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RESUMEN

En la ultima década, la produccién y el consumo de frutas y hortalizas frescas ha
ido en aumento. Sin embargo, su composicion puede proveer los suficientes
nutrientes y condiciones para el desarrollo microorganismos patdgenos vy
deterioradores entre los cuales destacan Salmonella spp y L. monocytogenes. Ya
que éstos generalmente se consumen de manera cruda, sin ningun tipo de
tratamiento que garantice su inocuidad, es indispensable el desarrollo de
tratamientos y desinfectantes que no sean toxicos ni corrosivos y que permitan
reducir sustancialmente el numero de microorganismos que se encuentran
superficialmente en los alimentos. El agua electrolizada, es un agente alternativo
que ha demostrado tener una actividad antimicrobiana contra microorganismos
patdogenos. El objetivo de esta investigacion fue determinar el grado de
desinfeccion del agua electrolizada neutra (AEN) y del NaCIO en alimentos
modelos (tomate, aguacate y esparrago) que presentan una topografia distinta asi
como la eliminacion de Salmonella sp. y L. monocytogenes en la superficie del
tomate y agauacate. Los alimentos de estudio fueron sumergidos en una solucién
de diferentes concentraciones de AEN (70-300) con distintos tiempos de contacto
(1-5 min). La flora natural (coliformes, hongos y levaduras y bacteriaa mesifilicas)
fueron determinadas. L. monocytogenes y Salmonella spp fueron inoculados en la
superficie del tomate y del aguacate y tratados con AEN (200 ppm) y fueorn
alamecndos a 42C durante 21 dias. Hipoclorito de sodio, NaCIO (200) y agua
destilada fueron usados como estandar de desinfectante y como control negativo,
respectivamente. Las reducciones mas grandes (>3 log UFC/unidad) en la flora
natural se alcanzaron en la superfice lisa como la del tomate, pero en el caso del
aguacate, la efectividad del desinfcetabte es minima reduciendo entre 2-3 Log
UC/unidad, probablemente debido a la rugosidad de la superficie. La efectividad de
los tratamientos de desinfeccién del AEN (200) y del NaCIO (120) fueron similares
al no encontrarse diferencas significativas (p<0.05), reduciendo aproximadamente
2 Log UFC/unidad. Salmonella y L. monocytogenes fueron inoculados en el
tomate, NaCIO y AEN fueron capaces de inactivar mas de 2.5 log UFC/unidad
depsues de un tiempo de contacto de 1 min. Por otro lado, los tratamientos de
desinfeccion del aguacate, las reducciones alcanzadas fueron <2 Log UFC/unidad
a la misma concentracion y tiempo. Los resultaos indican que la topografia de la
frutas y hortalizas es un parametro critico en la adhesion bacetriana y por lo tanto
en la remocion de las células por los desinfectantes. Los tratamientos con AEN
mantuvieron los conteos en niveles no detectables (<1Log UFC/unidad) al final del
alacenamiento. Sin embargo, el NaClO requirio mas tiempo (21 dias) para alcanzar
valores similares en las reducciones. Por lo que el AEN puede ser usado como
una alternativa al uso del NaClO, reduciendo el desperdicio de agua y siendo mas
amigable con el medio ambiente y sin daiar la salud de los trabajadores.

Palabras clave: Frutas y hortalizas, desinfeccidén, agua electrolizada neutra, L.
monocytogenes, Salmonella spp.



ABSTRACT

In the last decade, the production and the consumption of fresh fruits and
vegetables have been increasing. But, its composition provides nutrients and
conditions for microbial growth. Pathogens most frecuently associated with fresh
produce include L. monoytogenes and Salmonella spp. Fresh produce are often
consumed raw without any type of intervention that would reduce or eliminate
pathogens prior to consumption. Sodium hypochlorite (SH) is the most used
chemical disinfectant for washing fresh produce. However, the reaction of chlorine
with other organic compounds reduce its effectiveness and may lead to the
formation of potentially carcinogenic or mutagenic by-products. Recently, the
application of electrolyzed water it has been reported to be effectiveness in reducing
microflora and adhered pathogens to several fresh produce surface. The aim of this
investigation was to compare the effectiveness and the degree of disinfection of
sodium hypochlorite (SH) and neutral electrolyzed water (NEW) in the reduction of
microflora and pathogenic microorganisms adhered to fresh produce surface.
Tomatoes, avocado and asparagus were treated by immersion at various times of
exposure (1-5 min) and total available chlorine concentration (70-300 ppm) of NEW.
Natural flora (coliforms, yeast/molds and mesophilic bacterias) was determined. L.
monocytogenes, and Salmonella spp, were inoculated on the surface of tomato and
avocado and treated with NEW (200ppm) and subsequently were storage at 4°C
during 21 days. Cells were recovered on selective media. Sodium hypochlorite,
NaClO (200 ppm) and destilled water were used as a control of a sanitizer and as a
negative control, respectively. Higher microbial reduction (>3 Log CFU/unit) in
natural flora was reached in the smooth surface of tomato, but in avocado, the
effectiveness in sanitizing the vegetables is minimal with less than 2-3 Log
CFUlunit, probably due to the roughness of the surface. The disinfection treatments
of NEW (200) and SH (120) were similar in degree of effectiveness, no significant
difference were found (p<0.05), both treatments reduced about 2 Log UFC/unit.
Salmonella and L. monocytogenes cells inoculated in tomato, SH and NEW were
able to inactivate up to 2.5 Log CFU/unit after 1 min. Compared to the disinfection
treatments used in avocado, the reduction reached were <2 Log CFU/unit at the
same concentration and time. The results indicate that topography of fruits and
vegetables is a critical parameter for the adhesion of bacterial cells and hence, the
removal of cells by disinfectants agents. Microbial counts of the pathogens analyzed
in this study were reduced during the storage period. NEW treatment maintained
the lowest values of pathogens during the whole storage period, reaching
undectatable levels ( <1 Log CFU/unit) at the end of storage. Following a similar
pattern, SH treatments needed more time (21 days) to reach same values of
pathogens as NEW disinfection treatment. NEW could be used as an alternative
disinfectant, is less corrosive, reduces wastewater and it is environmentally friendly
and does not damage human health.

Key words: Neutral electrolyzed water, Sodium hypochlorite, Fresh produce, L.
monoctogenes, Salmonella spp.
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I. INTRODUCCION.

Las frutas y hortalizas son parte esencial de la dieta de las personas y son fuente
importante de vitaminas, minerales, fibra y ricos en compuestos fendlicos,
antioxidantes. De acuerdo con la Organizacion Mundial de la salud, en el 2003, se
recomienda el consumo de 400 g por dia y la Comision del Codex Alimentarius, en
el 2010, introdujo la campanfa “cinco al dia” en el que se promueve el consumo de

al menos, 5 porciones de frutas y hortalizas cada dia (Goodburn y Wallace, 2012).

Inevitablemente, con el crecimiento de la demanda de frutas y hortalizas, el
Centro de Control y Prevencion de Enfermedades (CDC) ha reportado un
incremento en los brotes relacionados con el consumo de estos productos. Los
microorganismos patégenos comunmente asociados a frutas y hortalizas son
Salmonella, Escherichia coli y Listeria monocytogenes. El uso de agentes
desinfectantes como el hipoclorito de sodio (NaClO) son usados en la industria de
alimentos, sin embargo, la produccion de trihalometanos, subproductos reconocidos
como carcindgenos, que se producen cuando el cloro reacciona con materia
organica, hace urgente el desarrollo de nuevos tratamientos de desinfeccion que
sean mas efectivos, menos toxicos y que permitan inactivar los microorganismos
patdgenos al mismo tiempo que reduzca el costo del uso de agua y disminuya el

riesgo en la salud en los trabajadores (Riazi y Matthews, 2011).

El agua electrolizada surge como una nueva alternativa en la desinfeccion de
frutas y hortalizas y se ha estudiado como agente desinfectante, estas soluciones
que son generadas por electrélisis de una solucion diluida de cloruro de sodio
(NaCl), tiene un fuerte poder bactericida contra la mayoria de los microorganismos
patdbgenos de importancia en la industria de alimentos (Mukhopadhyay vy

Ramaswamy, 2012).

El estudio de la desinfeccion de frutas y hortalizas frescas se hace cada vez

mas extenso y complejo, puesto que se conoce que existen varios factores que



afectan la efectividad de los sanitizantes y es fundamental considerar que la
contaminacién de estos productos con microorganismos patégenos es perjudicial
en términos del numero de personas que son afectadas y del costo econdmico que
causan, debido a estas razones es de vital importancia mejorar las condiciones de
un sistema contaminado a través de tratamientos no térmicos que permitan reducir

la carga microbiana y la inactivacién de microorganismos patdégenos (Sapers et al.,
2006)



Il. REVISION DE LITERARIA.

Il. 1 Frutas y Hortalizas.

Las frutas y hortalizas son parte esencial de la dieta de las personas y son
fuente importante de vitaminas, minerales, fibra y ricos en compuestos fendlicos,
antioxidantes. La composicion de las frutas y hortalizas consta de 88% agua, 8.6%
carbohidratos, 1.9% proteinas, 0.3% de grasa y 0.84% de cenizas. Una dieta rica
en frutas y hortalizas ha demostrado que protege contra enfermedades
cardiovasculares y enfermedades cronicas como el cancer, obesidad y diabetes
(Olaimat et al., 2012).

De acuerdo con la Organizacion Mundial de la Salud, en el 2003, se
recomienda el consumo de 400g por dia y la Comision del Codex Alimentarius, en
el 2010, introdujo la campanfa “cinco al dia” en el que se promueve el consumo de
al menos, 5 porciones de frutas y hortalizas cada dia (Goodburn y Wallace, 2012).
Globalmente, el consumo de frutas y hortalizas ha incrementado aproximadamente
4.5% entre los anos de 1990 y 2004 por varias razones; una de las cuales, son los
beneficios para la salud asociados con su consumo, que ha llevado a cambios
alimenticios de los consumidores que estan mas conscientes e interesados en los
beneficios a la salud y comer de la manera correcta y equilibrada, con menor
proporcion de carbohidratos, grasas y aceites y con una mayor participacion de la

fibra, vitaminas y minerales (Codex Alimentarius, 2007, Srey et al., 2013).

Las frutas son definidas como “fruto, semilla o partes carnosas de érganos
florales que hayan alcanzado un grado de madurez y sean adecuadas al consumo
humano”. Puede proceder de arboles pequefos y grandes, frutales y arbusto.
Desde el punto de vista nutricional, las frutas aportan principalmente agua,
vitaminas, minerales y fibra. Dentro de los macronutrientes, los hidratos de carbono
son los componentes mas abundantes, en particular azucares, almidones,
celulosas, hemicelulosas y sustancias pécticas. Asi mismo, este grupo de alimentos

es rico en fibra, especialmente de tipo solubles, lo que se asocia con el efecto de



saciedad, regulacion de la motilidad gastrointestinal (efecto laxante), reduccion de
colesterol, modificacion en la absorcién de grasas y disminucién en la incidencia de
cancer. Por otro lado, las hortalizas se definen como “cualquier planta herbacea
que se puede utilizar como alimento, ya sea en crudo o cocinada. La parte
comestible esta constituida por sus 6rganos verdes (hojas, tallos o inflorescencia)”.
Las hortalizas, en su composicién, son ricas en fibra, vitaminas y minerales, pero
con un contenido bajo de lipidos (menos del 1%) y proteinas (0.6-5%). El agua es el
principal componente de las mismas, pues supone aproximadamente el 90% de su
peso, seguida por los hidratos de carbono, mayormente polisacaridos. Este grupo
de alimentos destaca por su aporte de vitamina C y carotenos, que les concede una

alta capacidad antioxidante (Aranceta y Pérez-Rodrigo, 2006).

11.1.1 Produccion Mundial.

El aumento de la poblacién, las caracteristicas de sus actividades y sus
habitos alimenticios, son algunos de los factores que han influenciado el mercado
de frutas y hortalizas a nivel mundial. EI mercado mundial de fruta fresca primaria,
medido por las importaciones mundiales determinadas por el Centro de Comercio
Internacional (CCI), registré6 un crecimiento de 34.6% en su valor en el periodo
2005-2009, incrementandose desde US$ 51,686 millones a US$ 69,562 millones.
Por su parte, el mercado mundial de fruta fresca, incluida la fruta fresca
minimamente procesada (congelada, deshidratada y preservada), registrdé un
crecimiento similar (37.2%), aumentando desde US$ 55,132 a US$ 75,673. Los
principales paises europeos importadores de frutas frescas, como Alemania,
Holanda, Reino Unido, entre otros, fueron afectados por la crisis internacional del
afo 2009, por lo que su importacion tuvo un leve aumento, mientras que paises
como China y Emiratos Arabes Unidos tuvieron importaciones altas, 129 y 108 %,
respectivamente (FAO, 2011).

A nivel global, la produccion de hortalizas en 2010 fue de mil 36 millones de

toneladas, en las que destacan: tomate con 152 toneladas; sandias 99; cebollas



secas 78; coles y otros cruciferas 66; pepinos y pepinillos 62 toneladas. Se estima
que la produccion mundial de fruta tropical alcanzara 82 millones de toneladas en
2014, segun las estimaciones de la Organizacion de las Naciones Unidas para la
Agricultura y la Alimentacion (FAO). Desde 1980 a 2005, la produccion de
hortalizas en el mundo, crecié de 324 millones a 881 millones de toneladas, lo que
representd una tasa de crecimiento anual de 4.1% anual. Este importante
crecimiento, se debié principalmente al aumento de la produccion en China, que
crecid a un ritmo del 8.6% anual, pais que lidera la producciéon mundial de
hortalizas. Las principales paises comercializadores de hortalizas en los ultimos
afios han sido: la Unidén Europea, liderando regiones comerciales mundiales con
una participacion del 48% de exportaciones; los paises miembros del Tratado de
Libre Comercio de América del Norte (TLCAN) con el 20% de exportaciones; y el

este de Asia con el 7% de exportaciones (FAO, 2012).

11.1.2 Produccion en México.

México es de los principales productores de frutas del mundo y ocupa el
primer lugar en exportacion de aguacate, sandia, limén y papaya, siendo su
principal mercado Estados Unidos. De acuerdo con la Secretaria de Agricultura,
Ganaderia, Desarrollo Rural, Pesca y Alimentacion (SAGARPA), de 1994 a 2010
las exportaciones de frutas crecieron 11.3% en promedio anual. De los 17.2
millones de toneladas de produccion de frutas que se obtuvieron en 2010, 2.6
millones se destinaron al mercado de exportacion de fruta en fresco, con un valor
superior a los 2,567 millones de ddlares. Los productos agricolas mexicanos estan
bien catalogados en el mundo, por sus altos niveles de diversidad, sanidad e
inocuidad, situacion que permite a los productores nacionales realizar
exportaciones a 43 paises del mundo con los que se tienen acuerdos comerciales,
principalmente paises europeos y asiaticos que cuentan con los mas rigurosos
estandares de calidad (SAGARPA, 2012).



México se encuentra entre los principales productores y exportadores de
hortalizas en el mundo. En la Figura 1 se presentan las exportaciones
agroalimentarias por grandes grupos. Se ubica en el cuarto lugar a nivel mundial y
el primero en el continente. Otros exportadores de gran importancia son: Paises
Bajos, Espana, China, Francia, Bélgica y Canada; los diez principales productores

de hortalizas suman alrededor de 70% de la produccion de hortalizas en el mundo.
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Figura 1. Exportaciones agroalimentarias por grandes grupos (SAGARPA, 2012).

Por su parte, México posee una riqueza de climas y ecosistemas que
permiten la adecuada produccién de hortalizas durante todo afio, lo cual constituye
una de las principales ventajas ante otros competidores potenciales. En el pais se
producen alrededor de 70 variedades de hortalizas que se clasifican en 7 grupos,

entre los que destacan los presentados en el Cuadro 1.



Cuadro 1. Clasificacion de hortalizas producidas en México (SAGARPA, 2012).

Parte de la planta Hortalizas ‘
Semillas-granos Chicharo, habas, arvejas, vainita, elote, ejote.
Frutos Tomates, chiles en todas sus variedades, berenjena,

pimientos, sandia, meldn, chayote.

Bulbos Ajo, cebolla, puerro, poro.

Coles Repollo, coles de Bruselas.

Hojas Espinaca, lechuga, nabo.

Tallos tiernos Endibia, esparrago, apio, etc.

Pepénidas Calabacin, calabaza, pepino, chilacayote.
Raices Zanahoria, rabano, remolacha, betabel, papas.

Flores comestibles Alcachofa, flor de calabaza, brocoli, coliflor

Entre 2006 y 2010, el volumen de produccion de las hortalizas crecié 8.6%
en el pais. Este sector productivo tiene un valor promedio anual de 38 mil millones
de pesos. En 2011, el pais registré una produccion de 10.7 millones de toneladas
de hortalizas, de las cuales 2.1 fueron de chile verde; 1.8, de tomate; 1.4, cebolla;
800 mil, nopalitos; 700 mil, elote; 600 mil, tomate verde y 3.3 millones de otros
México ocupa el segundo lugar en chile y maiz verde (elote para ensalada); cuarto
en esparragos; sexto en coliflor; séptimo en calabazas; décimo en tomate y cebolla;
18 en zanahoria y 23 en ajo. En el ambito geografico la produccién hortalizas esta
concentrada en la region del Bajio y noroeste del pais. Se destaca Sinaloa con la
produccion de tomate rojo y chile verde, y Baja California Norte y Sur en la
produccion de tomate rojo (SAGARPA, 2012).

1.1.2.1 Tomate (Lycopersicom esculentum).

El tomate (Lycopersicom esculentum) es un fruto perteneciente a la familia

de las Solanaceas, constituida por un tallo principal largo con ramificaciones y es un



fruto climatérico, donde el proceso de madurez, es un proceso gradual y hormonal
pero continuo, caracterizado por un rapido aumento en la tasa de la respiracion y el
desprendimiento de etileno por la fruta. Cambios en la textura, reduccién de
firmeza, cambios de color, en sabor (generalmente volviéndose mas dulces por la
hidrdlisis del almidon) y aroma acompanan a la madurez. En las frutas climatéricas,
como el tomate, la velocidad de la respiracion se eleva llegando a un maximo y
luego declina hasta el comienzo del envejecimiento, mientras que en las frutas no
climatéricas la tasa de respiracién decrece gradualmente. El etileno tiene un papel
de relevancia directa con el dano fisico de frutas y hortalizas. Actualmente se sabe
que el etileno se produce en todos los tejidos vegetales como una respuesta al
estrés (FAO, 2006; UC Davis, 2012).

Los frutos climatéricos se les cosecha en un estado de madurez fisiolégica
pero que todavia presente un color verde (en el caso del tomate se cosecha en una
etapa 2, donde el fruto es de color verde), de esta manera, se permite que los
exportadores, mayoristas y minoristas controlen mejor la comercializacién de estas
frutas. Si las frutas climatéricas se cosechan cuando estan maduras, pudieran ser
demasiado blandas para soportar los rigores del empacado y transporte, y llegar a
su mercado de destino en una condicion altamente deteriorada, con un porcentaje
inaceptable del cargamento en condiciones que no permitiria su comercializacién.
Las frutas climatéricas pueden por lo tanto cosecharse verdes, empacarse y
transportarse en este estado de “pre madurez”, cuando son ligeramente mas duras

y mas capaces de soportar los rigores del transporte (Lopez-Camelo, 2003).

