitador mecanico. Posteriormente se retir0 el hisopo y al sobrenadante, se agregé
metanol (2 mL), se dejo reposar por 15 min; se descarto el liquido y se afiadieron 2
mL de cristal violeta al 0.1 % dejando en reposo 5 min. Se lavé dos veces con 2 mL
de ADE y se agregaron 2 mL de acido acético glacial al 99.7 %; finalmente se
transfirieron alicuotas de 200 pL a una placa de 96 pocillos de fondo plano
transparente y se midio la densidad éptica a 595 nm por espectrofotometria (Coffey
et al., 2014).

5.3.1.3.3 Microscopia electrénica de barrido.

Las muestras destinadas a la observacion de la formacion de las biopeliculas
se prepararon retirando secciones (1 x 1 cm x 1 mm) del epicarpio de la papayay a
continuacion se siguid el procedimiento descrito por Hernandez-lturriaga et al.
(2007) con algunas modificaciones. Las muestras se fijaron durante 4 h en
glutaraldehido al 3%, seguido de un lavado durante toda la noche con solucion
amortiguadora de cacodilato de sodio 0.2 M, posteriormente se tratd con tetréxido
de osmio al 1% durante 2 h y finalmente se lavé dos veces con solucion
amortiguadora de cacodilato de sodio 0.2 M durante 15 min. Los tejidos fijados se
deshidrataron en una serie graduada de dos pasos de concentraciones de etanol a
4 °C. Después de la deshidratacién, los tejidos se secaron a punto critico, se
montaron, se revistieron con oro y se examinaron con un microscopio electrénico
de barrido (EVO-50 Carl Zeiss).

Se seleccionaron los niveles de temperatura y tiempo que generaron la mayor
poblacién y cantidad de biopolimeros de Salmonella para continuar con los

experimentos sucesivos.
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5.3.2 Evaluacion de la eficacia de tratamientos de desinfeccion para inactivar

células de Salmonella libres y en biopelicula formadas en papaya

5.3.2.1 Inoculacién de la papaya

a) Células libres:

Papayas enteras y lavadas (descrito en el apartado 5.3.1.2) se inocularon por
goteo con 50 L de la suspension bacteriana de Salmonella (gotas de 10 pL de cada
una) a una concentraciéon final de aproximadamente 10® UFC/mL. Los frutos

inoculados se secaron durante 50 min en una campana de bioseguridad.
b) Células en biopelicula:

Se emplearon las papayas anteriormente inoculadas en donde se formaron
previamente las biopeliculas de Salmonella, almacenamiento durante 48 h a 25 °C
(apartado 5.3.1.3.).

5.3.2.2 Aplicacion de los tratamientos de desinfeccion quimica

El dia del experimento se prepararon las soluciones desinfectantes
empleando agua destilada estéril: hipoclorito de sodio (200 ppm), acido peracético
(80 ppm), y agua electrolizada neutra (AEN) (50 ppm). Los desinfectantes se
distribuyeron en bolsas estériles (100 mL) y su concentracion se verific6 mediante
los métodos descritos en los Anexos A y B. Las papayas inoculadas con células
libres y en las que se formaron las biopeliculas, se sumergieron por separado en las
soluciones desinfectantes y agua estéril (control) durante 5 min. Finalizado el tiempo
de exposicion las papayas se removieron de las soluciones germicidas y se

neutralizaron con caldo neutralizante.
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5.3.2.3 Aplicacion de calentamiento 6hmico

El experimento se llevo a cabo a escala de laboratorio utilizando un sistema
de calentamiento éhmico especialmente disefiado para liquidos. El prototipo de
calentamiento 6hmico fue manufacturado en el Centro de Investigacion de Ciencias
Aplicadas y Tecnologia Avanzada (CICATA) del Instituto Politécnico Nacional,
campus Querétaro. El sistema consta de una celda de acrilico (20 cm?) la cual esta
provista de dos electrodos de acero inoxidable (20 x 20 cm) por los que se hace
pasar corriente eléctrica. La temperatura se midié con una sonda termopar tipo T de
acero inoxidable aislada con vidrio y conectada a un medidor de temperatura (Digi-
Sense) (Figura 5.1). El sistema de calentamiento 6hmico posee un transformador
variable que permite aplicar diferentes campos de fuerza eléctrica. Las papayas
inoculadas con células libres y en las que se formd la biopelicula, previamente
descrito en el apartado 5.3.2.1., se colocaron en la celda del equipo la cual contenia
agua como liquido conductor. Se aplico voltaje de 15 V/cm a una temperatura de 55
°Cy 65 °C durante 60 sy 90 s (Park et al., 2013).