Los requisitos minimos de calidad que debe reunir el tomate son: estar
entero, sano (sin lesiones fisicas, plagas ni enfermedades), libre de danos fisicos,
mecanicos, fisioldgicos o fitopatoldgicos, limpio (sin materiales extranos), con un
color tipico de la especie y variedad, de aspecto fresco, textura suave, exentos de
olores y sabores extrafios y no deben exceder los limites maximos de plaguicidas

permitidos internacionalmente (FAO, 2006).



El tomate es una especie de gran importancia econémica a nivel mundial. En
la actualidad, se ha convertido en una de las hortalizas mas populares y cultivadas
en todo el mundo, siendo la base de una importante industria agraria. Sus frutos,
ademas de consumirse frescos, se procesan para la obtencion de salsas, sopas,

préS, zumos, concentrados, conservas.

En México, el tomate es el producto horticola de mayor exportacion, y
Sinaloa es el principal productor, con mas del 31% de la produccidn total nacional y
mas de 200 000 productores, registr6 un aumento (283.7%) en la produccion de
tomate, al pasar de 240,734 toneladas registradas durante el 2011, a 923,704
toneladas en el 2012 (Figura 2).

Cadereyta, Colén, Penamiller y Pedro Escobedo son los principales
municipios productores de tomate en Querétaro. La produccion del tomate en
invernadero ha permitiod que el estado de Querétaro se ubique entre los principales
productores de tomate en invernadero debido a su calidad y cantidad a nivel
nacional e internacional. La produccion del tomate se encuentra por encima del
promedio nacional, con 214 toneladas por hectarea, compitiendo con paises como
Canada, Holanda e Israel. Querétaro exporta a paises del norte las hortalizas
(como los esparragos), ademas del brécoli, y envia al extranjero 80% de la
produccion local (SIAP-SAGARPA, 2012).
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Figura 2. Principales productores de tomate en México (SIAP-SAGARPA, 2012)



Querétaro se ubica en el lugar 19, con un promedio anual de 24 mil 622
toneladas de tomate producido, y en el lugar numero 27 en hectareas sembradas
de tomate, apenas abarcando 152 de las 246 hectareas de superficie sembrada del
estado. Con respecto al rendimiento en la produccion del tomate, Querétaro ocupa
el primer lugar a nivel nacional, a pesar de ser una entidad pequefia, y en promedio
el rendimiento se traduce en la produccién de 173 toneladas por hectarea, siendo
Guanajuato el segundo lugar con una produccion de 68 toneladas por hectarea
(Cuadro 2).

Cuadro 2. Produccién Nacional de tomate (SIAP-SAGARPA, JULIO 2013).

Lugar Estado Superficie sembrada (ha) Produccién Rendimiento
(ton) (ton/ha)
sembrada cosechada siniestrada obtenida obtenido
1 Sinaloa 12177 11 879 215 485 635 40.882
2 Veracruz 1497 1486 8 37 048 24.927
3 Michoacan 1308 1129 138 29 309 25 960
19 Querétaro 44 44 12 666 287.866

1.2.1.2 Esparrago (Asparagus officinalis)

El esparrago (Asparagus officinalis) pertenece a la familia Asparagaceae. Es
un producto natural de textura carnosa y firme, un aroma intenso con un sabor
ligeramente dulce que requiere una mayor exposicion a la luz solar para obtener un
color verdoso. Es considerado un alimento gourmet por su consumo exclusivo y
dietético. Su alto contenido de fibra facilita el proceso de la digestidon. Las
presentaciones en las cuales se comercializa son: fresco, procesado (conserva o
congelado). El esparrago es un producto no climatérico en donde, la madurez
comercial solamente se alcanza en la planta. Los productos no climatéricos carecen
de la capacidad de continuar su maduracién luego de ser separados de la planta,
por lo cual se debe asegurar que hayan alcanzado un estado apropiado para su

consumo al momento de la cosecha. Los frutos citricos son ejemplos tipicos de
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frutos no climatéricos y en ellos el etileno no regula la maduracién, es decir, no
maduran por accion del etileno. Sin embargo, el etileno es capaz de acelerar la
degradacion de las clorofilas, pigmentos responsables del color verde de los frutos
(FAQO, 2006).

En el 2011, se produjeron 9 244 toneladas de esparrago, y Baja California se
ubica en el tercer sitio a nivel nacional, después de Sonora y Guanajuato. Baja
California representd aproximadamente el 14 por ciento de la superficie sembrada
de esparrago en el pais. La mayor parte de la produccion del esparrago es
destinada a la exportacion, siendo los principales mercados a los que se exporta

Estados Unidos, Japdn, Inglaterra, Italia y Espafia.

En el afio 2012, se reportd que los municipios productores de esparrago en
el estado de Querétaro, fueron: Cadereyta, Querétaro y San Juan del Rio (Cuadro
3). Con una superficie total sembrada de 800 hectareas y una produccion total de

2,861 toneladas con un valor total de 66, 799.80 miles de pesos

Cuadro 3. Principales municipios productores de esparrago en el estado de
Querétaro (SIAP-SAGARPA, 2012).

Municipio Sup. Sup. Produccion Rendimiento Valor
Sembrada Cosechada (ton) (ton/ha) produccién
(ha) (ha) (miles de

pesos)

Cadereyta 60 60 245 4.10 5 289
Querétaro 146 134 536 4 19 296

3 San Juan 594 594 2079 3.50 42 214

del Rio

1.2.1.3 Aguacate (Persea americana)

El aguacate es una especie originaria de México, perteneciente a la familia
de las lauraceas. Es un fruto climatérico, con un incremento en la tasa de

respiracion, que precede al ablandamiento y a la maduracién de consumo. Por su
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caracter climatérico, el aguacate presenta una elevada tasa de produccion de
etileno al inicio del proceso de maduracion que se asocia con una pronta madurez
del fruto, la que puede ser alcanzada de 5 a 7 dias. El fruto de aguacate presenta
una gran actividad metabdlica y una marcada sensibilidad al dafo por frio una vez
que es removido del arbol. Los frutos de aguacate se cosechan en un estado firme,
e inicia su proceso de maduracion experimentando diversos cambios fisioldgicos,
expresados en pérdida de agua, de firmeza y cambios en el color hasta alcanzar en

pocos dias su estado 6ptimo de consumo (Woolf et al., 2003).

México es el principal productor de aguacate, superando el millén de
toneladas anuales, seguido por Chile y Republica Dominicana. América concentra
el 60% de las plantaciones mundiales y exporta a 21 paises, principalmente
Estados Unidos, Japon, Canada, América Central y Europa. En México, el aguacate
se cultiva en 25 estados del pais, siendo Michoacan el principal productor. El 95%
de la produccion nacional se concentra en los estados de Michoacan, Jalisco,
Nayarit, Edo. de México y Morelos. Durante el ciclo 2012-2013 las exportaciones de
aguacate mexicano se incrementaron en mas de 33 por ciento, en relacion al ciclo
anterior, al pasar de 464 mil a 643 mil toneladas, lo que representd divisas
superiores a los mil 200 millones de dodlares En el estado de Querétaro, el
municipio de Cadereyta tuvo una superficie sembrada de 31 hectareas y una
produccion de 87 toneladas de aguacate, por otro lado, el municipio de Querétaro,
tuvo una superficie sembrada de 4 Has y una produccion de 2.4 toneladas (Cuadro
4). En general, el estado de Querétaro tuvo una produccion total de 89.40 toneladas
con un valor de produccion de 563.80 miles de pesos (SIAP-SAGARPA, 2012).
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Cuadro 4. Produccién de Aguacate variedad Hass en el estado de Querétaro
(SIAP-SAGARPA, 2012).

Lugar Municipio Sup. Sup. Produccion Rendimiento Valor
Sembrada Cosechada (ton) (ton/ha) produccion
(LE))] (ha) (miles de pesos)
1 Cadereyta 31 29 87 3 559
2 Querétaro 4 2 2.4 1.2 4.8

1.2 Problematica de frutas y hortalizas frescas.

Un incremento gradual en la poblacion y en los cambios de estilo de vida y
dieta, asi como los cambios en las practicas agrondémicas, cosecha, distribucion,
produccion y consumo, han incrementado los brotes de enfermedades transmitidas
por alimentos (ETA’'S) asociadas al consumo de frutas y hortalizas (Hung et al.,
2010). En el 2008, la FAO y WHO identificaron a las frutas y hortalizas como un
grupo de alimentos de mayor preocupacién en seguridad microbioldgica (Issa-
Zacharia et al., 2011).

Aunque las frutas y hortalizas son parte importante de la dieta de las
personas, y son percibidos como productos frescos, saludables y faciles de
preparar, su composicién provee suficientes nutrientes y condiciones que hacen
que sean ideales para el desarrollo de microorganismos deterioradores vy
patdgenos, por lo que son asociados con infecciones microbianas. Las frutas y
hortalizas pueden contaminarse en cualquier etapa del procesamiento, cosecha,
distribucion hasta el consumo del mismo y debido a que se consumen de manera
cruda y sin ningun tratamiento que garantice su inocuidad por lo que representan
un riesgo (Ongeng et al., 2006; Abadias et al., 2008; Pangloli y Hung, 2013; Srey et
al., 2013).
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11.2.1 Factores de contaminacion

Los riesgos en alimentos pueden reconocerse como microbioldgicos,
quimicos y fisicos. Sin embargo, la seguridad microbiolégica es el aspecto de
mayor importancia en la industria de frutas y hortalizas minimamente procesadas.
Varios factores se encuentran relacionados en la contaminacién de los alimentos y

estos pueden dividirse en dos categorias (Figura 3).
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Figura 3. Mecanismos por el cual, las frutas y hortalizas pueden contaminarse por

microorganismos patoégenos (Lamikanra, 2002).

1.2.1.1 Factores pre-cosecha

Una categoria involucra los factores o condiciones que contaminan las frutas
y hortalizas con microorganismos patdégenos antes o durante el cultivo o en la
cosecha de éstos. Los microorganismos pueden llegar al interior de la planta
durante el crecimiento, desde la contaminacion de la semilla o tubérculo. Las
semillas son fuentes de microorganismo patdégenos como Bacillus cereus y

Salmonella asi como de bacterias y hongos que causan enfermedades post-
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cosecha. La mayoria de la contaminacion ocurre en el exterior o en la superficie de
la plantas, o en algunos casos puede ocurrir cuando el tejido interno es invadido en
etapas tempranas del desarrollo. Las principales especies microbianas presentes
en las frutas y hortalizas también estan presentes en el suelo, agua de irrigacion y
en general, en el ambiente de la granja donde se cultivan (Cuadro 5). Estos
incluyen las practicas agronémicas, uso de aguas residuales o contaminadas para
la irrigacion de los alimentos, uso de estiércol como fertilizantes y falta de
capacitacion entre los trabajadores (malas practicas sanitarias y de manejo del

producto) e higiene entre el personal (Beuchat, 1998; Lamikanra, 2002)

Cuadro 5. Fuentes de contaminacién de microorganismos en frutas y hortalizas

frescas en la pre-cosecha (Lamikanra, 2002).

Fuente de Producto en fresco Microflora
contaminacion

Animales, estiércol Vegetales Esporulados,Salmonella,
E.coli O157:H7

Malas practicas de higiene Frutas rebanadas Vibrio cholerae

de trabajadores

Agua de irrigacién Tomates Listeria monocytogenes,
Vibrio cholerae

Suelo, materia organicay Vegetales Clostridium perfringens

transporte

Suelo: es el ambiente natural de una variedad de microorganismos
patdgenos incluyendo B. cereus, C. botulinum, C. perfringens y L. monocytogenes
(Olaimat, 2012). Se ha reportado que el periodo maxima se sobrevivencia en suelo
de E.coli O157:H7 y Salmonella es de 7 a 25 semanas dependiendo del tipo del
suelo, humedad, temperatura y fuente de contaminacion (Erickson et al., 2010).

Las condiciones de crecimiento en la locacion son los factores de mayor
importancia que afectan la seguridad microbioldgica del producto. Los suelos que
contienen estiércol como fertilizante son los contaminantes de patdégenos entéricos
debido a su habilidad de sobrevivir en el suelo por meses e incluso anos. La

materia fecal suele contener entre 102 y 10° UFC/g de E. coli y 10* y 10" UFC/g de
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Salmonella spp. El estiércol de los rumiantes (ganado, ovejas) es considerada la
fuente principal de Salmonella'y E.coli O157:H7 (Warriner et al., 2009).

Animales: para la mayoria de los patéogenos transmisibles por estos
productos, la fuente de contaminacién mas frecuente es la materia fecal humana y
de animales. Como fuente de contaminacién animal de las frutas y hortalizas se
incluye la materia fecal de animales domésticos, de crianza, silvestres e insectos.
Patégenos, incluyendo Listeria monocytogenes, Salmonella y Escherichia coli
pueden ser transmtidos a las frutas y hortalizas por el uso de agua contaminada, y

materia fecal de animales que son usados como abono (Lamikanra, 2002).

Contaminacién humana: los trabajadores también pueden tener un papel
decisivo en la contaminacion de las frutas y hortalizas desde el cultivo del mismo, la
cosecha y todas aquellas etapas ulteriores hasta su preparacién en las cocinas y
fabricas procesadoras. En el afio 2004, se realiz6 un estudio para analizar las
fuentes de contaminacion y se clasificaron como factores de contaminacién por
“post-produccion” en la que se incluyen manejo inapropiado en los servicios de
alimento y factores de “productor “que fueron atribuidas por empacado, distribucion
y otras operaciones post-cosecha (Sapers et al., 2006). El 83% de las
enfermedades asociadas al consumo de frutas y hortalizas fueron atribuidas al
factor de productor y el 17% de los casos se asocian a las operaciones post-

cosecha (Figura 4).

Agua: la calidad del agua de irrigacién y el tipo de sistema de irrigacion son
factores que influencian la seguridad microbioldgica de las frutas y hortalizas. El
riego por inundacion y la irrigacién por atomizado representan el mayor riesgo
debido a que el agua contaminada puede depositarse directamente en las hojas del
producto. El alto costo y la falta de disponibilidad de agua potable, puede conducir a
que en algunas regiones se haga uso de agua no potable (aguas negras o
residuales) para la irrigacion de frutas y hortalizas. En el 2011, Gemmell y Schmidt

estudiaron a calidad microbioldgica del agua usada de un rio para la irrigacion de
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frutas y hortalizas en Africa, encontrando que el nimero total de coliformes y E. coli

alcanzaban los 6 Log y 5.5 NMP/100ml, respectivamente.

100~
80~
60

40~

% de brotes asociados

20+

N I 1

1990 1991 1992 1983 1994 1995 1996 1997 1998 1899 2000 2001

B % de brotes producidos asociados con el crecimiento, transporte y/o procesamiento
L %de brotes asociados con un manejo inadecuado antes de dejar la granja

Figura 4. Factores a los que se asocian los brotes de enfermedades por consumo

de frutas y hortalizas (Sapers et al., 2006).

1.2.1.2 Factores post-cosecha.

La segunda categoria del riesgo microbiolégico son las operaciones de
cortado y rebanado en la planta, pues durante la cosecha y el procesado de los
alimentos influencian la seguridad microbiolégica de las frutas y hortalizas. Estas
actividades que incluyen el contacto humano y mecanico, inmersion y el cortado y
rebanado, no solo tienen el potencial de contaminar el producto con
microorganismos patogenos, sino también incrementar el crecimiento de
microorganismos. La higiene del personal es considera un factor muy importante
que influencia la transferencia de microorganismos, debido a que los trabajadores
infectados son considerados la fuente principal de virus y bacterias patégenas

causantes de enfermedades (Berger et al ,2010).
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Agua de enfriamiento: toda el agua que entra en contacto con el producto
para blanqueado, lavado, hidroenfriado, debe tener una calidad microbiolégica lo
suficientemente aceptable para prevenir la contaminacion. El agua que recircula en
el proceso, debera tener cantidades suficientes del agente desinfectante para

prevenir la contaminacion cruzada.

Temperaturas de transporte: las frutas y hortalizas procesadas son
transportadas en vehiculos con sistema de control de temperatura, de esta manera,
se mantiene los productos que son susceptibles a una temperatura apropiada hacia
su destino, lo que permitird que la vida de almacén se alargue mas. Las frutas y
hortalizas deben mantenerse a una temperatura por debajo de los 5°C, la tasa de
crecimiento de los microorganismos se ve reducida incluyendo los patégenos
humanos. Sin embargo, condiciones de bajas temperaturas y una alta humedad
relativa pueden actuar en favor de la viabilidad de algunos microorganismos

patdgenos como las particulas virales (Sapers et al., 2006)

Irreqularidades de la superficie: lavar las frutas y hortalizas con agua
remueve algunos microorganismos, pero algunos quedan atrapados en huecos
entre la union de las células de la epidermis y los pliegues, estos tienen la
caracteristica de ser hidrofébicas debido a la cera que se encuentra presente en la
superficie, y sirven de escondites que no permiten el acceso a las soluciones
acuosas, por lo que los microorganismos no se ven afectados (Gomez-Lépez et al.,
2008).

Heridas: los tejidos internos del producto fresco son virtualmente estériles y
normalmente se encuentran protegidos de los microorganismos por una piel
externa y cascaras recubiertas de cera. Sin embargo, el procesamiento de frutas y
hortalizas como el cortado o rebanado destruye la estructura del alimento o la
barrera fisica, permitiendo la liberacion de los nutrientes, de esa manera, la

produccion de etileno, la actividad respiratoria, el oscurecimiento enzimatico y no
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enzimatico se ve acelerada, pero sobre todo, se estimula el crecimiento de
microorganismos, incluyendo los patégenos. La calidad de los frutas y hortalizas se
ve afectada y también la vida de almacenamiento (Sapers et al., 2006., Artés et al.,
2009., Graca et al., 2011).

La exposicion de areas con heridas debidas al proceso de cortado y
rebanado, incrementa el area de la superficie para la adhesion microbiana, lo que a
su vez incrementa la posibilidad de sobrevivencia de los microorganismos. Estas
heridas presentes en la superficie del alimento introducen material organico en el
agua de lavado y disminuye la eficacia de los sanitizantes (Gomez-Lopez et al.,
2008).

Internalizacién: los microorganismos embebidos en el tejido de las plantas es
definido como “internalizacién”, derivado de interno, indicando que los
microorganismos se encuentran localizados en el interior de la superficie de la
planta. Los microorganismos que se encuentran internalizados no pueden ser
removidos por lavado, debido a que estan protegidos del estrés ambiental y no
pueden ser inactivados por contacto con agentes desinfectantes. En el interior de la
planta, la mayoria de los microorganismos (epifiticos y endofiticos) se encuentran
localizados en espacios entre las células llamados espacios intercelulares, donde

infectan la célula hospedera sin causar dafio aparente (Gomez-Lépez et al., 2008).