Multimetro Sensor de
Electrodo , % temperatura

Camara de
acrilico —

Transformador

Fuente de poder

Figura 5.1. Diagrama del sistema de calentamiento 6hmico
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5.3.2.4 Aplicacion de calentamiento 6hmico en combinacion con soluciones
desinfectantes

Las papayas inoculadas y en las que se formd la biopelicula, previamente
descrito en el apartado 5.3.2.1., se trataron con calentamiento 6hmico en
combinacion con soluciones desinfectantes: hipoclorito de sodio 200 ppm, acido
peracético 80 ppm y AEN 50 ppm. Las papayas se colocaron en la celda del equipo
de medidas 20 x 20 cm, la cual esta provista de dos electrodos de acero inoxidable
por los que se hace pasar corriente eléctrica. El liquido conductor fueron las
soluciones desinfectantes anteriormente mencionadas. Se aplicé voltaje de 15

V/cm. Los tratamientos se llevaron a cabo a 55 °C y 65 °C durante 60 s.

5.3.2.4.1 Cuantificacion de células sobrevivientes.

Se cuantificaron las células de Salmonella en la papaya antes del secado,
después del secado, y después de la aplicacién de los tratamientos con los
desinfectantes, con calentamiento 6hmico y su combinacion. Para ello, se cortd
asépticamente el epicarpio de la papaya inoculada (1 g) y se colocé en una bolsa
de polietileno, a la cual se le adicionaron 9 mL de caldo neutralizante (tratamientos
con desinfectantes) y 9 mL de diluyente de peptona (antes del secado, después del
secado y tratamientos con calentamiento 6hmico). Las muestras se homogenizaron
empleando un homogenizador mecéanico a velocidad media durante 1 min.
Posteriormente se realizaron las respectivas diluciones decimales en ADE, y se
llevd a cabo el recuento en ASTR mediante la técnica de vaciado en placa. Las

placas fueron incubadas a 35 °C por 24 h.

5.3.2.5 Vida de anaquel del fruto después de tratamientos con calentamiento
ohmico
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Las papayas tratadas (55 y 65 °C por 60 s) y un control (no tratado) se
almacenaron durante nueve dias a 17 °C. Se tomaron mediciones de la firmeza de
la papaya en los dias 1, 5y 9. Ademas, se realiz6 el conteo de hongos después de

los tratamientos con calentamiento 6hmico.
a) Determinacion de la firmeza en papaya entera

Las mediciones se tomaron de la parte central del fruto (ecuador) mediante
ensayo de penetracion utilizando una sonda de 3 mm de diametro empleando un
texturémetro. Se registro la fuerza de oposicion del tejido a la penetracién (7 mm de
longitud) de la sonda insertada a una velocidad de 5.3 mm/s. Los resultados se
expresaron en Newtons (N). El experimento se realizé tres veces y en cada

repeticion se analizaron tres muestras.
b) Cuantificacion de hongos

Se cort6 una porcién de papaya (1 g) y se colocé en una bolsa de polietileno,
a la cual se le adicionaron 9 mL de DP. Las muestras se homogenizaron empleando
un homogenizador mecéanico durante un min. Posteriormente se hicieron las
respectivas diluciones decimales en DP y se coloco por duplicado en cajas Petri 1
mL de la dilucion primaria. El procedimiento se repiti6 con las dos diluciones
decimales siguientes. A las placas con las alicuotas se les vertio agar papa dextrosa

acidificado (15 - 20 mL). Las placas fueron incubadas a 25 °C por cinco dias.

5.3.3 Disefio experimental y analisis estadistico

Se empled un diseio experimental unifactorial completamente al azar, donde
la unidad experimental representa una porcion de 3 x 3 cm de la superficie de la
papaya y las variables de respuesta fueron las células sobrevivientes (Log UFC/cm?)
y la densidad optica. Para los experimentos de vida de anaquel la unidad

experimental representa una papaya y las variables respuesta fueron la firmeza (N)
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y el conteo de hongos (UFC/g). Los resultados se expresaron como la media * la
desviacion estandar. Todos los experimentos se llevaron a cabo por triplicado y los
datos se analizaron por medio de un analisis de varianza y prueba de medias de

Tukey (p = 0.05) usando el programa estadistico JMP version 8.0.