La internalizacion puede presentarse de manera natural o pasiva antes de la
cosecha o puede presentarse durante el procesamiento de las frutas y hortalizas de
manera activa. Durante el proceso activo, los microorganismos crecen en la
superficie del fruto o vegetal e ingresan al interior del alimento a través de estomas
o heridas. La internalizacion pasiva implica el transporte del microorganismo al
interior debido al contacto con algun objeto que infrinja una herida o por la

penetracion a través de aperturas debido a un diferencial de temperatura negativo.

La internalizacién de los microorganismos ocurre durante el empacado y el

procesamiento de los alimentos. Cuando una fruta u hortaliza se encuentra con una

19



temperatura superior a la normal, por lo que el espacio interno se llena de aire, y
cuando este producto es colocado en agua fria, el gas interno se enfria y se contrae
generando un vacio parcial que permite que el agua y cualquier microorganismo
pueden transportarse en el interno del producto a través de los poros, canales o

punciones en el alimento (Sapers, 2001, Sapers et al., 2006, Gil et al, 2009).

Por otro lado, las biopeliculas son una fuente frecuente de enfermedades.
Aproximadamente el 80% de las infecciones persistentes bacterianas en los
Estados Unidos, se encuentran asociadas a biopeliculas. Existen varios
mecanismos por el cual ocurre una interaccién inicial para que se dé lugar de
manera exitosa la colonizacion del alimento. Para que se lleve a cabo la adhesion
microbiana depende de las propiedades fisicoquimicas de la superficie de la célula
bacteriana, algunos microorganismos son capaces de adherirse a la superficie a
través de pilis. Cualquier superficie es vulnerable al desarrollo de biopeliculas,
desde plastico, vidrio, metal, madera y superficie d alimentos. La adhesion a la
superficie depende de las propiedades fisicoquimicas de la superficie como la
textura (rugosa o suave), carga de la superficie, hidrofobicidad, pH, temperatura y la
presencia de nutrientes en ésta. El segundo paso involucra la sintesis de fibrillas
de celulosa o de exopolimero extracelular que mantiene unida a la bacteria al sitio
de infeccién y funcionan como una barrera fisica responsable de que los agentes
antimicrobianos no penetren al interior retardando la difusion de éstos. Otro factor
que interviene en la adhesién, es la presencia de fimbrias y pillis que interaccionan
con la membrana celular (Bermudez-Aguirre y Barbosa-Canovas, 2013, Srey et al.,
2013).

La habilidad de los microorganismos patégenos de adherirse a un producto
en fresco, como las frutas y hortalizas, depende de factores intrinsecos y
extrinsecos incluyendo la movilidad de los microorganismos, su interaccion con
otros microorganismos y su capacidad para absorber nutrientes de la planta. La
movilidad es un factor importante que contribuye a la infiltracién del patdégeno

permitiendo la entrada a través de heridas, estomas y otras entradas. Algunas
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bacterias como E. coli O157:H7 posee mecanismos, como quimiotaxis, movilidad y
quorum sensing (comunicacion celular), que los dirige hacia estomas. Estudios han
demostrado que la adhesion en las hojas de la lechuga y espinacas, E. coli
enterotoxigénica usa flagelos y E.coli enteroagregativa usa fimbrias agregativas de
adhesioén, que comunmente son usados para la adhesién de este microorganismo
patdbgeno en la mucosa intestinal humana. En el caso de Salmonella, este puede
utilizar flagelos que permite el desplazamiento en la superficie de los productos en
fresco y contribuye a la colonizacién exitosa de regiones dafadas de la superficie.
Las areas mas comunes en la planta donde hay agregacién bacteriana son los
tricomas, alrededor de estomas y a lo largo de las venas de las hojas, estas
regiones tienen una alta mojabilidad que promueve la disponiblidad del agua y la
absorcidon de nutrientes que sostiene el crecimiento microbiano. Algunos estudios
encontraron que E.coli O157:H7 y Salmonella entérica crecen y el numero
incrementa a 7 Log UFC/g cuando hay 100% humedad. Otros estudios demuestran
que vegetales intactos como la lechuga, tomates, endivias, zanahoria, col,
esparrago, brécoli y coliflor promueven el desarrollo y crecimiento de Listeria
monocytogenes. Otro factor importante es el pH, en la mayoria de los vegetales
este factor suele ser apropiado para el crecimiento de microorganismo patdgeno.
En adicion, los tejidos dafados proporcionan proteccion de tratamientos
porscosecha, lo que los hace mas dificil de remover e inactivar (Olamait y Holley,
2012).

Algunas cepas de bacterias colonizan de mejor manera las superficies de los
alimentos que otras, es decir, que depende del tipo de microorganismos. La
formacion de biopeliculas, tejidos dafiados, especie de planta, asi como el estado
de madurez de la planta y su tasa de maduracion influencian la persistencia y la
adhesion de los microorganismos a la superficie de las frutas y hortalizas (Lopez-
Galvez, et al., 2009, Goodburn y Wallace, 2013).

Algunos microorganismos viven como organismos comensales en las
granjas y en animales de vida salvaje, estos representan la mayor fuente de

contaminacién de agua y producto agricola para el consumo humano. Los
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microorganismos asociados con patrones moleculares como flagelos vy
lipopolisacaridos de bacterias Gram negativas interactian con receptores
especificos de células que funcionan como guardianes, células especializadas en la
epidermis de las hojas, estomas y otros érganos que se encargan del intercambio
de gases (oxigeno, dioxido de carbono y vapor de agua) y forman poros del
estoma, que provocan la apertura de estomas. Los microorganismos usan heridas o
aperturas naturales como estomas, hidatodos, y lenticelas como pasajes hacia el
tejido interno donde crecen y comienza la enfermedad en las plantas y frutos.
Listeria monocytogenes usa flagelos para la adhesion en los tejidos del rabano y en
el caso de Klebsiella, Enterobacter y Pseudomonas se produce fimbrias que
median la adhesiéon a la superficie del producto. La percepcion de quorum o
comunicacion celular, regula muchos de las funciones asociadas a virulencia en las
bacterias como los flagelos, movilidad y la produccién de pilis que pueden estar
presentes durante la interaccion de la colonizacion de las bacterias con la superficie
y participan colectivamente en la adherencia y colonizacién. Basado en algunas
observaciones, se sugiere que E.coli O157:H7 es capaz de obtener nutrientes en el
estoma, tejido interno y en los espacios intercelulares de las plantas y ez capaz de
replicarse y sobrevivir, protegiéndose de enemigos ambientales (Saldana et al.,
2011). De acuerdo con Liu et al., (2004), la adhesion se ve facilitada cuando la
superficie celular y la superficie de apoyo son hidrofébicas. De hecho cuando la
superficie celular es hidrofdbica, no sélo pueden adherirse, las células pueden

agregarse en forma de granulos microbianos

I1.3. Microorganismos de interés asociados a frutas y hortalizas frescas.

Anteriormente se menciond que en el 2008, la FAO y WHO identificaron a las
frutas y hortalizas como un grupo de alimentos de mayor preocupaciéon en
seguridad microbiolégica debido a que son vehiculos de microorganismos

patdgenos (Issa-Zacharia et al., 2011).
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En el 2003, Harris et al., reportaron los microorganismos patégenos
relacionados con enfermedades transmisibles por frutas y hortalizas. Estos
microorganismos pueden ser categorizados como sigue:

» Microorganismos asociados al suelo: L. monocytogenes, C.botulinum.

» Microorganismos asociados a matéria fecal: Samonella spp., Shigella spp.,

E.coli O157:H7.
» Parasitos patdégenos: Cryptosporidium, Cyclospora.

» Virus patogenos: Hepatitis A, enterovirus, virus Norwalk.

Muchos de estos microorganismos patégenos pueden contaminar las frutas y
hortalizas via humana (o animal). EI manejo de frutas y hortalizas por parte de
trabajadores o consumidores infectados, contaminacion cruzada, uso de agua
contaminada, uso inadecuado de estiércol como fertilizante o el contacto con el
suelo, puede ocurrir la contaminacion de los alimentos (Bérmudez-Aguirre y

Barbosa-Canovas, 2013).

1.3.1 Salmonelia spp.

Salmonella es un bacilo Gram negativo, perteneciente a la familia de
Enterobacteriaceae, es una bacteria parasita intestinal de los animales, incluido el
hombre. Se libera al medio cuando es expulsada a través de la materia fecal y
muestra capacidad de supervivencia en los materiales con los que entra en
contacto y bajo condiciones favorables puede multiplicarse en ellos (Beuchat,
1998).

La mayoria de casos de salmonelosis se atribuyen al consumo de productos
de aves, sin embargo, se ha incrementado el numero de enfermedades asociados
al consumo de frutas y hortalizas frescas, como tomates, melén, lechuga y mangos.
Los brotes de Salmonella debido al consumo de estos alimentos, sugiere una
contaminacién previa a la produccion, como en el campo en la planta procesadora.
De manera natural, las frutas y hortalizas frescas pueden contaminarse con

Salmonella, a partir del contacto directo o indirecto con materia fecal animal o
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humana, las condiciones higiénicas en la produccion, cosecha, transporte,
distribucion facilitan su contaminacion y agua residuales. Se le puede detectar en
cereales, frutas y hortalizas e incluso en especias y granos de cocoa, en ambos
casos, se relacionan con brotes de salmonelosis. Las hortalizas de tierras que son
regadas con aguas contaminadas, cercanas a animales, o abonadas con materia
fecal de animales suelen estar contaminados con patdgenos intestinales incluida a
Salmonella (Riazi y Matthews, 2011).

Las frutas y hortalizas frescas son asociados a brotes de salmonelosis y se
registraron tres brotes en 1992, 1993 y 2000, donde el vehiculo del microorganismo
fue el tomate y se aseguré que el microorganismo puede crecer en tomates

dafados, picado y rebanado (Lamikanra, 2002).

La contaminacién por Salmonella puede ocurrir por internalizacion o por
adhesiéon en la superficie externa del tomate y la poblacion bacteriana puede
incrementarse con el tiempo, dependiendo de las condiciones ambientales. Y una
vez contaminado, puede resultar dificil limpiar la superficie, debido a que la
eficiencia de los agentes sanitizantes, como el cloro, dependen del lugar donde se
encuentre Salmonella, ya que esta sobrevive mejor en grietas de la piel que en
superficies lisas. La internalizacion de los microorganismos dificulta los tratamientos
sanitizantes debido a que los patégenos se encuentran fisicamente protegidos de

los agentes quimicos (Hanning et al., 2009).

1.3.2 Listeria monocytogenes.

El control de L. monocytogenes es un gran reto en la industria de alimentos
procesados, especialmente en aquellas industria donde se producen productos
listos para consumir. L. monocytogenes es un patégeno con la capacidad de
adherirse y crecer en superficies frias y humedas que son ideales para la formacion
de biopeliculas como el acero inoxidable, plastico, superficies de policarbonato y

otros materiales como superficies de alimentos. Comparado con otros patégenos,
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L. monocytogenes es unico en la resistencia que presenta a las condiciones
adversas que normalmente impiden el crecimiento de otras bacterias (Tresse et al.,
2007). Por lo que el crecimiento de este microorganismo en alimentos reviste
especial importancia por los aspectos ligados a la vida util de los productos y a la

salud del consumidor.

Puede reconocerse que L. monocytogenes es un patdgeno oportunista y es
el causante de provocar listeriosis en individuos entre los que se incluyen las
personas de tercera edad, las mujeres embarazadas, los recién nacidos y las
personas inmunocomprometidos como las que se encuentran enfermas de SIDA,
(Gandhi y Chikindas, 2006; Fernandez, 2008).

L. monocytogenes puede encontrarse en una gran variedad de alimentos
procesados y crudos. Alimentos como la leche, productos lacteos, carnes como
puerco, res, salchichas y productos frescos como los garbanzos, coliflor, pescado
han sido asociados a la contaminacion con Listeria (Gandhi y Chikindas, 2007). L.
monocytogenes es un bacilo corto Gram positivo, aerobio y anaerobio facultativo no
esporulado, de 1.2 x 0.5 uym, a veces clasificado de cocoide por mostrar
diploformas; aunque también Ilas células también aparecen asiladas. L.
monocytogenes presenta un caracter halotolerante pues crece en medios con una
concentracion de 10% NaCl. Una cualidad predominante del microorganismo es su
notable potencial psicrétrofo. Los limites de temperatura para el crecimiento son
inusualmente amplios con un rango entre 2°C y 45°C, con 6ptima entre 30°C vy
37°C (Gandhi y Chikindas, 2006; Fernandez, 2008).

Este microorganismo entra a la cadena de procesamiento de las frutas y
hortalizas desde la granja o debido al ambiente de procesamiento. Se encuentra
presente en el tracto intestinal de los animales y humanos, y se encuentra
ampliamente distribuido en el suelo y en agua residuales y puede diseminarse en
las granjas por la materia fecal de los animales, si este microorganismo llega a

contaminar el ambiente de procesamiento, puede llegar a colonizar las superficies
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de los equipos, sobreviviendo en el suelo y paredes e incluso en hendiduras de los
equipos formando biopeliculas. Se encuentra ampliamente distribuido en frutas y
hortalizas frescas, ha sido aislado en diferentes productos como en ensaladas,
hojas de lechuga, pepino y frutas rebanadas, asi como en tomate y melén. En
1981, una ensalada, siendo la col, el vehiculo de L. monocytogenes fue asociado,
causando un brote de listeriosis en Canada. Sin embargo, la mayoria de los
reportes de listeriosis son asociados al consumo de frutas y hortalizas frescas,
como esparrago, brécoli, col y coliflor que son almacenados a 4°C (Lamikanra,
2002).

1.4 Enfermedades relacionadas con el consumo de frutas y hortalizas.

Las enfermedades transmitidas por alimentos es un tema muy importante a
nivel mundial en términos del numero de personas que son afectadas y del costo
econdmico que causan. Los cambios en el consumo de alimentos o dieta de las
personas, el incremento en la susceptibilidad de consumidores ha incrementado el
numero de brotes relacionado con el consumo de alimentos. El centro de
prevencion y control de enfermedades (CDC) reporta brotes ocasionados por
microorganismos patégenos asociados a productos en fresco asi como ensalada de
frutas, frutas mixtas, fresas y moras. En el 2004, estos microorganismos patégenos
causan 16 058 enfermedades, 598 hospitalizaciones y 8 muertes. Y las pérdidas
econdmicas que causan las enfermedades estan estimadas en 12.7 billones de
délares por ano Por otro lado, la CDC en el aino de 2011 presenta una estimacién
mas actual, en la que se reportan 48 millones de personas enfermas, 128 000
hospitalizaciones y 3000 muertes cada afo (Pangloli y Hung, 2013), de las cuales
14.8% son asociados con frutas y hortalizas frescas, los alimentos procesados que
incluyen ensaladas, frutas y hortalizas se relacionan con 345, 228 enfermedades.
En la Figura 5 se muestra el porcentaje de enfermedades y brotes relacionados con

el consumo de alimentos (Olaimat y Holley, 2012).
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Figura 5. Porcentaje de brotes y enfermedades atribuidos a frutas y hortalizas
(Olaimat y Holley, 2012).

1.5 Desinfeccion de frutas y hortalizas.

Uno de los mayores desafios de la industria de los alimentos, es el control de
la contaminacién microbiana y satisfacer la demanda del consumidor al

proporcionar productos de calidad (Issa-Zacharia et al., 2010).

El proceso de desinfeccion se refiere a la destruccién fisica de los
microorganismos cuya actividad compromete la inocuidad de los alimentos. La
eficacia de este proceso depende de cuatro factores: los microorganismos (tipo y
numero), el sustrato sobre el cual se encuentran (presencia de materia organica), la
estructura del material (que permita el acceso directo del germicida a los
microorganismos) y el germicida (concentracion, tiempo de contacto y temperatura).
La susceptibilidad a un germicidas varia entre microorganismos; algunos pueden
ser inactivados desde el primer contacto con el germicida y otros pueden sobrevivir

y desarrollar resistencia a los germicidas (Fernandez, 2008).
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El principal paso para la descontaminacién de las frutas y hortalizas es el
lavado, considerado como un método directo e indispensable para remover
suciedad que soporten el crecimiento de microorganismos, residuos de pesticidas y
microorganismos deterioradores y patdégenos de la superficie de los alimentos que
comprometan la calidad e inocuidad del alimento, sin embargo, el lavado con agua
reduce la carga microbiana en aproximadamente 1-2 Log UFC/g, debido a esta
razon, el proceso de paso incluye la aplicacion de agua con productos
desinfectantes bajo diferentes condiciones. El objetivo de la desinfeccion es destruir
o0 disminuir sustancialmente el numero de microorganismos deterioradores y
patdgenos sin afectar la calidad del producto y la seguridad del consumidor. Sin
embargo, algunos microorganismos pueden transferirse los alimentos a través del
agua de lavado y resistir a la acciéon de los agentes desinfectantes, causando
contaminacién cruzada. La localizacion de los microorganismos en la superficie de
los alimentos afecta la su desinfeccién de los alimentos y la inactivacion del
microorganismo debido a que tienden a localizarse en poros, irregularidades y
heridas. Es sabido que estos factores aumentan la posibilidad de los
microorganismos para sobrevivir a la accidén de los agentes desinfectantes, ademas
de que las heridas introducen material organico que disminuye la efectividad de los
antimicrobianos. La variedad de topografias de las superficies de los alimentos que
proveen numerosos sitios de proteccidén asi como la formacion de biopeliculas que
son dificiles de remover afectan la desinfeccidon de los alimentos (Rahman et al.,
2010).

11.5.1 Hipoclorito de sodio (NaCIlO)

El uso de desinfectantes es importante para minimizar la propagacion de los
microorganismos. Algunos germicidas usados comunmente en la industria
alimenticia y que juegan un papel importante en el mantenimiento de la calidad y

seguridad microbiolégica del alimento, son el peroxido de hidrégeno, los
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compuestos clorados, acido organicos y ozono (Chmielewski y Frank, 2003; Park et
al., 2008).