6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 Capacidad de Salmonella para formar biopeliculas en el epicarpio de papaya

La poblacion de Salmonella inoculada en el epicarpio de papaya almacenada
a 25 °C después de 24, 48 'y 72 h, se increment6 en 1.1, 2.1y 2.1 Log UFC/cm?,
respectivamente (Figura 6.1a). Claramente se observa que las poblaciones de
Salmonella después de 48 y 72 h de almacenamiento permanecieron practicamente
constantes. Con respecto al almacenamiento a 30 °C (Figura 6.1b) los resultados
fueron similares a 25 °C y estadisticamente no significativos (p>0.05) (Tabla 2).
Annous et al. (2004) reportaron incrementos semejantes de la poblacion de
Salmonella (2-3 Log UFC/cm?) en la cascara de melones inoculados después del
almacenamiento durante 72 h. Los resultados obtenidos en nuestros ensayos
demostraron que la superficie de la papaya es capaz de soportar el crecimiento del
patdbgeno y que el incremento en el niumero de células podria contribuir a la
formacion de biopeliculas (Figura 6.3). Debido a que el aumento de la poblacion

microbiana se asocia con la formacion de biopeliculas (Fu et al., 2016).
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Figura 6.1. Comportamiento de Salmonella en papaya almacenada a 25 (a) y 30 °C
(b). Los valores representan la media de nueve tratamientos * la desviacién

estandar.

Tabla 2. Crecimiento de Salmonella inoculada en papaya y almacenada a 25y 30
°C durante 72 h.

Tiempo (h) Log UFC/cm?
25 °C 30 °C
0 2.7 £0.26° 2.7 £0.20°
24 3.8+0.11° 3.7+0.15°
48 4.9 +0.152 4.9 £ 0.052
72 4.9 +0.102 5.0 £ 0.052

Entre columnas los valores representan la media de nueve tratamientos + la
desviaciobn estandar. Letras diferentes indican diferencia estadisticamente

significativa (p<0.05).

Para demostrar la presencia de biopeliculas en la superficie del fruto se

recuperaron los biopolimeros del epicarpio de la papaya y se sometieron al
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procedimiento de tincion con cristal violeta. Los valores medios de ODsgsnm
aumentaron de 0.08 a 1.3 unidades después de 48 h de incubacion lo que indica la
sintesis de biopolimeros (Figura 6.2). El aumento en la produccién de polimeros de
las 48 a 72 h de incubacion fue discreto dado que la biopelicula se encontraba en

la etapa de maduracion.

El valor de DO al tiempo 0 h resultdé ser 0. Esto mostr6 que no habia
formacion de biopeliculas por Salmonella en el epicarpio de la fruta. Puesto que las
células necesitan tiempo para adaptarse a las nuevas condiciones ambientales
(Tang et al., 2012). Las células bacterianas inoculadas requirieron tiempo para
migrar sobre la superficie del producto y buscar sitios adecuados para adherirse. Y
una vez que se unieron a la superficie del producto fresco, se rodearon de

biopolimeros.

El método colorimétrico con cristal violeta utilizado es una técnica de uso
frecuente con resultados reproducibles y que se realiza in vitro en una microplaca
de poliestireno (Dimakopoulou-Papazoglou et al., 2016; Lianou y Koutsoumanis,
2012). El ensayo de cristal violeta muestra la capacidad de formacién de
biopeliculas de las cepas bacterianas (Xu et al., 2016). Se ha reportado que las
biopeliculas estan formadas de 50 a 90 % por componentes exopolisacaridos
(Amrutha et al., 2017).
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Figura 6.2 Cuantificacion de biopolimeros producidos por Salmonella en papaya
almacenada a 25 °C. Los valores representan la media de nueve datos * la

desviacion estandar.
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Figura 6.3 Poblacion de Salmonella y biopolimeros formados en papaya
almacenada a 25 °C. Los valores representan la media de nueve tratamientos + la

desviacion estandar.

En la figura 6.4d se observa el epicarpio de la papaya que no fue inoculado,
en el cual podemos ver su estructura celulésica propia del tejido. Las micrografias
realizadas del epicarpio inoculado mostraron la unién de las células mediante
fimbrias y produccién de polimeros desde las 24 h de incubacion (Figura 6.4a) y
después de 48 h las células se encuentraban embebidas en material polimérico
(Figura 6.4b). Los polimeros proporcionan una cubierta protectora para los
microorganismos incluidos los patdégenos y pueden ser un factor preponderante en
la generacion de resistencia contra desinfectantes acuosos (Fu et al., 2016). Varios
son los componentes estructurales de las biopeliculas de S. enterica, incluyendo
polimeros, fimbrias, proteinas de superficie, flagelos, celulosa y acidos grasos. Entre
estos componentes, los polimeros son los elementos fundamentales de la matriz

extracelular de las biopeliculas ya que dan como resultado la formacion de una red
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altamente hidréfoba de células firmemente compactas (Flemming y Wingender,
2010). Annous et al. (2005) observaron la formacion de biopeliculas de S. enterica
en el epicarpio de melon, después de 24 h de almacenamiento a 10 y 20 °C las
células se encontraban embebidas en material polimérico. Nuestra investigacion
coincide con estos hallazgos de que el patdogeno es capaz de formar biofilms en los

tejidos de los frutos.