Los compuestos clorados son germicidas muy poderosos debido a su poder
oxidante y a su poder desinfectante, ejercen efectos a través de diversos
mecanismos que afectan procesos metabdlicos vitales como la inhibicion de
enzimas que participan en el metabolismo, en la biosintesis de proteinas y en el
transporte activo a través de la membrana, lesiones en las cadenas de DNA y
mutaciones. El hipoclorito comercial puede ser de sodio o calcio y ambos son
germicidas con un amplio espectro y aunado a su bajo precio son los mas utilizados
en la industria alimentaria. No manchan, muestran baja toxicidad, pero son
irritantes, corrosivos, con olor propio y pierden fuerza con la presencia de materia
organica. La Administracion de alimentos y medicamentos (FDA) permite su uso en
frutas y hortalizas a concentraciones de 50-200 ppm con tiempos de contacto de 1-
2 min. La forma activa es el acido hipocloroso (HCIO), molécula generada mediante
el i6n hipoclorito a pH acido de 4 a 7 forma moléculas como cloraminas con las
aminas que también son usados como agentes germicidas. Sin embargo, el uso de
hipoclorito de sodio (NaClO) produce trihalometanos, subproductos reconocidos
como carcindgenos, que se producen cuando el cloro reacciona con materia
organica. Su uso a concentraciones por arriba de 200 ppm lleva a la pérdida de

calidad del alimento y dafio al ambiente (Keskinen y Annous, 2011)

El principal desinfectante que ha sido reconocido y que tiene una alta
efectividad en la industria de alimentos es el hipoclorito de sodio (NaClO), Sin
embargo, su efectividad se ve limitada, ya que es reducida por la presencia de
materia organica presente en el agua y/o la exposicion a la luz o aire por lo que es
considerado un desinfectante inestable. Aunado a estos problemas, el uso de cloro
ha sido asociado a la formacion de compuestos carcinogénicos (cloroformo vy
acidos haloacéticos) y a la aparicion de microorganismos emergentes mas
resistentes a la accidn letal de este desinfectante (Allende et al, 2009; Koide et al.,

2009; Bermudez-Aguirre.y Barbosa-Canovas; 2013).
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En el 2005, Virto et al., realizaron un estudio cuyo objetivo fue investigar el
dafio subletal y la relacion del dafio en la membrana y la pérdida de la viabilidad en
dos microorganismo Gram positivos (Listeria monocytogenes y Bacillus subtilis) y
dos Gram negativos (Escherichia coli, y Yersinia enterocolitica) después de la
exposicion al NaClO en ausencia y presencia de materia organica o demanda de
oxigeno. Los resultados en ausencia de materia organica, las Gram positivas
demostraron una alta resistencia al NaClO (0.3-1.2 ppm) con tiempos de contacto
de 2 min. La presencia de materia organica incremento de manera drastica la
resistencia de los microorganismos al NaClO, pues las concentraciones tuvieron
que aumentarse de 10-30 ppm. La resistencia se vio especialmente marcada en los
microorganismos Gram negativos, y después de 2 min de contacto, comenzé la
muerte celular a concentraciones mayores de 20 ppm. Los resultados obtenidos
muestran que hay grandes diferencias en a resistencia al NaClO dependiendo del
microorganismo estudiado y la composicion del medio en el tratamiento, por
ejemplo, en agua destilada, los microorganismos Gram negativos fueron mas
sensibles que las bacterias Gram positivas, pero en presencia de materia organica
la resistencia al tratamiento aumenta. A través de esta investigacion, se determiné
el efecto protector de la materia organica, el efecto es atribuido a la demanda de
cloro de compuestos organicos, que resulta en un decline rapido del cloro
disponible. Se establecid que hay estructuras celulares estabilizadas en presencia
de materia organica. Cuando los microorganismos presentan un dafio acumulado,

este pasa a un nivel critico e irreparable.

El cloro es considerado, generalmente, como un oxidante no selectivo, que
actua avidamente sobre diferentes componentes celulares y afecta procesos
metabdlicos. La membrana citoplasmatica ha sido propuesta como un blanco clave
involucrado en la inactivacién bacteriana, dado a la permeabilidad ocasionada
después de la cloracion. Para investigar el dafio a la membrana se estudio la fuga
de sustancias intracelulares de las bacterias, a través de la absorbacia UV (260-280

nm) del material después del tratamiento con cloro. Los resultados mostraron que la
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adicién de pequefas cantidades de materia organica al tratamiento previene de
manera completa la absorbancia del material intracelular, sugiriendo que hubo una
proteccion de la membrana celular de los microorganismos. Debido a que el
tamano molecular del RNA y de las proteinas y péptidos, principales moléculas
detectadas por la medicion de absorbancia UV. Los resultados obtenidos en esta
investigacion indican la posibilidad de que la membrana celular desempena un
papel importante en la inactivacion de las células, dado que la presencia de la
materia organica en el medio protegera las membranas celulares contra la
permeabilizacion y simultanemamente incrementara la concentracion de cloro
disponible para alcanzar la inactivacion o muerte celular. Resultado de esta
investigacion sugieren que la presencia de materia organica puede estabilizar la
envoltura y de esta manera disminuir la penetracion del cloro hacia el interior de la
célula. La envoltura de las bacterias Gram positivas consiste en una membrana
citoplasmatica rodeada de una pared delgada de peptodoglicanos, por otro lado, la
envoltura de las Gram negativas posee una capa externa, la membrana externa,

que provee una barrera extra contra los compuestos antimicrobianos.

Mahmoud et al., en el 2012, realizaron un estudio similar al anterior y se
demostré que la muerte celular depende de la penetracion del cloro al interior de la
célula. Asi mismo, los autores tuvieron resultados similares a Virto et al., (2005),
concluyendo que la presencia de materia organica, estabiliza la membrana y

dificulta la penetracién del antimicrobiano al interior de la célula.

11.6.2 Otros desinfectantes.

El dioxido de cloro no reacciona con los compuestos de amonio o materia
organica y muestra una mayor actividad oxidante y su poder germicida no es
afectado por el pH, no reacciona con las aminas y fenoles y es menos corrosivo
que los hipocloritos, pero su poder germicida se ve afectada por la temperatura Su
uso esta permitido por la FDA para la desinfeccion de equipos y alimentos a

concentraciones que no excedan las 5 ppm.
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El perdxido de hidrogeno y el acido peracético son sanitizantes usados en la
industria de alimentos, estos germicidas ejercen un poder bacteriostatico o
bactericida dependiendo de la concentracién usada. Su efectividad depende de la
temperatura, pH y la cepa del microorganismo. La accién de estos compuestos
involucra la formacién de compuestos oxigenados téxicos como el radical OH™ que
dafa a los acidos nucleicos, proteinas y lipidos. Sin embargo, su uso en frutas y
hortalizas tiene efectos negativos en la coloracion de la superficie, pues induce

oscurecimiento (Rahman et al., 2010).

En el caso del acido peracético se ha encontrado que es efectivo contra las
bacterias de la biopelicula. La actividad antimicrobiana de estos compuestos se
extiende a la inactivacién de esporas. Es un desinfectante que se descompone en
acido acético y peroxido de hidréogeno, residuos que son seguros para el medio
ambiente, por lo que puede aplicarse en los alimentos (Chmielewski y Frank, 2003;

Mukhopadhyay y Ramaswamy, 2012).

El ozono (O3), es el agente oxidante mas poderoso (potencial oxidante es
1.36 veces mas poderoso que el cloro), y la FDA aprobd su uso como desinfectante
directo en alimentos. Estudios demuestran que logra reducir la poblacion de S.
Typhimurium en 4.3 Log. Su accion germicida es a través de la descomposicién de
la molécula de ozono (Os) a radicales y los microorganismos son erradicados al
inducir ruptura en la membrana ocasionando la salida del contenido celular, ataca
numerosos constituyentes celulares incluyendo proteinas, lipidos insaturados vy
enzimas respiratorias y acidos nucleicos. La lisis celular es un mecanismo rapido de
inactivacion y es indispensable para inactivar a los microorganismos. Debido a este
mecanismo, se especula que este agente desinfectante no induce resistencia. Sin
embargo, es muy inestable y se descompone en O, rapidamente (20-30 min). El
agua que contiene sustancias organicas e inorganicas, que pueden ser oxidables y
reaccionan rapidamente con el ozono (Mukhopadhya y Ramaswamy, 2012; Srey et
al., 2013)
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Los sanitizantes comunmente usados presentan algunos riesgos e
incoveniencias tienen una limitada capacidad para penetrar y dejan residuos
quimicos, causan decoloracion del alimento, tienen un alto costo y efectividad
limitada por lo que se hace urgente el desarrollo de nuevos tratamientos de
desinfeccion que sean mas efectivos, menos tdxicos y que permitan inactivar los
microorganismos patégenos al mismo tiempo que reduzca el costo del uso de agua
y disminuya el riesgo en la salud en los trabajadores y sobe todo que garantizen la
seguridad microbiolégica sin comprometer las caracteristicas organolépticas del
producto (Ongeng et al., 2006; Riazi y Matthews, 2011).

11.5.3 Resistencia a antimicrobianos.

De acuerdo con Holah et al, (2002), los microorganismos resistentes pueden
ser descritos como especies 0 cepas que son capaces de sobrevivir programas de
limpieza y desinfeccion en repetidas ocasiones en comparacion con las especies o
cepas que dominan la microflora ambiental. La resistencia se describe como un
factor intrinseco (propiedad natural de un organismo o su modo de crecimiento) o

adquirido, por mutacion o la adquisicion de plasmidos o transposones.

Para que una molécula del desinfectante alcanza el sitio especifico, debe
atravesar la membrana externa de las células. La naturaleza y la composicion de
esta capa dependen del tipo de microorganismo y puede actuar como una barrera
permeable. Otra alternativa, pero menos comun, es la sintesis de enzimas que
pueden degradar el compuesto. La resistencia intrinseca (innata), es una propiedad
natural, controlada cromosdmicamente de la bacteria. Las bacterias Gram
negativas tienden a ser mas resistentes que los microorganismos Gram positivos.
La pared celular de las bacterias Gram positivas esta compuesta esencialmente de
una capa de peptidoglicanos y acido teicoico, que no actuan como una barrera
efectiva contra la entrada de agentes desinfectantes y por ejemplo, en el caso de

bacterias como Staphylococcus la membrana resulta ser permeable a sustancias

33



de alta peso molecular. En contraste, las bacterias Gram negativas son
generalmente mas resistentes que las bacterias Gram positivas debido a que la
membrana actia como una barrera que reduce la entrada de muchos agentes
antibacteriales al citoplasma. Estas diferencias, se explica por la composicion de la
membrana (Oulé et al., 2008).

Se resalta el hecho de que las bacterias Gram negativas poseen una
membrana externa que actia como una barrera que limita la entrada de los
desinfectantes. La membrana externa de las bacterias Gram negativas desempefa
un papel crucial al proveer una capa extra de proteccion al microorganismo, esto
sin comprometer el intercambio de material genético requerido para sostenerse.
Formada de una bicapa lipidica altamente hidrofébica, compuesta de fosfolipidos y
lipopolisacaridos, situada por encima de una capa delgada de peptidoglicanos. La
bicapa lipidica consta de poros formados por proteinas con propiedades especificas
de exclusion, por lo que la membrana externa actua como una barrera selectiva.
Entre la membrana externa y la membrana plasmidica, se encuentra una matriz en
forma de gel llamado periplasma encontrado en el espacio periplasmico Las
bacterias Gram negativas que muestran gran resistencia a los desinfectantes
incluyen P. aeruginosa, que es naturalmente resistente a varios agentes
antimicrobianos, antisépticos y antibiéticos (Beveridge, 1999; McDonnell y Russell,
1999; Delcour, 2009).

11.5.4 Agua electrolizada.

El lavado de los alimentos frescos es un procedimiento de limpieza que se
usa comunmente en la industria; sin embargo, el lavado no hace que los alimentos
se encuentren libres de microorganismos y otras sustancias antimicrobianas a
concentraciones aceptables en la industria no inactivan una alta cantidad de
microorganismos patégenos y comprometen la calidad y caracteristicas
organoléptcas del alimento. Por lo tanto, es necesario el desarrollo de tratamientos

antimicrobianos efectivos que inactiven a los microorganismos patégenos de los
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alimentos (Venkitanarayanan et al., 1999, Ongeng et al., 2006; Huang et al., 2008).
El agua electrolizada es uno de los tratamientos antimicrobianos que surgieron
como un nuevo concepto desarrollado en Rusia que ha ganado interés como
desinfectante usado en la agricultura, odontologia, medicina y en la industria
alimenticia. Se ha demostrado tener una actividad bactericida contra la mayoria de
microorganismos patdgenos que son importantes en la seguridad de alimentos
incluyendo Pseudomona aeriginosa, S. aureus, S. epidermidis, E. coli O157:H7,
Salmonella enteritidis, S. typhimurium, Bacillus cereus, Listeria monocytogenes,
Campylobacter jejuni, entre otros. Tiene la ventaja de ser mas efectiva, mas

econdmica y menos corrosivo que los agentes desinfectantes tradicionales.

11.5.4.1 Produccion.

El agua electrolizada se produce al hacer pasar una solucion diluida de
cloruro de sodio (12%) o agua desionizada con una baja concentracién de cloruro
de sodio (0.1%) a través de una celda electrolitica en la que el anodo y el catodo,
con un voltaje de 19.8 y 10 V respectivamente, que se encuentran separados por

una membrana o un diafragma como se muestra en la Figura 6.

Durante el proceso de electrdlisis, el cloruro de sodio disuelto en el agua se
disocia en cargas negativas como los iones cloruros (CI') e hidroxi (OH") y en iones
positivos, el ion sodio (Na*) y en el i6n hidrogeno (H'). Los iones negativos se
adsorben en el anodo liberando un electron cada uno para convertirse en radicales
libres que se convierten el oxigeno gas (O3), cloro gas (Cly), ién hipoclorito (CIO"),
acido hipocloroso (HCIO) y acido clorhidrico (HCI), dos radicales de cloro pueden
formar también el cloro libre en forma de gas, mientras que en el catodo, cada i6n
Na’ recibe un electron y se convierte en sodio metalico que se combina con una
molécula de agua formando hidroxido de sodio (NaOH) e hidrogeno gas (H").
(Hricova et al., 2008; Venkitanarayanan et al., 1999; Huang et al., 2008,

Mukhopadhya y Ramaswamy, 2012). Por lo tanto, durante la electrdlisis se
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producen dos tipos de agua: el agua electrolizada acida y el agua electrolizada
alcalina o basica.

El agua electrolizada acida (AEA) es la que se produce en el anodo, tiene un
pH bajo (2.3-2.7), un potencial de oxidacion alto mayor de 1000 mV y 50-80 ppm de
cloro total disponible, se usa ampliamente en la desinfeccion de vegetales evitando
asi las enfermedades, tiene un alto efecto bactericida contra microorganismos
patégenos como E. coli, Salmonella entereditis y Listeria monocytogenes. Por otro
lado el agua electrolizada alcalina (AEAc), producido en el catodo, tiene un pH alto
(10.0-11.5) y un potencial de oxidacion bajo (-800 a -900 mV) (Huang et al., 2008),
debido a que tiene un potencial fuerte de reduccién se usa para remover la
suciedad de utensilios. El agua electrolizada neutra se obtiene combinando las dos
soluciones obtenidas en el anodo y catodo, tiene un pH neutro 6.0-8 con un
potencial de éxido reduccién de 750 mV y 20 ppm de cloro total disponible. Debido
a su pH neutro no es corrosivo con los equipos (Deza et al., 2003; Hsu, 2005).

Agua Solucidn
Potable NaCl

\_IJ

Amperaje

Gas (0) HE i o Gas (H2)
lones negativos, He. 02 ! ’ lones positivos,
Cly OH A cr T

. - ' NayH
A e [} :
son atraidos al Anodo son atraidos al Catodo

Solucién Acida +——— —t—s Soluciin Alkalina

Membrana
NaCl+H:0 =—* Na*+Cl+H*+0H

Figura 6. Celda electrolitica compuesta por dos electrodos en la que se produce

agua electrolizada (Huang et al., 2008).

36



11.5.4.2 Mecanismo de accion.

La teoria de desinfeccion del agua electrolizada se debe a tres factores: el

pH, concentracién de cloro disponible y el potencial de éxido reduccion (Redox).

El potencial de 6xido-reduccion (Redox) de una solucién es un indicador de
la capacidad para oxidar o reducir. Un potencial positivo y alto indican un gran
poder oxidante. El pH bajo junto a un potencial oxidante alto y la presencia de cloro
total disponible hacen del agua electrolizada un sanitizante efectivo, debido a que
un potencial oxidante alto libera oxigeno (O3) por la ruptura de los enlaces débiles e
inestables de los radicales OH’, cuando el oxigeno entra en contacto con los
compuestos causa que éstos pierdan electrones y causa su ruptura y el cambio de
funciones. En el caso de los microorganismos, la oxidacién dana la membrana de la
célula, creando un desbalance en los procesos metabdlicos causando su muerte
(Huang et al., 2008; Bialka et al., 2004; Tomas-Callejas et al., 2011).

En general, las bacterias suelen crecer en un rango de pH de 4 a 9. Las
bacterias aerdbicas crecen sobre todo en un rango de potencial oxidante de +200 a
+800 mV, mientras que las bacterias anaerobias crecen bien en -700 a -200
mV. Un alto potencial de oxidacion en el agua podria causar la modificaciéon de los
flujos metabdlicos y la produccion de ATP, probablemente debido al cambio en el
flujo de electrones en las células (Huang et al.,, 2008, Tomas-Callejas et al., 2011).
El potencial de 6xido reduccion es atribuido como el factor primordial para la
inactivacién microbiana, debido a que dafia la membrana externa e interna de E.

coli O157:H7 lo que lleva a su inactivacion (Hao et al., 2012).

El pH bajo sensibiliza la membrana celular de las bacterias ocasionando la
entrada del acido hipocloroso (HCIO) al interior de la célula. El acido hipocloroso
(HCIO) es el mas activo de los compuestos clorados, al parecer elimina a los
microorganismos al interrumpir la sintesis de proteinas, inhibe la oxidacién de
glucosa debido a que se oxidan los grupos sulfhidrilo de ciertas enzimas

importantes en el metabolismo de los carbohidratos, reacciona con los acidos
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nucleicos, purinas y pirimidas, causando un desbalance del metabolismo al destruir
enzimas claves, induce lesiones en el DNA, forma de derivados toxicos a partir de
citosina y la creacion de aberraciones cromosomales (Bialka et al., 2004; Hao et
al., 2012).

El acido hipocloroso también produce el radical ‘OH que actua en los
microorganismos, otros factores que influyen en la potencia bactericida son las
concentraciones del i6n hipoclorito (CIO") y cloro gas (Clz) (Huang et al., 2008).

El didxido de cloro actua a nivel de la membrana celular y no reacciona con la

materia organica, oxida los fenoles (Fernandez, 2008).

El agua electrolizada no afecta el tejido, color de la superficie y la apariencia

en general del producto (Tomas-Callejas et al., 2011).

1.5.4.3 Teoria de electroactivacion del agua.

Tedricamente, el agua electrolizada se encuentra asociada con la alteracion
quimica de su composicion, acidez y/o alcalinidad. El agua, es una molécula polar,
con interacciones intermoleculares dipolo-dipolo que llevan a la formaciéon de
puentes de hidrégeno. El estado dinamico de los puentes de hidrogeno y de la
estructura de los cluster del agua pueden ser cambiados por la amplificacién de un
campo eléctrico externo o por la concentracion de iones en la solucion. La
activacién del agua es un proceso en el que el agua es transferida a un estado
termodinamico de no-equilibrio, el cual esta acompanado por un cambio en la
estructura del agua. Cuando las moléculas de agua son excitadas por un campo
eléctrico, se observa un cambio estructural y energético de los cluster de agua, mas
aun, el agua adquiere una estructura de microcluster resonante, puesto que los
clusters de agua pasan a ser mas pequenos. Al activarse, el agua pasa a un estado
meta-estable, manifestando un incremento en la actividad quimica en un periodo de
relajacion. El agua activada esta caracterizada por una alta actividad fisicoquimica y

biolégica y un de los parametros mas importantes de este tipo de agua es su
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potencial de oxido—reduccién (redox) y pH, resultado de la alta resonancia de los
microcluster estables de alta energia resonante, esta estructura esta dada por la
co-vibracion de las moléculas de agua y de las especies cargadas cerca de la
interface del electrodo. El arreglo de las moléculas de agua cuando son alteradas
electroquimicamente esta directamente relacionado con una mejor penetrabilidad e
interaccion de los iones microbicidas. La reactividad de las soluciones
electroactivadas se incrementan significativamente comparada con las de una
estado normal (Rico et al., 2008; Xiong et al., 2010; Aider et al., 2012).