1500kV 4.5 mm SE1 196 High Vatuum LANIVEG

1500kV 45 mm

Figura 6.4. Micrografias electronicas de barrido (x5000) de biopeliculas de
Salmonella formadas en la superficie de papaya almacenada durante 72 h. a) 24 h
de incubacion. b) 48 h de incubacion. ¢) 72 h de incubacion. d) Control no inoculado

del epicarpio de papaya. Las flechas sefialan los biopolimeros.
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Una vez que se observo que desde las 48 h se formaban biopeliculas en la papaya
y que el aumento de la biomasa y la produccion de biopolimeros es similar a las 72

h, se decidi6 continuar con el menor tiempo (48 h) para los experimentos sucesivos.

6.2 Efecto de tratamientos de desinfeccion sobre células de Salmonella (libres y

en biopelicula) en papaya

En la primera etapa del trabajo se demostr6 que Salmonella es capaz de
desarrollar y formar biopeliculas en la superficie de papaya. Ahora bien, en este
apartado se evaluo la eficacia de los desinfectantes cloro, AEN y &cido peracético.
Para ello se utilizaron los frutos inoculados con células libres y en los que se formé
biopeliculas. Las poblaciones de Salmonella obtenidas de la papaya inoculada con
células libres fueron 6.4 y 5.3 Log UFC/cm? antes del secado (AS) y después del
secado durante 50 min en campana de flujo laminar (DS), respectivamente. Para
los experimentos de células de Salmonella inmersas en biopeliculas se obtuvieron
valores de 5.6 y 4.0 Log UFC/cm? AS y DS, respectivamente (Figura 6.5). Lo anterior
indica que se pierden entre 1.1 y 1.5 Log por efecto del secado. A pesar de esta
pérdida, se obtuvo una poblacion lo suficientemente grande (al menos 4 Log
UFC/cm?) para poder evaluar el efecto de los desinfectantes.
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Figura 6.5. Efecto del secado en la viabilidad de células de Salmonella inoculadas
en papaya. AS: antes del secado; DS: después del secado. Los valores representan

la media de nueve tratamientos * la desviacion estandar.

La aplicacion de los tratamientos descontaminantes con cloro (200 ppm),
acido peracético (80 ppm) y AEN (50 ppm) redujo la poblacion de células libres de
Salmonellaen 1.7,1.1y 1.2 Log UFC/cm?, respectivamente. La reduccién en células
en biopelicula fue de 1.2, 0.9 y 0.9 Log UFC/cm? respectivamente. La
susceptibilidad de las bacterias dentro de las biopeliculas se redujo en comparacion

con el efecto sobre las células libres (Figura 6.6).

46
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Figura 6.6. Reduccién de la poblacién de Salmonella (células libres y en biopelicula)
en papaya desinfectada. AP: acido peracético; AEN: agua electrolizada neutra.

Valores representan la media de nueve tratamientos + la desviacion estandar.

Lapidot et al. (2006) reportaron que después de que se formaron biopeliculas
de S. Typhimurium en perejil las células fueron significativamente mas resistentes a
los tratamientos de desinfeccion con cloro a una concentracion de 100 ppm
(reduccion <2 Log UFC/g). También se ha estudiado el incremento en la resistencia
de biopeliculas de S. Enteritidis in vitro utilizando medio TSB diluido 20 veces
cuando fueron tratadas con cloro a 50 ppm; los resultados mostraron que la
temperatura ambiente y la baja disponibilidad de nutrientes mejoraron la resistencia
de la biopelicula (Yang et al., 2016).

Resultados similares se obtuvieron en nuestra investigacion utilizando AEN,
observandose reducciones de 1.1 y 0.9 Log UFC/cm? de células libres y en las
biopeliculas formadas en las papayas, respectivamente (Figura 6.6). No hubo

diferencia estadistica entre ambos tipos de células. A diferencia de otros estudios
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en donde se ha demostrado la eficacia del AEN en la inactivacion de células no
procedentes de biopeliculas (Afari et al., 2015; Singh y Hung, 2018). Los autores
concluyeron que era posible que los desinfectantes acuosos no penetraran
eficazmente las capas de EPS de la biopelicula. El mecanismo de alta resistencia a
los desinfectantes acuosos aun no ha sido completamente entendido (Pang et al.,
2017). Nuestros resultados concuerdan con lo descrito por Hawkins et al. (2016)
quienes realizaron tratamientos con AEN (10 ppm) en carne de pollo y obtuvieron
una reduccion de 0.56 Log de S. Typhimurium.