El efecto antimicrobiano del agua activada resulta de diferentes especies
oxidantes generados durante la aplicaciéon del campo eléctrico en la solucion. Como
resultado, al solucidn se satura con especies activas de oxigeno y otros oxidantes,
incluyendo peroxido de hidrogeno y ozono, iones cloro, cloro libre y didxido de
cloro. Por lo que el efecto antimicrobiano de las soluciones activadas son el
resultado de la accion de estos oxidantes. Se ha indicado que le HOCI producido a
partir de electrolisis es 400% mas efectivo que el formado quimicamente, por
ejemplo en el cloro o conocido comunmente como blanqueador. Algunos estudios
reportan que radicales libres como el OH se encuentran presentes en el agua
electrolizada y el agua electrolizada neutra, este radical es uno de las especies mas
reactivas y puede ser uno de los principales responsables del efecto antimicrobiano
del AEN y AE. El anolito, generado en la interface anodo/solucion, son conocidos
como agentes oxidantes que producen una mezcla de radicales libres que tienen
efecto antimicrobiano. Por lo que la conductividad eléctrica incrementa y cambia la
estructura del agua. Cualquier cambio significativo en el potencial de 6&xido-
reducciéon del medio de la bacteria puede causar consecuencias letales en las
células bacterianas, debido a que el re-arreglo de las moléculas de agua permite
una mejor penetrabilidad e interaccion de los iones microbicidas. Los cambios
irreversibles en el potencial transmembranal originados por la accion de
aceptores/donadores de electrones pueden ser asociado a los procesos
electroliticos acompanados por la difusiéon del agua contra el gradiente de

oxidacién-reduccién, resultando en una ruptura de la membrana y la salida del
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contenido celular. Se ha establecido que la membrana celular se encuentra cargada
eléctricamente, el exceso de aniones presente en la solucidn de anolito puede
reaccionar con la membrana celular. Este fendmeno interrumpe funciones vitales de

la célula bacteriana. (Xiong et al.,2010; Issa-Zacharia et al., 2011; Aider et al.,
2012).
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Ill. JUSTIFICACION.

El estudio de la desinfeccién de frutas y hortalizas minimamente procesadas
se hace cada vez mas extenso y complejo, debido a las multiples fuentes de
contaminacién a los cuales se encuentran expuestos. La contaminacion de los
alimentos puede darse durante la produccion, cosecha, empacado, transporte,
distribucion y mercadeo e incluso antes del consumo, ya que pueden estar en
contacto con materia fecal de humanos y animales. Algunos factores favorecen la
internalizacion y adhesién microbiana en la superficie de los alimentos vy
posteriormente la formacion de biopeliculas, estructuras que permiten que los
microorganismos sean mas resistentes a los agentes antimicrobianos. Aunado a
esto se conoce que existen varios factores que afectan la efectividad de los
sanitizantes y es fundamental considerar que la contaminacién de estos productos
con microorganismos patégenos es perjudicial en términos del numero de personas
que son afectadas y del costo econédmico que causan, debido a estas razones es
de vital importancia mejorar las condiciones de un sistema contaminado a través de
tratamientos no térmicos que permitan reducir la carga microbiana y la inactivacion

de microorganismos patdégenos

Es necesario el desarrollo de tratamientos antimicrobianos efectivos que
inactiven a los microorganismos patdgenos de los alimento. El agua electrolizada
es uno de los tratamientos antimicrobianos que surgieron como un nuevo concepto
y tiene actividad bactericida contra la mayoria de microorganismos patégenos que
son importantes en la seguridad de alimentos incluyendo Pseudomona aeriginosa,
S. aureus, S. epidermidis, E. coli O157:H7, Salmonella enteritidis, S. typhimurium,

Bacillus cereus, Listeria monocytogenes, Campylobacter jejuni, entre otros.
Por lo que en este trabajo, se pretende determinar la efectividad del AEN

contra microorganismos patdogenos que comprometen la inocuidad de los

alimentos.
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IV. HIPOTESIS.

El agua electrolizada neutra (AEN) representa una alternativa al uso del hipoclorito
de sodio (NaClO) para la desinfeccion y el control de microorganismos tales como,

Salmonella y Listeria monocytogenes en superficies de alimentos.
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V. OBJETIVOS.

V.1 Objetivo general.

Determinar la efectividad del agua electrolizada neutra (AEN) en la
desinfeccion y eliminacion de Salmonella y Listeria monocytogenes en la superficie

de los alimentos

V.2 Objetivos especificos.

1. Evaluar el efecto AEN en la desinfeccion superficial de vegetales en fresco:
tomate, aguacate y esparrago

2. Evaluar el efecto del AEN sobre cultivos puros de Salmonella spp y Listeria
monocytogenes

3. Estudiar el efecto del AEN sobre vegetales frescos inoculados con Listeria

monocytogenes y Salmonella spp.
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VI. METODOLOGIA.
V1.1 Materiales

VI1.1.1 Materiales biolégicos

Cepa bioluminiscente de Listeria monocytogenes EGDe resistente a
cloranfenicol donada por el Dr. Collin Hill, Universidad de Cork, Irlanda.

Listeria monocytogenes Scott A donada por el Dr. Scott E. Martin.
Laboratorio de microbiologia. Departamento de Ciencia de Alimentos y Nutricién
Humana, Universidad de lllinois en Urbana- Champaign, E.U.A.

Salmonella spp. (Salmonella Saintpaul, Salmonella Oranienburg, Salmonella E1)
donadas por el Centro de Investigacion en Alimentacion y Desarrollo. Coordinacion

Culiacan. Cepas aisladas de tomate.

VI1.1.2 Alimentos

Tomate variedad Saladette y Cherry, aguacate variedad Hass, esparrago sin
lesiones fisicas aparentes, de superficie firme y en estado de madurez 6ptimo
obtenidos de manera comercial en la central de abastos de la ciudad de Querétaro,

Qro., México

VI1.1.3 Soluciones desinfectantes

Solucién de hipoclorito de sodio (Cloralex®) al 6% equivalente a 60,000 ppm
de cloro total disponible pH 9.7+£0.28 y un potencial redox de 792.78+1.19 mV

Agua electrolizada neutra producida por un prototipo desarrollado en el
Centro de Investigacion y Desarrollo Tecnologico del Estado de Querétaro
(CIDETEQ) con una concentracion de cloro total disponible (especies oxidantes) de
5639.20 mg/L, pH 7.36+£0.92 y redox de 1022.87+6.39 mV

Agua destilada (tratamiento control) pH 6.87+0.39 y un redox 411.55+£2.02
mV.
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V1.1.4 Compuestos quimicos

Caldo soya ftripticaseina, buffer neutralizante, caldo LB, solucion salina
0.85%, amortiguador de fosfatos (50 mM, pH 7), agar papa dextrosa, agua
peptonada al 10%, agar Salmonela-Shigella y caldo selenito cistina se obtuvieron
de Difco. Agar para métodos estandar, caldo bilis verde brillante, caldo lauril sulfato
triptosa, caldo y cloranfenicol se obtuvieron de Sigma Aldrich. El suplemento
selectivo para Listeria modificado, se adquiri6 de Oxford; agua destilada, agar
MacConkey-sorbitol, agar XLD, caldo tetrationato, acido tartarico y agar soya
tripticaseina fueron suministrados por Bioxon, mientras que el caldo EC se obtuvo
de Merck.

V1.2 Métodos

VI1.2.1 Activacion de las cepas de Listeria monocytogenes y Salmonella

Las cepas se conservaron en chaquiras de vidrio a -70°C con una
suspension que contenia 10% (v/v) glicerol y 10% (v/v) leche como agentes
criogénicos. Para su activacion, se tomaron wuna conserva de Listeria
monocytogenes Scott A y se colocaron en 10 mL de caldo soya tripticaseina
suplementado con 6.0 g/L de extracto de levadura y 2.5 g/L de K;HPO4 y se
incubaron a 24 h a 37° C en agitacion a 180 rpm Finalizado el periodo de
incubacion, se tomaron los 10 mL del caldo con el microorganismo y se
resuspendio en 90 mL del mismo caldo. Al finalizar el tiempo de incubacion, los
100 ml del caldo la cepa se centrifugé a 6500 rpm durante 15min, se removié el
sobrenadante y las células se resuspendieron en un mismo volumen solucién salina
0.85% estéril, y se centrifugaron nuevamente para lavar las células a las mismas

condiciones. La pastilla se resuspendié en 5 mL de la misma solucion salina.

Las diferentes especies de Salmonella se activaron en 10mL caldo soya
tripticaseina a 24 h a 37°C. Finalizado el periodo de incubacién, los 10 mL de caldo

de cada cepa se incubaron nuevamente en el mismo caldo por 24h a 37°C en
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agitacion a 180 rpm. Los microorganismos se centrifugaron a 6500 rpm durante 15
min, se removié el sobrenadante y las células se resuspendieron en un mismo
volumen solucién salina 0.85% estéril, y se centrifugaron nuevamente para lavar las

células a las mismas condiciones.

Para conocer la concentracion de los microorganismos se realizé por vaciado
en placa, inoculando 0.1mL del resuspendido en Agar Soya Tripticaseina o Agar
LB, para confirmar en Agar Salmonella-Shigella y sulfito bismuto para Salmonella,

Agar oxford y LB con cloranfenicol para L. monocytogenes.

VI1.2.2 Preparacion del inéculo (coctel de microorganismos patégenos)

Para la preparacion del inoculo individual de cada microorganismos, el
cultivo activado de 18 h de L. monocytogenes Scott A, L. monocytogenes EDGe y
Salmonella spp. se centrifugaron a 10 000 x g por 10 minutos. Se removio el
sobrenadante de cada microorganismo individual y se resuspendié usando la
misma cantidad de solucion salina 0.85%, este proceso se repitié para un total de 2
lavados. Como ultimo paso, se realizd una mezcla de L. monocytogenes vy
Salmonella spp., para esto, se resuspendio el paquete celular de cada uno de ellos
en solucidén salina 0.85% estéril y se combinaron de manera proporcionada de tal
manera que contuviera 10° UFC/mL de cada uno de ellos. Los volimenes de cada

suspension microbiana de realizé para crear una mezcla de cepas.

VI1.2.3 Preparacion de las soluciones de tratamiento

Para el tratamiento con células libres se utilizaron concentraciones en un
rango de 5-90 ppm de cloro libre de agua electrolizada neutra (AEN) e hipoclorito
de sodio (NaClO) para L. monocytogenes Scott A, L. monocytogenes EGDe, y

Salmonella spp.
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Para los tratamientos a los que se sometieron las células libres, se
prepararon las soluciones a las concentraciones deseadas de cloro total disponible
de ambos desinfectantes, diluyendo con agua destilada estéril.

En el tratamiento con NaClO, se utilizd una soluciéon de hipoclorito de sodio
(NaClO) comercial (Cloralex®) AL 6% que se diluyé con agua desionizada estéril a
una concentracion de 120 y 200 ppm.

Se medié el pH, el redox usando un pHmetro/ion/conductimetro (Thermo
scientific. Modelo Orionstar A211 pHmeter. electrodo de platino plata/ electrodo
AgCl)

VI1.2.4 Efecto del Agua electrolizada Neutra sobre cultivos puros

Se prepararon tubos de rosca con 9 mL de AEN y NaClO con las diferentes

concentraciones de agentes oxidantes y 9 mL de agua desionizada como control.

Para cada experimento, se utilizé un in6culo, de alrededor de 9 Log UFC/mL.
Todos los tubos de AEN y NaCIO y agua desionizada se aclimataron durante 15

min a temperatura ambiente.

Una vez acondicionados los tubos, se colocé 1 mL de inéculo a cada tubo de
las soluciones de tratamiento y control. Se evalué el efecto de las concentraciones
de5,7,9y12ppmalos 1, 3y 5 min de tiempo de exposicién para células libres de

L. monocytogenes'y Salmonella spp. a temperatura ambiente

Transcurridos los tiempos de exposicion se tomaron 1 mL de cada tubo de
tratamiento y se transfirio a 9 mL de solucion de amortiguador neutralizante (5.2 g/L,
amortiguador neutralizante, Difco) que contenia una mezcla de 0.0043% fosfato
mono potasico, 0.016% tiosulfato de sodio y 0.5% de aril sulfonato durante 10 s
para neutralizar el cloro total disponible del agua electrolizada (Ayebah et al., 2006
y Robbins et al., 2005).

Posteriormente, se realizaron diluciones sucesivas y se determiné el numero

de células viables mediante el método de Miles-Misra en placas de agar LB y
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Oxford para Salmonella usando dos medios, agar Salmonella-Shigella y agar sulfito

bismuto.

VI1.2.5 Retos microbianos

VI1.2.5.1.Tomate

Los tomates variedad Cherry de peso similar (aproximadamente 10 g), se
almacenaron a 5°C, hasta su tratamiento. Antes de los tratamiento de desinfeccion,
el tomate fue lavado y desinfectado (NaClO, 200 ppm seguido de la exposicién a
luz UV por 15 min) para eliminar la microflora natural antes de la inoculacion. Los
vegetales se sumergieron en una suspension preparada con 250 mL de peptona al
0.1%, en donde cada microorganismos en estudio tenia una poblacién de 10°
UFC/mL. Se evalué el tiempo de contacto necesario para la adhesién microbiana a
la superficie del tomate, para lo cual se realizé un diseiid experimental factorial
fraccionado 1/3 (3°), que involucra tres factores con tres niveles cada uno. Los
factores fueron, tiempo de incubacion: 1, 3 y 5 min, velocidad de agitacion: 150, 300
y 500 rpm y tiempo de secado del tomate inoculado en campana de flujo laminar: 1,

3y 5 min.

VI1.2.5.2 Aguacate

Para la adhesion de la mezcla de Listeria monocytogenes y Salmonella, en
aguacate, se siguidé la metodologia descrita por Rodriguez-Garcia et al. (2011), el
aguacate previamente desinfectado y libre de materia organica, se corté la cascara
de manera aséptica en cuadros de 2.54 cm x 2.54 cm, con area de 6.45 cm?,
procurando dejar pulpa para evitar la rapida deshidratacion de la cascara.
Posteriormente se realizé una desinfeccion con etanol al 70% (v/v) y se sometieron
a radiacion UV por 15 min, para eliminar sobrevivientes de la microflora natural del
fruto. Posteriormente, los aguacates fueron inoculados con 100 ulL de una
suspension de 9 Log UFC/mL de cada uno de los microorganismos patégenos. El

in6culo se dispersd con una asa estéril y se dejo secar en campana de flujo laminar
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por 1 h. Posteriormente se realizé un lavado con amortiguador de fosfatos 50 mM

para retirar las células no adheridas a la superficie.

VI1.2.6 Tratamiento de alimentos con agua electrolizada neutra

VI1.2.6.1 Desinfeccién con agua electrolizada neutra y NaClO para reducir la

carga de la microflora natural de los alimentos modelos

Los alimentos (tomate, aguacate y esparrago) con un peso aproximado de
25 g se sumergieron en 225 mL de la solucion desinfectante de AEN con diferentes
concentraciones (70-300 ppm) y de NaClO (120 ppm). Posteriormente, se
enjuagaron con amortiguador neutralizante durante 1 minuto, para parar cualquier
actividad bactericida y/o bacteriostatica, sin afectar la carga microbiana, y se
dejaron secar en campana por 5 min. Posteriormente, los alimentos se colocaron
en agua peptonada 0.1% y se homogenizaron en un stomacher por 2 min a una

velocidad de 250 rpm.

El control (0 ppm) correspondié a un lavado con agua destilada desionizada
pH 7, los tratamientos control fueron realizados como se describié anteriormente

con los tratamientos con AEN.

La poblacion inicial del vegetal se obtuvo mediante agitacion orbital
colocando el vegetal en 90 mL de agua peptonada al 0.1% durante 2 min. Se
realizaron las diluciones apropiadas de esta solucién y se realizé el recuento en

placa con medio segun la cepa.
VI1.2.6.2 Reduccioén de los microorganismos patégenos inoculados en la
superficie del alimento

VI1.2.6.2.1 Tomate

Una vez inoculados los alimentos, estos se colocaron en 90 mL de la

solucién de tratamiento durante 1, 3 y 5 minutos en un agitador orbital a una
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velocidad de 300 rpm. Posteriormente, se enjuagaron con amortiguador
neutralizante durante 1 minuto, para parar cualquier actividad bactericida y/o
bacteriostatica, sin afectar la carga microbiana, y se dejaron secar en campana por
5 min. Posteriormente, los tomates se colocaron en agua peptonada 0.1% y se

homogenizaron en un stomacher por 2 min a una velocidad de 250 rpm.

Los tratamientos con NaClO, se realizaron con una concentracion maxima de
200 ppm y con un tiempo de contacto de 1, 3 y 5 min. Los tratamientos se

realizaron como se describié anteriormente con los tratamientos con AEN.

El control (O ppm) correspondié a un lavado con agua destilada desionizada
pH 7, los tratamientos control fueron realizados como se describié anteriormente

con los tratamientos con AEN.

La poblacion inicial del vegetal se obtuvo mediante agitacion orbital
colocando el vegetal en agua peptonada al 0.1% durante 2 min. Se realizaron las
diluciones apropiadas de esta solucion y se inocularon placas con medio selectivo

segun la cepa.

VI.2.6.2.2 Aguacate

Una vez inoculados el aguacate, estos se colocaron en 20 mL de la solucién
de tratamiento durante 1, 3 y 5 minutos procurando que la cascara quedara
totalmente sumergida en la solucion. Posteriormente, las cascaras de aguacate, se
enjuagaron con amortiguador neutralizante por 10 s. Las células se recuperaron por
frotacion con un hisopo humedo estéril con agua peptonada 0.1%. Se frotd
vigorosamente el area de tratamiento con el hisopo estéril de manera vertical,
horizontal y dos veces en forma diagonal y se introdujeron en un tubo con 10 mL de
agua peptonada 0.1%. Se homogenizaron en voértex por 1 minuto y se realizaron

diluciones seriadas.
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Los tratamientos con NaClO, se realizaron con una concentracion maxima de
200 ppm y con un tiempo de contacto de 1, 3 y 5 min. Los fueron realizados como

se describid anteriormente con los tratamientos con AEN.

El control (0 ppm) correspondié a un lavado con agua destilada desionizada
pH 7, los tratamientos control fueron realizados como se describié anteriormente

con los tratamientos con AEN.

La poblacién inicial del vegetal se obtuvo mediante frotacion con hisopo y se
colocd en un tubo con 10 mL de agua peptonada al 0.1%, se homogenizaron en
vortex por 1 min y se realizaron las diluciones apropiadas de esta solucién y se

inocularon placas con medio selectivo segun la cepa.

VI1.2.6.3 Mantenimiento de la calidad microbiolégica del tomate inoculado con

Salmonella spp. y Listeria monocytogenes.

Una vez inoculados los alimentos, estos se colocaron en una bolsa estéril
conteniendo 90 mL de la solucion de tratamiento de AEN y NaCIlO durante 1 min,
en un agitador orbital a una velocidad media de 300 rpm. Los alimentos no se
enjuagaron con amortiguador neutralizante debido a que el propédsito era investigar
si existia algun efecto residual de las soluciones desinfectantes a lo largo del
tiempo. Posteriormente, los tomates se colocaron a una bolsa estéril para evitar
cualquier contaminacion externa, y se almacenaron en refrigeracion (4 °C) por 21
dias, con el objetivo de evaluar el efecto residual del AEN y NaCIO. Se tomaron
muestras los dias 0, 7, 14 y 21 dias y se analizaron microbiolégicamente, para eso,
los tomates estos se colocaron en 90 mL de agua peptonada 0.1% y se

homogenizaron en un stomacher por 2 min a una velocidad de 250 rpm.
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Los tratamientos con NaClO, se realizaron con una concentracion maxima de
200 ppm y con un tiempo de contacto de 1, 3 y 5 min. Los tratamientos se

realizaron como se describié anteriormente con los tratamientos con AEN.

El control (0 ppm) correspondié a un lavado con agua destilada desionizada
pH 7, los tratamientos control fueron realizados como se describié anteriormente

con los tratamientos con AEN.

La poblacion inicial del vegetal se obtuvo mediante agitacion orbital
colocando el vegetal en 90 mL de agua peptonada al 0.1% durante 2 min. Se
realizaron las diluciones apropiadas de esta solucion y se inocularon placas con

medio selectivo segun la cepa.

VI1.2.7 Andlisis microbiolégico de los alimentos

VI1.2.7.1 Listeria monocytogenes EGDe

El alimento (tomate y aguacate) se colocé en 90 mL de peptona al 0.1%,
siendo esta la dilucion directa, para la recuperacion de células adheridas. Para el
tomate, las bolsas estériles con el alimento, se homogenizaron en un stomacher a
una velocidad de 300 rpm por 2 min. Posteriormente se prepararon diluciones
seriadas tomando 1mL de la solucion directa y transfiriéndolo a tubos con 9 mL de
agua peptonada 0.1%. Se inocularon placas en agar LB con cloranfenicol para L.

monocytogenes EGDe. Las cajas se incubaran durante 24 horas a 37°C.

Para el aguacate, se realizaron diluciones seriales de tubo primario con el

hisopo y se homogenizaron en un vortex.

VI1.2.7.2 Listeria monocytogenes Scott A

El alimento (tomate y aguacate) se colocé en 90 mL de peptona al 0.1%,
siendo esta la solucién directa dentro de una bolsa estéril, para la recuperacion de

células adheridas. Para el tomate, las bolsas estériles con el alimento, se
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homogenizaron en un stomacher a una velocidad de 300 rpm por 2 min, después
de ello se prepararon diluciones seriadas tomando 1mL de la solucion directa y
transfiriéndolo a tubos con 9 mL de solucién salina al 0.85%. Se inocularon placas
en agar Oxford suplementado con extracto de levadura 0.6% para L.

monocytogenes Scott A. Las cajas se incubaron durante 24 horas a 37°C.

Para el aguacate, se realizaron diluciones seriales de tubo primario con el

hisopo y se homogenizaron en un vortex.

VI1.2.7.3 Salmonella spp.

El alimento (tomate y aguacate) se colocd en 90 mL de peptona al 0.1%,
siendo esta la solucién directa dentro de una bolsa estéril, para la recuperacion de
células adheridas. Para el tomate, las bolsas estériles con el alimento, se
homogenizaron en un stomacher a una velocidad de 300 rpm por 2 min, después
de ello se prepararon diluciones seriadas tomando 1mL de la solucion directa y
transfiriéndolo a tubos con 9 mL de solucién salina al 0.85%. Se inocularon placas
en agar Salmonella-Shigella y Sulfito Bismuto suplementados con extracto de
levadura 0.6% para L. monocytogenes Scott A. Las cajas se incubaran durante 24
horas a 37°C.

Para el aguacate, se realizaron diluciones seriales de tubo primario con el

hisopo y se homogenizaron en un vortex.

VI.2.8. Desinfecciéon con agua electrolizada neutra y NaClO para reducir la

carga de la microflora natural de los alimentos modelos

VI1.2.8.1. Determinacion de la microflora natural de los alimentos modelos
(Bacterias mesofilicas aerobias)

Los alimentos sometidos al tratamiento de desinfeccién, se colocaron en 225
mL de agua peptonada 0.1%, siendo esta la solucién directa dentro de una bolsa

estéril, para la recuperacion de células adheridas. Las bolsas estériles con el
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alimento, se homogenizaron en un stomacher a una velocidad de 300 rpm por 2
min, después de ello se prepararon diluciones seriadas tomando 1mL de la solucion
directa y transfiriéndolo a tubos con 9 mL de agua peptonada 0.1%. Se realizaron
diluciones seriales y se colocd 1 mL de cada dilucion en cajas Petri y se agregé de
12 a 15 mL del agar para métodos estandar. Se mezclaron mediante 6 movimientos
de derecha a izquierda, 6 en el sentido de las manecillas de reloj, 6 en sentido
contrario y 6 de atras a adelante. Siguiendo la técnica de vaciado en placa descrita
en la NOM-092-SSA1-1994, se incubaron las cajas en posicion invertida durante 48
h a 37°C. Se contaron las colonias desarrolladas e incluyendo colonias puntiformes.
Las colonias deben estar en un intervalo de 25 a 250 colonias. Placas con menos
de 25 colonias, se contaron las presentas en esa dilucion y se multiplicaron por el
factor de dilucion para obtener el valor estimado. En cajas con mas de 250
colonias, se contaron aquellas porciones de placa que sea representativo de la
distribucion de las colonias y considerar que una caja Petri de 100 mm de diametro

contiene 65 cuadros de la cuadricula del contador para obtener el valor estimado.

VI1.2.8.2 Determinacion de Hongos y Levaduras

Después de la inoculacion de las diluciones de las muestras preparadas en
las cajas Petri, se agregaron de 12 a 15 mL del agar Papa dextrosa atemperado a
45+1°C y acidificado a un pH de 3.5+0.1°C con &cido tartarico estéril al 10%.
Siguiendo la técnica de vaciado en placa descrita en la NOM-111-SSA1-1994, Se
incubaron las cajas en posicion invertida durante 5 dias a 25+2°C. Contar aquellas

cajas que contengan entre 10 y 150 colonias.

VI1.2.8.3 Determinacion de coliformes totales por NUmero mas probable (NMP)

VI1.2.8.3.1 Prueba presuntiva

Se inocularon 10 mL en tres tubos de caldo lactosado con concentraciéon
doble y 1 mL y 0.1 mL de muestra a cada uno de la serie de 3 tubos con caldo

lactosa concentracion sencilla (Los tubos contenian campanas de fermentacién
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Durham). Se incubaron los tubos a 35 + 0.5 °C y se examinaronalas24 £2 hy se
observaron si hay formacién de gas, en caso contrario se prolongé la incubacion
hasta 48 + 2 h.

VI1.2.8.3.2 Prueba confirmatoria

De cada tubo que mostré formacién de gas, se tomé una azada y se sembré
en un numero igual de tubos con caldo bilis verde brillante y se incubaron a 35 £ 0,5
°C por 24 £ 2 h, si la formacion de gas no se observo en este tiempo, se prolongo la
incubacion por 48 + 2 h. Para el conteo de coliformes totales se utilizé la tabla del
numero mas probable (NMP) para serie de 3, que se encuentra descrita en la NOM-
112-SSA1-1994.

V1.3 Analisis estadistico

Se reportaron los valores de reduccion de microorganismos patégenos y de
la microflora natural presentes en la superficie de los alimentos causados por los
tratamientos de desinfeccion con AEN y NaCIlO y los control (O ppm, lavado con
agua destilada). Las medias de los valores y las desviaciones estandar,
representaron los valores de 3 diferentes experimentos con 3 réplicas por
tratamiento por experimento. Los datos fueron analizados usando JMP version
5.0.1 para las diferencias significativas entre los tratamientos de AEN con diferentes
concentraciones de cloro total disponible utilizando la prueba de Tukey. Las
diferencias significativas se establecieron por una diferencia significativa a un valor

de significancia a=0.05.
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VIl. RESULTADOS Y DISCUSION

VII.1 Calidad microbiolégica de los alimentos en fresco: determinacién de la

microflora

La determinacion de la microflora natural de los alimentos modelo consistid
principalmente de tres grupos de microorganismos indicadores, las bacterias
mesofilas aerobias (BMA), hongos y levaduras (HyL) y coliformes totales (CT). La
poblacion HyL fue de 3.2, 3.9, 44 Log UFC/unidad para tomate, aguacate y
esparrago, respectivamente. Para el caso de BMA, fue de 4.4, 5.0, y 4.8 Log
UFCl/unidad para tomate, aguacate y esparrago respectivamente, y la poblacién

inicial de CT fue de 1100 NMP/unidad para los tres alimentos modelos.

Algunos estudios realizados para conocer la calidad microbiolégica de las
frutas y hortalizas, como por ejemplo, Velazquez, et al., (2009) y Lee et al; (2014),
reportan una microflora natural que va de un rango de 10*-10° UFC/g de células
viables, por lo que los productos en fresco siempre tendran su propia microflora, y
no seria inusual encontrar una carga inicial de 10° UFC/g de células viables. Por lo
anterior, los resultados obtenidos de la calidad microbioldgica en los tres alimentos
modelo se encuentran dentro del rango reportado por otros autores. También se ha
reportado la microflora de HyL y CT de 4.90 Log UFC/tomate y 3.04 Log UFC/
tomate; los resultados encontrados en nuestros alimentos también oscilan entre
estos valores. Oliveira, et al. (2011), estudiaron la calidad microbiolégica de 162
vegetales, entre los que se encontraban calabazas, lechugas, una mezcla de
champifiones y espinacas, y se detectaron poblaciones por arriba de 1000 NMP/g
de CT para el 81.5% de las muestras. Allende et al; en el 2008, realizaron un
estudio en el que analizaron escarolas (endivia) y lechuga, encontrando que para la
escarola, las poblaciones iniciales de BMA era de 6.9+0.1 Log UFC/g, 5.4+0.3 Log
UFC/g para CT y 4.2+0.1 Log UFC/g para los HyL. Para la lechuga, la poblacién de
BMA fue de 3.6+0.2 Log UFC/g, para el caso de HyL se encontraron poblaciones
de 3.0+0.3 Log UFC/g y para los CT la poblacién inicial fue de 2.4+0.2 Log UFC/g.

56



Betts (2011) hace hincapié en que los productos en fresco, como las frutas y
hortalizas, generalmente crecen en lugares abiertos o expuestos al medio ambiente
y en contacto con el suelo. Ambos escenarios permiten el libre acceso de un gran
numero de microorganismos a la planta o al fruto, factores que deben considerarse

a la hora de interpretar resultados

Los tres alimentos modelo tenian diferente tipo de superficie, siendo el
esparrago y el aguacate los alimentos que contenian una mayor cantidad de BMA y
HyL probablemente asociado a su topografia. Aycicek, et al.(2006), reportan que
debido a que las frutas y hortalizas frescas tienen diferentes morfologias y
funciones metabdlicas, éstos consecuentemente, pueden proveer diversos nichos
ecoldgicos para los microorganismos. Por lo que es légico que los resultados
reportados en la literatura y aquellos obtenidos en esta investigacion indiquen una
amplia diferencia en el numero de microorganismos, dependiendo del tipo de

producto, practicas agrondmicas y condiciones ambientales.

La presencia de bacterias esporuladas, hongos y levaduras vy
microorganismos patdégenos se encuentra asociado a que durante cualquiera de las
etapas del campo al consumo de los productos frescos (crecimiento, cosecha,
procesamiento, empacado, transporte y manejo) la contaminacion puede llevarse a
cabo desde una gran variedad de fuentes como el ambiental, animal y humana, por
lo que garantizar su inocuidad resulta dificil. (Lopéz-Galvez et al., 2009, Issa-
Zacharia et al., 2011, Koide et al., 2011, Olaimat y Holley, 2012).

La cosecha, el transporte, el procesamiento y el manejo de los productos
pueden influenciar de manera importante el patrén de la microflora. La calidad y la
seguridad de los productos en fresco depende del uso apropiado de agua de
irrigacion y las buenas practicas durante la manipulacion, pero existen riesgos
inherentes de contaminacién debido a que durante el cultivo hay un contacto

cercano con el suelo y los fertilizantes organicos que dificultan el control de
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microorganismos patogenos y deterioradores. (Oliveira. et al, 2011., Ramos, B., et
al, 2013).

Aunque los recuentos microbianos de los tres grupos indicadores se
encontraban dentro del rango aceptable, cabe destacar que cada uno de estos
grupos tiene un significado. La presencia de HyL en un alimento es indicativo de
que estos productos se encuentran en camino hacia la descomposicion. Debido a
que la poblaciéon observada fue relativamente alta debe ponerse especial cuidado
en ellos. Los HyL son considerados como una de las principales causas de
deterioro y desepempenan un papel muy importante en el deterioro de los
productos frescos desde la cosecha hasta el almacenamiento y su procesamiento,
que afectara los atributos organolépticos como la apariencia general, olor, color y
textura como consecuencia de la actividad microbiana. Las bacterias Gram
negativas dominan la microflora asociada de la mayoria de las frutas y hortalizas,
donde los HyL forman parte de la microflora de las productos en fresco.
Generalmente, la microflora natural se compone de bacterias no patégenas, si
embargo, el producto puede contaminarse con microorganismos patdégenos cuya

fuente es humana, de animales o ambiental (Ramos et al., 2013; Bessi et al., 2014).

El grupo indicador que presentd grandes recuentos en todos los alimentos
analizados en este trabajo fueron las BMA, las cuales son los principales
indicadores de la calidad de los alimentos, puesto que reflejan la exposicion a
cualquier fuente de contaminacion, y en general, de la existencia de condiciones
favorables para la multiplicacion de los microorganismos. Este parametro es util
para indicar si la limpieza, desinfeccion y el control de la temperatura durante el
procesamiento, el transporte y el almacenamiento han sido suficientes. Los
coliformes son microorganismos anaerobios facultativos, Gram-negatiivos,
fermentadores de lactosa con formacién de gas en 48 h y son habitantes del
contenido gastrointestinal de los mamiferos y humanos que son introducidos al

superficies (Aycicek et al.,2006).
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Como se pudo observar en estos resultados, el crecimiento microbiano varia
dependiendo del tipo de producto, pH, y de acuerdo con la literatura, también se ha
reportado que puede variar por la presencia natural de antimicrobianos, tasa de
respiracion/interaccion con el empaque. El pH del producto influencia en gran
manera la sobrevivencia y crecimiento de los microorganismos. La mayoria de las
hortalizas tienen un pH > 5 y consecuentemente sostiene el crecimiento de la
mayoria de las bacterias. Tejidos de algunas frutas y hortalizas proveen niveles
variados de proteccion contra bacterias y hongos. Con respecto al potencial éxido-
reduccion, los productos vegetales, suelen caracterizarse por valores redox entre +
300 y 400 mV, por lo cual no es de sorprenderse que las bacterias aerobias y los
hongos y levaduras son la causa mas frecuente de la alteracion de estos alimentos.
(Jay et al., 2005; Francis et al., 2012).

VII.2 Efecto de las soluciones desinfectantes AEN y NaCIlO sobre la microflora

natural de los alimentos en fresco

VIl.2.1 Propiedades fisicoquimicas de las soluciones desinfectantes

Los tratamientos con las soluciones desinfectantes y sus propiedades
fisicoquimicas utilizadas se presentan en el Cuadro 6. Este cuadro muestra que el
agua destilada presento un pH cercano a la neutralidad, mientras que las
soluciones preparadas de AEN presentaron un pH ligeramente alcalino, sin
embargo, a este valor todavia podemos lograr encontrar una alta proporcion de
HCIO (aproximadamente 50%), la especie clorada mas efectiva para inactivar
bacterias. El cloralex® (NaCIO) presenté un pH alcalino que puede ser atribuido a la
presencia de hidroxido de sodio, pues de acuerdo con Torlak (2014), algunos
fabricantes adicionan hidroxido de sodio a las soluciones de hipoclorito para
incrementar su vida de almacén, la especie clorada que se encuentra en mayor

proporcion al pH del este producto comercial es el iébn OCI".

Cuando los potenciales redox de las soluciones de AEN son altos y positivos,

como los obtendios en este trabajo (966+7.54 mV), es indicativo de que son
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soluciones con una gran capacidad oxidante y con una gran capacidad para
inactivar microorganismos. Por otro lado, el REDOX del agua destilada es mucho
menor que la del AEN (411.55 mV) y con los del NaCIO (770-805 mV). Los valores
de los potenciales redox del NaClO se encuentran en un rango donde la mayoriade
las bacterias aerdbicas pueden crecer (Pangloli y Hung, 2013). Los potenciales
altos en el agua electrolizada se debe a los cambios ocasionados por la electrolisis,
resultado de la alta resonancia de los microcluster estables de alta energia
resonante, esta estructura esta dada por la co-vibracién de las moléculas de agua y
de las especies cargadas cerca de la interface del electrodo (Aider et al., 2012;
Joshi et al., 2013)

El agua electrolizada neutra (AEN) usualmente tiene un pH cercano a la
neutralidad (6-8), sin embargo, el AEN utilizada en este estudio, tiene un pH un
poco mas alcalino. Pangloli y Hung (2013), asi como Cui et al. (2009), mencionan
que las diferentes propiedades fisicoquimicas que existen entre las soluciones
desinfectantes producidas en la electrdlisis pueden ocasionarse debido a los
generadores y a las condiciones, como el tiempo y voltaje usado para generar el

agua electrolizada.

Cuadro 6. Propiedades fisicoquimicas de las soluciones desinfectantes usadas para

la desinfeccion de tomate, aguacate y esparrago.

Solucion desinfectante

(ppm de cloro total Redox (mV)
disponible)

0 6.87+0.30 411.55+2.03

AEN 70 8.12+0.08 922.97+6.69

AEN 100 8.15+0.09 934.71+£3.79

AEN 200 8.23+0.08 945.75+5.06

AEN 300 8.42+0.06 966.06+7.54

NaClO 120 8.64+0.14 970.71+£3.57

NaClO 200 8.68+0.14 805.83+3.43

Los datos son reportados como la media de las determinaciones por triplicado *

desviacion estandar.
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VII.3 Reduccion de la microflora natural de los productos frescos

La investigacion presente se enfoca principalmente en la comparacion del
desinfectante mas comun y usado en la industria de alimentos, especialmente en la
de frutas y hortalizas frescas, que es el cloro, particularmente en forma de
hipoclorito, el cual sera usado en concentraciones de 120 y 200 ppm de cloro total
disponible con tiempos de contacto que no excedan los 5 minutos para asegurar la
inocuidad de los productos en cada etapa, desde la cosecha, manejo, lavado,
limpieza, empacado y transporte (Issa-Zacharia et al., 2010; Keskinen y Annous,
2001; Francis et al, 2012).