Independientemente del tipo de desinfectantes los porcentajes de reduccion
sobre las células libres o inmersas en biopeliculas no fueron mayores a 33.3y 23.9
%, respectivamente (Tabla 3). La Food and Drug Administration (FDA) de los
EE.UU. establece que un desinfectante para considerarse efectivo debe de reducir
la poblacion de microorganismos representativos en al menos 5 Log 0 99.999 %
(FDA, 1998), lo cual es fundamental para garantizar la inocuidad de los productos
frescos (Parish et al., 2003). Evidentemente, tomando como referencia estos
criterios, ninguno de los desinfectantes probados en este trabajo resulté efectivo

para reducir el riesgo de la presencia de Salmonella en papaya a los consumidores.

6.3 Efecto del calentamiento 6hmico sobre células libres y en biopelicula de

Salmonella en papaya

Como alternativa a la desinfeccion quimica, se evalu6 el efecto del
calentamiento 6hmico para inactivar a células de Salmonella libres, o bien inmersas
en biopeliculas formadas sobre la superficie de papaya bajo las condiciones
previamente establecidas (48 h de almacenamiento a temperatura de 25 °C).

La aplicacion del tratamiento 6hmico a 55 °C durante 60 6 90 s redujo 2.4
Log UFC/cm2 en ambos tipos de células (libres y en biopeliculas) (p > 0.5).
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Por otro lado, cuando se utiliz6 una temperatura de 65 °C a los mismos
tiempos de contacto (60 y 90 s) se logré la completa inactivacion en ambos tipos de
células (>5 Log UFC/cm?), lo que se traduce en un tratamiento eficaz para eliminar

las bacterias patdgenas en papaya (Figura 6.7).

5
‘E mCélulas libres mCélulas en biopelicula
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O 4
[
)
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55°C 60 s 55°C 90 s 65°C 60 s 65°C 90 s
Tratamientos

Figura 6.7. Efecto de la aplicacion de calentamiento 6hmico sobre la poblacion de
Salmonella en papaya (células libres y en biopelicula). Los valores representan la
media de nueve tratamientos * la desviacion estandar. *Valores no detectables, es

decir, por debajo del limite de deteccién (<1 Log CFU/cm?).

Estos resultados concuerdan con lo reportado por Park et al. (2017) quienes
obtuvieron reducciones de mas de 5 Log en jugo de manzana inoculado con S.
Typhimurium y E. coli O157:H7 después de la aplicacion de tratamiento con
calentamiento 6hmico aplicando 30 V/cm durante 60 s. Resultados similares se
observaron en jugo de naranja y jugo de tomate aplicando 25 V/cm durante 30 s
(Lee et al., 2012).
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El calentamiento 6hmico consigue la inactivacion bacteriana debido no solo
al efecto térmico sino también al eléctrico, esto conduce a la descomposicion de
estructuras como la pared celular y la membrana citoplasmica causando rupturas y
la filtracion del contenido intracelular por consecuencia de la electroporacion. Estas

condiciones finalmente llevan a la muerte celular (Park y Kang, 2013).

Esta tecnologia de procesamiento térmico es de reciente aplicacion para
inactivar patdégenos transmitidos por los alimentos. Nuestro trabajo es el primero en

explorar su eficacia en frutos enteros.

Los resultados obtenidos muestran que los niveles de reduccién cuando se
utiliza el calentamiento 6hmico son buenos, empleando una temperatura de 55 °C
se tienen reducciones de 44.9 y 40.5 % en células libres y en biopelicula,
respectivamente (Tabla 3). Y todavia aiin mejor, se lograron reducciones del 100 %
de la poblacion cuando se utilizé la temperatura de 65 °C incluso en el menor tiempo

de contacto (60 s) y en ambos tipos de células.

6.3.1 Efecto de la combinacion de calentamiento &éhmico y soluciones
desinfectantes sobre Salmonella (células libres y en biopelicula) inoculada
en papaya
Hoy en dia los estudios de investigacion se han centrado en técnicas de

desinfeccion combinadas para obtener mejores eficiencias.

Ya que los resultados anteriores mostraron que los tratamientos a 55 °C no
lograron la completa reduccion de la poblacion de Salmonella se penso en incluir
soluciones desinfectantes [cloro (200 ppm), acido peracético (80 ppm) y AEN (50
ppm)] con la finalidad de explorar un efecto sinérgico que resultara positivo para la

inactivacion del patégeno.
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Los resultados del tratamiento combinado de calentamiento 6hmico (55 °C)
con cloro (50 ppm) mostraron el efecto bactericida mas alto contra Salmonella
(Figura 6.8). Los tratamientos con AEN y &cido peracético mostraron resultados
similares que cuando se utilizé6 anicamente el calentamiento 6hmico (Tabla 3). Se
esperaba lograr un mayor efecto de inactivacion, sin embargo, no fue asi
probablemente porque estos desinfectantes requieren un mayor tiempo de
exposicion para ejercer su efecto bactericida. La reduccion de las células en
biopelicula fue menor que en las células libres debido a que las primeras son mas

resistentes a los desinfectantes quimicos como se ha mencionado anteriormente.

m Células libres m Células en biopelicula

Sobrevivientes (Log UFC/cm?)

Cloro (200 ppm) AP (80 ppm) AEN (50 ppm)

Figura 6.8 Efecto del calentamiento 6hmico (55 °C) en combinacion con
desinfectantes sobre la poblacion de Salmonella en papaya (células libres y en
biopelicula). AP: acido peracético; AEN: agua electrolizada neutra. Los valores

representan la media de nueve valores * la desviacion estandar.

Se ha constatado el efecto potencializador del tratamiento de calentamiento
6hmico en combinacion con carvacrol para la inactivacién de E. coli O157: H7, S.
Typhimurium y L. monocytogenes inoculadas en salsa de tomate. En los

tratamientos individuales se inactivaron 0.6 y 2.1 Log UFC/g con carvacrol y
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calentamiento 6hmico, respectivamente. Con el tratamiento combinado los tres
patégenos fueron inactivados por mas de 5.0 Log UFC/g (Kim y Kang, 2017). En
papaya cortada e inoculada con Salmonella se ha reportado el efecto sinérgico de
tratamientos de luz UV-C y acido malico; una reduccion de 5.2 Log UFC/g fue
alcanzada usando esta combinacién (Raybaudi-Massilia et al., 2013). Por otro lado
Huang et al. (2018) observaron una mayor reduccion de Salmonella en moras
azules cuando se utilizé el tratamiento combinado de luz UV y acido peracético, que

cuando se emplearon por separado.

Por su parte, los tratamientos con calentamiento 6hmico a 65 °C en
combinacion desinfectantes lograron reducir el 100 % de la poblacion de Salmonella
(células libres y en biopelicula), resultados similares a los obtenidos con el
tratamiento éhmico Unicamente. Por lo que utilizando estas condiciones no es
necesario utilizar desinfectantes. Lo que resulta beneficioso ya que representa un
menor costo economico para la industria a gran escala. Ademas, desinfectantes
como el cloro pueden formar subproductos téxicos que pueden ocasionar posibles
peligros para la salud (Yoo et al., 2015; Feliziani et al., 2016).
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Tabla 3. Reduccion de la poblacién de Salmonella después de tratamientos con

desinfectantes y calentamiento 6hmico en papaya (células libres y en biopelicula).

Tipo_s de Condiciones Células libres Células en biopelicula
tratamientos
Reduccion % de, Reduccion % d‘?,
reduccion reducciéon

Desinfectantes  Cloro (200 ppm) 1.7 +0.18¢ 33.3 1.2+0.12°¢ 23.9
AP (80 ppm) 1.1+0.19¢ 23.2 0.9 £ 0.39¢ 19.2
AEN (50 ppm) 1.2 +0.26° 25.1 0.9+0.18° 18.1
CO 55°C 60 s 2.4 £ 0.05° 41.9 2.3+0.17° 37.7
55°C 90 s 2.4 £ 0.05° 41.9 2.4 +0.19° 40.5
65°C 60 s 5.2 +0.462 100 4.8+0.212 100
65°C 90 s 5.8 £0.222 100 6.0 £ 0.05% 100
;Cégn(fsescta?[gs Cloro (200 ppm) 3.4 + 0.40° 61.7 2.6 +0.23° 44.9
AP (80 ppm) 2.8 +0.95 50.2 2.3+0.20° 39.8
AEN (50 ppm) 2.7 +£0.25% 48.3 2.6 £0.21° 44.7
;Cégn(gscta?[gs Cloro (200 ppm) 4.9 +0.16* 100 48+0.172 100
AP (80 ppm) 49+0.162 100 48+0.172 100
AEN (50 ppm) 4.9+0.162 100 48+0.172 100

AP: 4cido peracético; AEN: agua electrolizada neutra; CO: calentamiento 6hmico.
*Tratamientos durante 60 s. Entre columnas los valores representan la media de
nueve datos * la desviacion estandar. Valores en la misma columna seguidos de

letras diferentes indican diferencia estadisticamente significativa (p<0.05).