La etapa de lavado de los productos en fresco, consiste en retirar la suciedad
o cualquier residuo que promueva el desarrollo y crecimiento microbiano, y de esta
manera reducir la carga microbiana, sin embargo, esta etapa no elimina a los
patdgenos de la superficie de los alimentos. La desinfeccion, es definida por la FDA
(1998) como el proceso de destruir o reducir sustamcialmente el numero de
microorganismos de interés en salud publica, asi como a quellos que afecten de
manera negativa la calidad del producto o la seguridad del consumidor (Sapers,
2001).

VII.3.1 Efecto del NaCIO

Para disminuir la carga microbiana de los alimentos utilizados se efectuaron
tratamientos de desinfeccién, para la cual se utilizd una solucién de Cloralex
(NaClO) con una concentracion de cloro total disponible de 120 ppm con tiempos
de contacto de 1, 3 y 5 min. En la Figura 7 se muestran las reducciones en la
microflora natural de los alimentos evaluados. Se observa que para el tomate, la
mayor reduccion para HyL se logra a tiempos de contacto de 1 minuto, mientras
que para BMA se obtuvo a los 5 minutos y para la eliminacion de CT (reduccion a
niveles no detectables) se obtiene con la aplicacion de la solucién de hipoclorito de

sodio con cualquier tiempo de exposicion.
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En el caso del aguacate, los resultados indican que para alcanzar
reducciones cercanas a los 2 Log UFC/ unidad de HyL se requiere un tratamiento
con hipoclorito de sodio con tiempos de contacto de 1 minutos, mientras que para
BMA se requiere de 1 minuto y para CT se pueden realizar tratamientos con

tiempos de contacto de1 a 5 min.

En el caso de esparrago, la mayor reduccion se obtiene a tiempos de
contacto de 5 minutos para reducir aproximadamente 2 Log UFC/unidad de HyL, y
para el caso de BMA los tiempos de contacto de 1 minuto son necesarios para
eliminar alrededor de 2 Log UFC/unidad y para CT la reduccion a niveles no

detectables se requiere de cualquier tiempo de contacto.

La Figura 7 permite apreciar el grado de desinfeccion de los alimentos
utilizando como tratamiento una solucion desinfectante de NaClO. Se observa que
el tomate fue el alimento que logré alcanzar mayores niveles de desinfeccion (Log
UFC/ unidad) para todos los microorganismos indicadores, seguido del esparrago.
El aguacate, fue el alimento cuya desinfeccion fue el de menor grado,

observandose que fue el que menor reduccion se obtuvo, para BMA y HyL.

Bermudez-Aguirre y Barbosa-Canovas, en el 2013, realizaron una
desinfeccion de diferentes vegetales, entre los que se encontraba la lechuga,
tomate y zanahorias. Para este tratamiento se usé una soluciéon de NaCIlO con una
concentracion de cloro total disponible de 50-200 ppm, con tiempos de contacto de
0, 3,6, 9, 12 y 15 min. Los resultados indican, que para la zanahoria, la mayor
reduccion de BMA fue de 3.5 Log después de 15 min de exposicién con una
concentracion de 200 ppm. La misma reduccién se alcanzé para la lechuga, pero la
concentracion usada fue menor (100 ppm) con un tiempo de exposicion al agente
de 15 min, y con un tiempo menor de 3 min, se logré una inactivacion de coliformes

de 1.4 Log. El tomate, fue el alimento cuya inactivacion total de las BMA se alcanz6
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con una concentracion de cloro total disponible de 200 ppm con un tiempo de 15

min.

Al igual que esta investigacion, la desinfeccion con NaClO en los distintos
modelos de alimentos demuestran que el grado de desinfeccién dependera de las
caracteristicas de la superficie como la rugosidad. En esta investigacion, la
desinfeccion de la superficie con NaClO se alcanza la inactivacién total de BMA y
de CT al igual que el estudio de Bermudez-Aguirre y Barbosa-Canovas, pero la
concentracion usada fue menor de 120 ppm y sobre todo con tiempos de contacto
muy cortos (1-5 min), mientras que en el reporte anterior se muestra que usando
una concentracion mayor y con un tiempo de contacto de casi tres veces mas
grande se logra la inactivacion total de las BMA. El aguacate y el esparrago que
tienen una rugosidad similar que la de la zanahoria, es decir, con poros e
irregularidades requieren de tiempos mas prolongados e incluso de
concentraciones mas grandes para alcanzar las maximas reducciones, pero no la

inactivacion total de las bacterias.
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Figura 7. Numero de ciclos logaritmicos reducidos por la solucion desinfectante de
NaClO en la cuenta inicial a) HyL, b) BMA y c) coliformes. ° Diferentes letras arriba
de las barras indican diferencias estadisticamente significativas (p<0.05). Las

barras verticales representan la desviacion estandar.

En la Fig. 7, se observa que para CT, la concentracion de 120 ppm, aplicado
durante 1 min, es suficiente para reducir la carga hasta niveles no detectables en
los tres modelos de alimentos. Sin embargo, no es el caso para la reduccién de HyL
y BMA, pues para el tomate, las reducciones mayores de 2 Log UFC/unidad se

obtienen a partir de un tiempo de contacto de 1 min. En un estudio realizado por
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Allende et al., (2008), se evaluaron diferentes desinfectantes, entre ellos el NaCIO
en una concentracion de cloro total disponible de 100 ppm, en la reduccion de la
microflora de escarola y lechuga. Las reducciones mas significativas fueron cuando,
estos alimentos se sometieron a un proceso de desinfeccién en un tiempo de
contacto de 1 min. Para la escarola, las reducciones de BMA, CT y HyL, fueron de
1.8, 20 y 0.5 Log UFC/g respectivamente. Para el caso de la lechuga, las
reducciones alcanzadas de BMA, CT y HyL, fueron 1.3, 1.3 y 1.8 Log UFC/g,
respectivamente. En el 2009, Allende et al., realizaron un estudio cuyo objetivo fue
comparar la eficiencia de diferentes sanitizantes a diferentes concentraciones para
reducir la microflora del cilantro. Los resultados obtenidos muestran que la carga
microbiana reducida de BMA por el NaClO a una concentracién de 1 g/L fue de 1
Log UFC/g y la poblacion inicial de HyL no tuvo una reduccién significativa
comparada con el lavado con agua. Ambos estudios, dejan en claro que, el grupo
de microorganismos mas dificiles de controlar son los HyL, pues en estos estudios,
las reducciones no son significativas, aunque claro, la eficiencia de un sanitizante

depende en gran medida de la rugosidad de la superficie del alimento.

Un estudio mas reciente realizado por Sun et al en el 2012, se comparé el
efecto del NaCIO y del clorito de sodio acidificado en las reducciones de la
microflora de algunos vegetales, entre ellos, el pepino, chile, papas, zanahorias y
rabanos. La concentracion usada fue de 100 mg/L (ppm), con un tiempo de
contacto de 5 min. Se detectaron reducciones mayores de 2 Log UFC/g en la
poblacion inicial de BMA de la zanahoria, pero para los demas alimentos las
reducciones obtenidas no fueron significativas. Para los coliformes, las reducciones
alcanzadas no fueron mayores a 1 Log UFC/g. De acuerdo con Goodburn y
Wallace en el 2013, expuso que las reducciones obtenidas por NaClO a una
concentracion de cloro disponible total de 200 ppm y con tiempos de contacto
largos (10 min), fueron de 0.33 Log UFC/unidad para productos en fresco como

lechuga.
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En el estudio realizado por Koide et al (2009) y Keskinen y Annous, (2011)
obtuvieron reducciones de 1 a 3.5 Log UFC/g al desinfectar productos en fresco
como lechuga con NaClO con un pH de 9.6 y con tiempos de contacto que no
excedian los 2 min. Estos autores mencionan que el i6n hipoclorito (OCI’), es el
principal ion presente en el NaClO, debido a que el pH de la solucion usada esta
por arriba de 9.6. En esta investigacion el pH es de 8.64+0.14, por lo que, también
se puede considerar que el principal ion presente el es OCI". Este idon también tiene
actividad antimicrobiana, sin embargo, presenta aproximadamente 1/8 de la

habilidad desinfectante con respecto al HOCI.

Nuestros resultados son similares a lo reportado por Goodburn y Wallace en
el 2013. De acuerdo con estos autores, se indican que a pesar de la concentracion,
pH, tiempo de contacto del NaClO, la reduccién tipica en la desinfeccion de frutas y

hortalizas, es aproximadamente de 2 Log UFC/g.

Las grandes variaciones entre las reducciones obtenidas de algunas
investigaciones pueden deberse a las diferencias entre las metodologias
microbiolégicas ocupadas, el tipo de producto en fresco objeto de estudio y la

fuente de las muestras (Bohaychuk et al., 2009).

Otros factores que pueden ser considerados importantes en la limitacion de
la eficiencia de los tratamientos son la adhesion bacteriana a sitios inaccesibles,
como heridas y estomas. En la industria de productos frescos, las desinfectantes,
generalmente se usan en presencia de materia organica, como , residuos de tierra
y exudado del mismo producto, lo cual puede reducir la efectividad de la mayoria de
los desinfectante, incluido el NaClO, pues reacciona con el cloro libre disponible
convirtiéndolo a su forma combinada por lo que se incrementa la cantidad de
solucion requerida y ocasionando contaminacion por la descarga de agua al medio
ambiente (Park et al., 2009; Keskinen y Annous 2011; Gémez-Lopez et al., 2013)
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VII.3.2 Efecto del AEN

Los resultados anteriores de desinfeccion utilzando NaClO, permitieron
proponer como desinfectante altenativo el agua electrolizada neutra (AEN) para la
reduccion de la microflora natural de los alimentos estudiados. Los tratamientos
realizados con AEN por un tiempo de contacto de 1, 3 y 5 minutos, se muestran en
la Figuras 8, 9 y 10 respectivamente. Este estudio se realizé para evaluar la
eficiencia del agua electrolizada para reducir la microflora natural de los alimentos
en fresco comparada con la obtenida anteriormente del NaCIO y evaluar el grado
de desinfeccion entre los alimentos que presentan rugusidades distintas. En las tres
Figuras, se observa que los tratamiento con agua destilada (control: O ppm de cloro
total disponible, etapa de lavado), reduce aproximadamente 1-2 log UFC/unidad de
BMA y HyL para los tres alimentos, con respecto a CT se observa una disminucién

de 1100 a 600 NMP/ unidad, independientemente del tiempo de contacto.

Con respecto a los tratamientos de desinfeccion con el AEN con un tiempo
de exposicién de 1 minuto, las concentraciones de cloro total disponible de 70-200
ppm utilizadas para la desinfeccion de tomate, lograron una disminucién en la carga
microbiana al reducir aproximadamente 2.5 Log UFC/unidad para los HyL. La
reduccion hasta niveles no detectables se logré a 300 (Figura 8a). Sin embargo,
para las bacterias meséfilas se observa una reduccion de 2 Log UFC/unidad
cuando el tomate es tratado a concentraciones de 70 ppm de cloro total disponible,
pero al exponer el alimento a concentraciones mayores (100 y 200 ppm) se aprecia
una reduccion menor en la poblacibon de BMA en comparacién con una
concentracion de 70 ppm. La inactivacion a niveles no detectables de las BMA
presentes en la superficie del tomate, conocido como efecto bactericida, se da a
concentraciones de 300 ppm de cloro total disponible (Figura 8b). Los coliformes
totales mostraron una reduccién hasta niveles no detectables (<3 NMP/unidad)

utilizando concentraciones de 70 ppm o mayores (Figura 8c).

La desinfeccién en alimentos en fresco como el aguacate y esparrago, se vio

dificultada por la presencia de pliegues presentes en la superficie de estos
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alimentos y la presencia de material organico. En ambos alimentos, los tratamientos
de desinfeccidén, mostraron una reduccién progresiva en la poblacion de HyL a
medida que se fue aumentando la concentracidon de cloro total disponible (70-200
ppm) alcanzando una reduccién maxima aproximada de 2 Log UFC/unidad. Sin
embargo, el uso de 300 ppm de cloro disponible total permitié alcanzar una
reduccion maxima de 1.5-2 Log UFC/unidad en la poblacion microbiana de HyL,

para el aguacate y esparrago (Figura 8a).

Tanto para el aguacate como para el esparrago, no se alcanz6 la
inactivacion total de las BMA, sin embargo, la reduccién en la poblaciéon microbiana
fue gradual, pues a medida que se aumentaba la concentracién de cloro total
disponible la poblacién microbiana disminuia, alcanzando una reduccién maxima de
3 Log UFC/unidad (Figura 9b). La grafica 9c muestra que la reduccién maxima
obtenida de la poblacion de CT se alcanz6 a concentraciones mayores a 200 ppm,

disminuyendo la poblacién inicial de 1100 NMP/unidad a menos de 3 NMP/unidad.

En la Figura 9 se muestran los tratamientos con AEN con tiempos de
exposicion de 3 minutos. En la grafica 9a, se presentan la poblacion sobreviviente
de HyL después de los tratamientos con AEN. Con respecto a los tomates, se
alcanza una reduccién hasta niveles no detectables a partir de una concentracién
de 70 ppm de cloro total disppnible, mientras que en el caso del aguacate, se
alcanza la misma reduccion a concentraciones de 300 ppm, y para el esparrago, la
inactivacién total no se alcanzd, pero la maxima reduccién fue de 2.3 Log
UFC/unidad a 300 ppm.

En la Figura 9b, se muestra la poblacién sobreviviente de BMA después del
tratamiento con agua electrolizada. Para el tomate, se observa que un tratamiento
con 200 ppm con tiempos de exposicion de 3 minutos es suficiente para reducir 5.5
Log UFC/unidad en la superficie del alimento. Sin embargo, para el caso del
aguacate, una reduccion similar de 4.13 Log UFC/unidad se alcanza a una

concentracion de 300 ppm.
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El caso mas contrastante se present6é para el esparrago, pues se observa
que ninguno de los tratamientos fue suficientes para inactivar totalmente la
poblacién de HyL y BMA en la superficie de los alimentos, cabe destacar que, la
maxima reduccion alcanzada fue de 2.3 y 1.8 Log UFC/unidad a 300 ppm,
respectivamente. La Figura 10c, se aprecia la poblacion de CT, la cual se vio
reducida hasta niveles no detectables (<3 NMP/unidad) en tratamientos de 70 ppm

con tiempos de exposicion de 3 minutos, en todas las superficies de los alimentos

—e— Tomate —e— Aguacate —w— Esparrago

Log UFClunidad
Log UFC/ unidad

o 70 100 200 300 o 265 500 5650
Cloro total disponible (ppm)

300
Cloro total disponible (ppm)
a) - b)
1200
1000 +

800

600

NMP/unidad

400 -+

200 4

(I) 7I0 1(;0 250 300
Cloro total disponible (ppm)
c)

Figura 8. Efecto de los tratamientos de desinfeccién en un tiempo de exposicién de
1 minuto en la inactivacion de la microflora a) Hongos y Levaduras, b) Bacterias
mesofilas aerobias y c) Coliformes totales presente en la superficie de alimentos en
fresco. Los valores son la media de tres replicas y las barras verticales representan

la desviacion estandar.
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Figura 9. Efecto de los tratamientos de desinfeccién en un tiempo de exposicién de
3 minuto en la inactivacién de la microflora a) Hongos y Levaduras, b) Bacterias
mesofilas aerobias y c) Coliformes totales presente en la superficie de alimentos en
fresco. Los valores son la media de tres replicas y las barras verticales representan

la desviacion estandar

La Figura 10, muestra los tratamientos de desinfeccién realizados con AEN
con tiempos de exposicion de 5 minutos. Se muestra que para el tomate, el
tratamiento realizado bajo estas condiciones muestra una inactivaciéon de la
poblacién de HyL hasta niveles no detectables a una concentracion >70 ppm. Por
otro lado, la maxima poblacion inactivada de 1.36 Log UFC/unidad de HyL en la
superficie del aguacate se alcanza a concentraciones de 300 ppm de cloro total
disponible, y para el caso del esparrago se alcanza la inactivacion de 2.2 Log

UFC/unidad bajo la misma concentracion (Figura 10a).
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En la Figura 10b, se estima que los tratamientos con tiempos de contacto de
5 minutos logra la inactivacion de BMA en tomate hasta niveles no detectables,
logrando inactivar 4.3 Log UFC/unidad a concentraciones de 100 ppm, sin
embargo, para el aguacate, la maxima inactivacién alcanzada se logra con
tratamientos de 300 ppm, con una disminucion aproximada en la poblacion de BMA
de 2 Log UFC/unidad. Una reduccién similar se presenté en los tratamientos
realizados con el esparrago, alcanzando una reduccion de 1.73 Log UFC/unidad.
Para el caso de coliformes totales (Fig. 10c) la inactivacién hasta niveles no
detectables en la superficie de todos los alimentos, se logré a una concentracion de

100 ppm.

Los resultados anteriores demuestran que la caracteristica en cada
superficie del alimento juega un papel importante en la capacidad antimicrobiana
del AEN. La mayor inactivacién se alcanz6 a 300 ppm con tiempos de contacto de 5
minutos logrando reducciones mayores a 2 Log UFC/unidad de la microflora natural

(BMA) presente en la superficie del alimento.

El andlisis del disefio experimental planteado, indica el modelo es sigificativo,
lo gUe indica que el modelo explica el comportamiento de los tratamiento (Cuadro
7) Mientras que el Cuadro 8, los factores lineales (alimento, tiempo y concentracion)
son significativos y los factores de interaccion doble (alimento*tiempo,
alimeto*concetracifion y tiepo*concentracion) también son significativos. La
interaccion triple de alimento*tiempo*concentracion es estadistica significativa para

la reduccién de microflora de HyL en productos frescos (Cuadro 8).
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Cuadro 7. Analisis de varianza de la reduccion de la microflora de HyL en productos

frescos a temperatura ambiente (23+£2°C).

Suma de Cuadrados |
cuadrados medios
Modelo 44 64.17 1.45 19.17 <0.001
Error 45 3.42 0.07
C. total 89 67.59

Cuadro 8. Factores involucrados que afectan la reduccion de la microflora de HyL

en productos frescos a temperatura ambiente (23+2°C).

Fuente de variacion DF Suma de Fc Prob>F
cuadrados
Alimento 2 11.003 72.31 <0.0001
Tiempo 2 0.21 1.41 0.02538
Alimento*Tiempo 4 9.83 32.29 <0.0001
Concentracion 4 16.16 53.12 <0.0001
Alimento*Concentracion 8 13.52 22..21 <0.0001
Tiempo*Concentracion 8 2.73 4.49 0.0005
Alimento*Tiempo*Concentracion 16 10.71 8.79 <0.0001

Para entender mejor, la Figura 11 muestra la interaccién de
alimento*tiempo*concentracién para obtener una reduccion de la microflora de HyL.
Los tratamientos realizados para el tomate, presentan mayores reducciones en la
carga microbiana de HyL utilizando concentraciones mayores de 70 ppm con
tiempos de contacto de 3 y 5 minutos. La topografia a su vez, también desempefia
un papel muy importante en su desinfeccidén, es decir, que una superficie lisa
presente en frutas como el tomate, permite una mayor area contacto entre las

bacterias y el AEN.