6.4 Efecto del calentamiento 6hmico sobre la calidad de la papaya

Los tratamientos térmicos se han utilizado ampliamente para proporcionar
seguridad fitosanitaria contra una serie de insectos plagas y hongos en frutas
tropicales (Paull, 1995). Estos tratamientos utilizando calor se pueden lograr
mediante inmersion en agua caliente, aire seco y tratamientos de calor de vapor
(Singh y Rao, 2011). En nuestro trabajo los resultados obtenidos con los

tratamientos a 55 °C (Figura 6.9a) muestran que la firmeza de la papaya fue de 22
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N a 16 N después de nueve dias de almacenamiento en todos los tratamientos. La
fruta tratada con calentamiento 6hmico no mostré diferencias significativas en la
firmeza durante el almacenamiento en relacion con la papaya no tratada (p > 0.05).
Estos resultados coinciden con lo reportado por Chavez-Sanchez et al. (2013),
quienes demostraron que el tratamiento con agua caliente a 55 °C durante 3 min no

afect6 negativamente a los variables de calidad de la pulpa y la piel de la papaya en
Su etapa de madurez.

251
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Figura 6.9. Firmeza (N) de frutos de papaya después de tratamiento con
calentamiento 6hmico almacenada a 17 °C durante 9 dias. a) Papayas tratadas a
55 °C por 60 s en combinacion con desinfectantes. b) Papayas tratadas a 65 °C por
60 s en combinacidbn con desinfectantes. AP: &cido peracético; AEN: agua

electrolizada neutra; Agua: calentamiento 6hmico Unicamente. Los valores

representan la media de nueve tratamientos + la desviacion estandar.

Cuando las papayas fueron sometidas al calentamiento 6hmico a una
temperatura de 65 °C durante 60 s la firmeza varié de 21 N a 14 N en los frutos
tratados y de 22 N a 15 N en el control después de nueve dias de almacenamiento,
esto es que no hubo diferencia significativa en las frutas tratadas con calentamiento
ohmico en comparacion con las papayas no tratadas (p > 0.05) (Figura 6.9b). Los
frutos tratados no mostraron tejido del epicarpio lesionado por el calor, deterioro o
magulladuras (Figura 6.10). Ademas, se considera que los valores obtenidos estan
dentro del rango del valor de firmeza de la papaya en condiciones comestibles que
varia de 17.3 N a 13.2 N (Bhosale y Sundaram, 2015).
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También se cuantificd el contenido de hongos después del tratamiento con
calentamiento 6hmico. Se observé una actividad antifingica en las papayas que
recibieron tratamiento, los conteos fueron de 10 UFC/g o se encontraban por debajo
del limite de deteccion (<10 UFC/g) (Tabla 4). En el control no tratado se obtuvo
mayor conteo de hongos en placa (30 UFC/g), ademéas de que al final del
almacenamiento (nueve dias) presentd dafios visibles en el epicarpio por hongos
(Figura 6.10).

Cémo lo describieron Ayon-Reyna et al. (2017) quienes realizaron
tratamientos con inmersiones en agua caliente (48 °C) y agua caliente en
combinacion con Ca, tanto el crecimiento micelial, como la germinacién conidial de
Colletotrichum gloeosporioides (antracnosis) se inhibieron y se redujo la incidencia
del hongo en papaya. La pudricion de antracnosis, causada por este hongo es la
principal enfermedad en poscosecha de la papaya. La infeccion ocurre en la fruta
en desarrollo en el campo, pero permanece latente hasta que la fruta comienza a
madurar. Por lo tanto, es dificil prevenir el desarrollo de la enfermedad y esto puede
reducir significativamente la calidad y el valor comercial de la fruta durante el

almacenamiento y transporte (Li et al., 2013).

Tabla 4. Conteo de hongos en papaya después de tratamiento con calentamiento

6hmico.

Condiciones Desinfectante UFC/g
55°C,60s Cloro (200 ppm) <10
AEN (50 ppm) 10
AP (80 ppm) 10
SD 10
65 °C, 60 s Cloro (200 ppm) <10
AEN (50 ppm) <10

AP (80 ppm) 10
SD 10
No tratado SD 30

AEN: agua electrolizada neutra; AP: acido peracético; SD: sin desinfectante
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Figura 6.10. Papayas tratadas con calentamiento 6hmico en combinacion con

desinfectantes después del almacenamiento durante 9 dias a 17 °C. A) Papayas
tratadas a 55 °C; B) Papayas tratadas a 65 °C; C) Control. CI: Cloro; AEN: agua
electrolizada neutra; AP: &cido peracético, SD: sin desinfectantes ST: sin

tratamiento.

Se ha reportado que los tratamientos térmicos poscosecha que se aplican a
la papaya mejoran la tolerancia del fruto al enfriamiento (Singh y Rao, 2011).
Adicionalmente, los tratamientos de exposicion corta, como el que se presenta en
este estudio, presentan ventajas con relacion a los tratamientos comerciales mas
largos que van de 46 a 47.5 °C durante 40 a 90 min, ya que son mas rapidos y
menos costosos (Chavez-Sanchez et al., 2013).

Los resultados de este estudio mostraron que los atributos de calidad propios

del fruto no mejoran sustancialmente cuando se combina el calentamiento 6hmico
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con los desinfectantes (cloro, AP y AEN), por lo tanto, y dado que los desinfectantes
presentan un efecto practicamente nulo, resulta menos costoso aplicar unicamente

el calentamiento 6hmico con fines de preservar la papaya.

Se requiere mayor investigacion para determinar el efecto de los tratamientos
sobre otras variables fisicas y quimicas para la vida util y la calidad de la papaya
tales como indice de color, sélidos solubles totales, acidez total titulable, sabor,

entre otros.
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7. CONCLUSIONES

Los resultados del presente estudio demostraron que S. enterica tiene la
capacidad de formar biopeliculas en el epicarpio de papaya después de 48 h de
incubacion, lo cual es preocupante ya que estas estructuras le permiten persistir
sobre el fruto durante mas tiempo. Las células inmersas en las biopeliculas
mostraron un aumento en la resistencia a cloro, acido peracético y AEN con relacion
a las células libres.

El tratamiento con calentamiento 6hmico a 65 °C resultd ser efectivo para
inactivar a células de Salmonella libres o inmersas en biopeliculas formadas en la
cascara del fruto integro de papaya, ya que cumple con los criterios establecidos
por la FDA al inactivar mas de 5 Log UFC del patégeno.

Se observo que el tratamiento 6hmico aumenta la vida atil y preserva la
calidad de la fruta. Por lo que esta tecnologia resulta ser una alternativa rentable
gue eventualmente puede aplicarse en la industria de productos frescos a gran
escala.

Este trabajo es el primero en explorar el calentamiento 6hmico como una
alternativa para inactivar células de Salmonella inmersas en biopeliculas formadas
en la cascara del fruto integro. Los efectos de inactivacién del calentamiento 6hmico

dependen del tiempo de tratamiento y de la temperatura.
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9. ANEXOS
Anexo A

1. Valoracién del cloro disponible (Greenberg et al., 1992)

e Colocar 25 mL de la muestra

e Adicionar 10 mL de yoduro de potasio al 10% y 5 mL de acido acético

glacial, agitar

e Titular con solucién valorada de tiosulfato de sodio 0.01 M hasta

aparicion de color amarillo palido.

e Adicionar 1 mL de solucion de almidén al 1%, agitar

e Titular con solucién valorada de tiosulfato de sodio 0.01 M hasta

desaparicion de color azul

Célculos:

Cloro disponible (ppm) = Vi1 x N1 x 3.55 x 10%

m

Donde:
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V1 = Volumen de tiosulfato de sodio consumido en la titulacion (mL)
N1 = Normalidad del tiosulfato de sodio
m = Cantidad de muestra

Anexo B

2. Valoracion del acido peracético (Greenspan & Mackellar, 1994)

Determinacion de la concentracion de acido peracético.

e Tomar una muestra de 50 mL de acido peracético en un vaso de
precipitados.

e Afadir 10 mL de &cido sulfarico 2 N.

e Valorar con permanganato de potasio 0.1 N hasta una coloracion rosa
tenue y persistente (“a” mililitros consumidos de permanganato de potasio
0.1 N).

¢ Afadir 10 mL de yoduro de potasio al 10%.

e Valorar con tiosulfato de sodio 0.1 N, hasta que vire a color amarillo claro.

e Se afladen unas gotas de disolucion de almidon al 1% con lo que se
tornara oscura la solucion.

e Valorar con tiosulfato de sodio 0.1 N, hasta que adquiera un aspecto
incoloro (“b” mililitros consumidos de tiosulfato de sodio 0.1 N).

Céalculos:

[{pee )

Sean “a” los mililitros consumidos de permanganato de potasio.

a x 37 = ppm de peréxido de hidrégeno (H20>)

Sean “b” los mililitros consumidos de tiosulfato de sodio 0.1 N

b x 74 = ppm de acido peracético
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