Mientras que la presencia de pliegues o rugosidades, como en el caso del
aguacate, la mayor reduccibn en la carga microbiana se presenta a
concentraciones de 200 ppm de cloro total disponible en un tiempo de contacto de
1 min, sin embargo, resulta interesante que a un mayor tiempo de contacto del

desinfectante con el producto en fresco no presenta una diferencia significativa en
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la reduccion de HyL, a los 5 min a una concentracion de 300 ppm se presenta una
reduccion de 2 Log UFC/unidad, por lo que después de 1 min de contacto, la
reducciones obtenidas son de aproximadamente de 1-2 Log UFC/unidad cuando se
hace uso de 200 ppm. Los tratamientos de desinfeccion del esparrago, muestran
que concentraciones mayores de 100 ppm se alcanzan reducciones cercanas a 2

Log UFC/unidad, observandose este efecto en tiempos de contacto de 1 min.
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Figura 11. Numero de ciclos logaritmicos reducidos en la cuenta inicial de Hongos y
Levaduras (HyL) en tiempos de contacto de a) 1 minuto, b) 3 minutosy ¢) 5
minutos. *°Diferentes letras arriba de las barras indican diferencias
estadisticamente significativas (p<0.05). Las barras verticales representan la

desviacion estandar.
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El Cuadro 9 muestra que el modelo explica el efecto del AEN sore la
poblacion de BMA en los alimentos de estudio. La interaccidon triple es
estadisticamente significativa para la reduccion de BMA. En la Figura 12 se
muestra las interacciones, observandose que para la desinfeccion de la superficie
del tomate, los tratamientos con concentraciones de 300 ppm de cloro total
disponible en un tiempo de contacto de 1 min se logra una reduccion mayor de 4
Log UFC/g, pero en tiempos de contacto de 3 y 5 minutos se obtienen reducciones
similares de la carga microbiana de BMA a concentraciones menores, esto es a 100
y 200 ppm y una reduccién similar a una concentracién de 70 ppm. Por otro lado,
en el caso del aguacate, un tratamiento de desinfeccion de 1 min a una
concentracion de 300 ppm de cloro total disponible se obtienen reducciones de 3
Log UFC/unidad, bajo estas misma concentracion pero variando el tiempo a 3
minutos se logra la maxima reduccién de 5 Log UFC/unidad. Pero tiempos de
contacto mas prolongados (5min) las reducciones no superan los 2 Log UFC/unidad
por lo que se sugiere aquellos tratamientos que sean de corta duracién. Mientras
que para el esparrago, reducciones similares de aproximadamente 2 Log
UFC/unidad se da en tiempos de 1, 3 y Sminutos a concentraciones de 300 ppm de
cloro total diponible. Por lo que la presencia de pliegues y porosidades en la

superficie obstaculiza la desinfeccion de los alimentos.

Cuadro 9. Analisis de varianza de la reduccién de la microflora de BMA en

productos frescos a temperatura ambiente (23+2°C).

Fuente DF Suma de Cuadrados medios | Valor
cuadrados p
Modelo 44 276.53 6.28 50.67 <0.001
Error 45 5.58 0.1
C.total 89 282.11
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Cuadro 10. Factores que involucrados en la reduccién de la microflora de BMA en

productos frescos a temperatura ambiente (23+2°C).

Fuente de variacion DF Suma de Fc Prob>F
cuadrados
Alimento 2 104.89 422.89 <0.0001
Tiempo 2 21.49 86.67 <0.0001
Alimento*Tiempo 4 25.91 52.22 <0.0001
Concentracion 4 72.99 147.13 <0.0001
Alimento*Concentracion 8 15.71 15.83 <0.0001
Tiempo*Concentracion 8 12.00 12.10 <0.0001
Alimento*Tiempo*Concentracion 16 23.53 11.85 <0.0001
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Figura 12. Numero de ciclos logaritmicos reducidos en la cuenta inicial de bacterias

mesdfilas aerobias (BMA) en tiempos de contacto de a) 1 minuto, b) 3 minutos y c)

5 minutos. #°Diferentes letras arriba de las barras indican diferencias

estadisticamente significativas (p<0.05). Las barras verticales representan la

desviacion estandar.
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Aunque el modelo no es significativo para el caso de la reduccién de CT
(Cuadro 11), y los factores lineales asi como lasi interacciones dobles y triples no
son significativas (Cuadro12), la Figura 13 muestra que para el tomate, la
desinfeccion puede lograrse a concentraciones mayores de 70 ppm a cualquier
tiempo de exposicién, mientras que para el aguacate y esparrago, las mayores
reducciones se logran de igual manera a concentraciones mayores de 70 ppm. Por

lo que es conveniente, tratamientos con tiempos de exposicion cortos (Figura 13).

Cuadro 11. Analisis de varianza de la reduccion de la microflora de CT en

productos frescos a temperatura ambiente (23+2°C).

Fuente DF Suma de Cuadrados medios Fc Valor p
cuadrados
Modelo 44 286319.4 6507.26 097 0.5398
Error 45 301895 6708.78

C.total 89 588214.4

Cuadro 12. Interacciones de los factores involucrados en la reduccion de la
microflora de la reduccion de la microflora deCT en productos frescos a

temperatura ambiente (23+2°C).

Fuente de variacion DF Suma de Fc Prob>F
cuadrados
Alimento 2 60 0.0045 0.99
Tiempo 2 3046.67 0.22 0.79
Alimento*Tiempo 4 22394.93 0.83 0.51
Concentracion 4 87256.51 3.25 0.02
Alimento*Concentracion 8 55048.89 1.03 0.43
Tiempo*Concentracion 8 17919.89 0.33 0.95
Alimento*Tiempo*Concentracion 16 100592.51 0.93 0.54
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Figura 13. Numero de ciclos logaritmicos reducidos en la cuenta inicial de bacterias
coliformes totales (CT) en tiempos de contacto d a) 1 minuto, b) 3 minutos y c) 5
minutos. *“Diferentes letras arriba de las barras indican diferencias
estadisticamente significativas (p<0.05). Las barras verticales representan la

desviacion estandar.

De acuerdo con la Organizacion Mundial de la Salud (WHO, 1998), el
hipoclorito de sodio debe ser usado a una concentracion de 50-200 ppm cloro total
disponible a pH 8 y con un tiempo de contacto con los productos en fresco de
menos de 1 min. San José y Vanetti, 2012, indican que el grupo de sesoramiento
cientifico de la Agencia de Proteccion Ambiental en los Estados Unidos (EPA) ha

estipulado que cualquier tratamiento que reduzca la carga microbiana en 2 Log sea
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significativo y que cualquier desinfectante nuevo o cualquier método presentado
debera compararse con 200 mg/L de cloro como estandar de eficiencia. Siguiendo
las recomendaiones antes mencionadas los tratamientos de desinfeccion a
comparar con NaCIlO (120 ppm) con un tiempo de contacto de 1 minuto, sera el

AEN con una concentracion de 200 ppm con un tiempo de contacto de 1 min.

] ©

ab?
b b ab
b

c
Ic
0 T T T I’I‘

T
AEN/A Cloro/A AEN/E Cloro/E AEN/T Cloro/T

Log UFC/unidad
N
HOT

Antimicrobiano/Alimento

Figura 14. Numero de ciclos logaritmicos reducidos en la cuenta inicial de HyL
(color oscuro) y BMA (color claro) en A (aguacate), E (esparrago) y T (tomate) con
tratamientos de AEN (200 ppm) y NaCIO (120 ppm) con tiempos de contacto de 1
minuto.>“Diferentes letras arriba de las barras indican diferencias estadisticamente

significativas (p<0.05). Las barras verticales representan la desviacién estandar.

En la Figura 14 se observan las comparaciones en el efecto del AEN y el
NaClO en las reducciones de la cuenta inicial de HyL y BMA de los tres alimentos
(aguacate, esparrago y tomate). Se observa que los tratamientos realizados para la
desinfeccion superficial del aguacate y esparrago, entre NaClO (120 ppm) y AEN
(200 ppm) para ambos microorganismos indicadores, HyL y BMA, no hay
diferencias significativas en las reducciones. Sin embargo, para el caso de tomate,
el NaClO presenta una mayor reduccion que el que se observa para el AEN,

presentandose las reducciones maximas para las BMA.
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Debido a que la mayoria de los alimentos frescos, como el tomate, esparrago
y aguacate, son consumidos de manera cruda o minimamente procesadas, pues no
son sometidos a tratamientos térmicos rigurosos como el cocido. Por lo que el AEN
ha ganado popularidad como un desinfectante en la industria de los alimentos para
reducir o eliminar la poblacién bacteriana en los alimentos (Issa-Zacharia et al,
2010; Goodburn y Wallace, 2013).

Los resultados obtenidos en esta investigacion, estan en conformidad con los
reportados, con respecto al lavado de las frutas y hortalizas con agua (Control
negativo que no contenia cloro total disponible). El lavado es indispensable, porque
puede remover de manera efectiva residuos de tierra e incluso, este procedimiento
tiene el potencial de reducir la carga microbiana, sin embargo, no debe confiarse en
la completa eliminacion de los microorganismos, como bien se vio en esta
investigacion. El lavado con agua de las frutas y hortalizas, como control, confirma
que el lavado tiene poco efecto en la reduccion de la poblacién de la superficie del
producto, pues reduce de 1-2 Log UFC/g (Tomas-Callejas et al., 2012; Pangloli y
Hung, 2013).

Issa-Zacharia et al.,(2011) realizaron un estudio cuyo objetivo fue evaluar la
eficiencia de desinfeccidn de los vegetales utilizando agua electrolizada ligeramente
acida (AEac), la cual se prepard por electrdlisis de una solucion de HCI (2%) en una
celda electrolitica en ausencia de una membrana que separara el anodo del catodo,
la solucién resultante presentaba una concentracién de cloro total disponible de
21.4 ppm. Para comparar la efectividad, se utilizé6 una solucion de NaCIlO con una
concentracion de 100 ppm de cloro total disponible. El tiempo de contacto entre el
alimento y el desinfectante fue de 5 min. Los alimentos seleccionados fueron 3
vegetales comunmente consumidos en Japdén (rabanos, lechuga y apio). Los
resultados mostraron que tanto la AEac, y el NaClO disminuyeron de manera
significativa la poblacion de BMA. El lavado con agua presento una disminucién de
0.30 Log UFC/g de BMA. Se obtuvieron reducciones con el uso de AEac de 2.70,
2.54 y 2.45 Log UFC/unidad para el apio, lechuga y rabano, respectivamente. Los
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resultados obtenidos para el NaClO no fueron estadisticamente diferentes. Por lo
que las equivalencias en las reducciones de BMA entre AEac y NaClO sugieren

que el AEac puede ser usada como una alternativa de desinfectante al NaClO.

Por otro lado, en el 2009, Koide, realiz6 un estudio usando como
desinfectante el AEac (20 ppm) en comparacion con el NaCIO (150 ppm) en la
reduccion de BMA, HyL de la col. El tiempo de contacto del tratamiento fue de 2
min. Los resultados obtenidos muestran que el AEac redujo la poblacién de BMA en
1.6 Log UFC/g y el NaCIO en 1.5 Log UFC/g. No se encontraron diferencias
significativas entre el efecto del NaCIO y el AEac. Cuando se compararon las
poblaciones de HyL en ambas soluciones desinfectantes se encontré6 que las
reducciones fueron de 1.0 y 1.3 Log UFC/gpara el NaClO y el AEac,

respectivamente.

Rico et al.(2008), realizaron un estudio para determinar la efectividad de
diferentes tratamientos basados en el uso de agua electrolizada neutra para la
desinfeccion de lechuga. Las concentraciones de cloro total disponible que se
usaron fueron, 12, 60 y 120 ppm, usando como estandar el tratamiento de lavado
con una solucién de NaClO a una concentracion de 120 ppm. Con una carga inicial
de 4 Log UFC/g, todos los tratamientos mostraron una reduccion significativa en la
carga microbiana de BMA (>2 Log UFC/g), mientras que el lavado con agua redujo
0.8 Log. De las concentraciones usadas de AEN, la que mostré mayor reduccion en
la poblacién de BMA fue 120 ppm de cloro total disponible, al reducir 2.6 Log de la
carga microbiana. Sin embargo, no se encontraron diferencias significativas entre la
solucién de AEN y la de NaCIO.

Los estudios anteriores aunados a los resultados de esta investigacion,
revelan que no hay diferencias significativas en la extension de la desinfeccién en
los alimentos con diferentes rugosidades usando agua electrolizada (AE) y NaCIO.
Los resultados encontrados indican que el AEN tiene un gran potencial para

controlar la microflora de las frutas y hortalizas, tal y como lo reporta Bessi, H., et al.
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en el 2014, pues sus resultados sugieren que el agua electrolizada es capaz de
reducir la poblacién de BMA y HyL de los datiles en un 90% con el uso de
concentraciones de 1, 3 y 5% de cloro total disponible con tiempos de contacto de 5

minutos.

Se ha reportado que la efectividad en la desinfeccidon del NaClO depende de
la concentracién no ionizada del HOCI y la generacion de radicales como O, y ‘OH
que causan dano letal en los microorganismos. El cloro libre, es la especie de cloro
responsable de la inactivacion microbiana. La cantidad relativa de cada especie de
cloro libre (Clz, HCIO y CIO") depende del pH y de la temperatura. El anion HCIO
es la especie de cloro principal en una solucion de NaClO, dado que el pH es
mayor a 9, mientras que la concentracion de cloro libre en forma de HCIO puede
ser menos del 5%. En nuestro estudio, el pH de la solucion de NaCIlO es de 8.64,
por lo que puede sugerirse que su capacidad desinfectante haya sido debido a la

cantidad de cloro libre (HCIO) presente en la solucion (Gémez-Lopez et al., 2013).

La disminucion en la efectividad del NaOCI, se encuentra estrechamente
relacionada con la demanda de oxigeno, definida como la cantidad estimada de
materia organica, que incrementa durante el lavado, debido a la transferencia de
materia organica a través de la tierra y exudado de los productos en fresco.
Mientras mas grande sea la carga de la materia organica, mas rapido sera el
consumo de cloro, disminuyendo de esta manera el cloro que se encuentra
disponible para entrar en contacto con los microorganismos durante el periodo de
exposicion. Esta rapida descomposicion se debe a la reactividad con ciertas
especies organicas, usualmente, el mecanismo por el cual se lleva a cabo la
descomposicién, es a través de la sustitucion electrofilica, dependiendo de la
estructura molecular de la molécula organica. Reacciones con dobles enlaces,
alcoholes y cetonas son lentas, mientras que reacciones con aminas alifaticas,
aminoacidos y péptidos son rapidas. Ademas el cloro puede reaccionar con varias
especies inorganicas presentes en el agua, como hierro reducido, arsénico y

manganeso. Dado que en esta parte del estudio los vegetales se compraban en un
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mercado popular, estos contenian suciedad y antes de ser sometidos al tratamiento
de desinfeccion, estos no eran lavados previo a los tratamiento de desinfeccion, la
carga de materia organica podria haber influido en gran manera en la efectividad de
ambos agentes desinfectantes, por lo que ésta disminuyo (Gémez-Lopez et al.,
2013; Van Haute et al., 2013).

Tal y como Van Haute et al., sugirieron en el 2013, el hecho de que los
productos frescos analizados en esta investigacion vinieran de origen con residuos
de tierra y de materia organica, la efectividad del AEN y NaClO, también puede
verse dificultada debido a que se adhieren a las particulas del material

contaminante, por lo que la penetracion del NaClO, puede verse incompleta.

La aplicacion de agua electrolizada para la desinfeccién de frutas y hortalizas
frescas ha sido oficialmente aprobada por las agencias de seguridad de alimentos
del gobierno en Japén, Republica de Corea, y de Estados Unidas, con un limite de
< 200 ppm de cloro total disponible ( FDA, 2013, US EPA product regis n: 82341-1).
La concentracion de HOCI, el potencial de éxido-reduccion (REDOX) y su efecto
combinado son conocidos como los mayores contribuidores de la actividad
antimicrobiana. Primero el redox, reacciona con la membrana celular danando la
membrana interna y externa e inactivando los mecanismos de defensa de los
microorganismos. El HOCI, de esta manera, puede penetrar al interior de la célula y
oxidarla. Un potencial >900 mV dafa de manera directa e irreversiblemente la
pared de la célula. Recientemente el uso del agua electrolizada neutra ha sido
destacada debido a que es menos corrosivo con el equipo y causar menos
deterioro en el producto que el agua electrolizada acida (Issa-Zacharia et al., 2011;
Lee et al., 2014)

El principal reto de esta investigacion fue la comparacion del grado de
desinfeccion de las soluciones de NaOCI y la de AEN a diferentes concentraciones
para los tres alimentos de empleaods, el aguacate, el tomate y el esparrago. Las

limitaciones en la reduccion de los microorganismos de la superficie del alimento de
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las frutas y hortalizas, pueden estar relacionadas con la presencia de multicapas
hidrofébicas de la cuticula compuesta de cutina y moléculas de cera que cubren la

epidermis de las frutas y hortalizas donde la cuticula es altamente repelente.

El esparrago y el aguacate, presentan superficies superficies rugosas y
porosas. Esta caracteristica permite que las bacterias, migren al interior del tejido
del fruto que los protege del agente desinfectante. Las bacterias suelen migrar a
algunos puntos de dificil acceso, como estomas o tejido dafiado, a los

desinfectantes.

Una superficie lisa y suave como la del tomate permiten un mayor contacto
entre las bacterias y el desinfectante, los resultados demostraron que hay una
mayor desactivacion de células comparada con las reducciones obtenidas en el
aguacate y esparrago. Sin embargo, la no completa inactivacién de las células
bacterianas durante el proceso de desinfeccion puede ser atribuida al deficiente
contacto entre las bacterias adheridas en la superficie del fruto y la solucion
desinfectante (Keskinen y Annous, 2011, San José y Vanetti, 2012, Bermudez-

Aguirre y Barbosa-Canovas, 2013).

VIl.4 Adhesiéon microbiana

Para este estudio, se escogidé Salmonella 'y L. monocytogenes debido a las
razones que se mencionaran mas adelante. Salmonella spp. una bacteria entérica
involucrada en brotes a nivel mundial asociada al consumo de frutas y hortalizas
frescas, causa sintomas de gastroenteritis y enfermedades cronicas. Listeria
monocytogenes también puede contaminar las frutas y hortalizas, es un
microorganismo psicrotrofo y ubicuo que causa listeriosis, una infeccion atipica con
una alta tasa de fatalidad entre personas de la tercera edad, mujeres embarazadas

e individuos inmunocomprometidos (Oliveira et al, 2011)
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En México, Salmonella ha sido aislada de vegetales y frutas crudas como
coliflor, pepinos, perejil, cilantro, lechuga, espinaca y pimiento. Salmonella y S.
Typhi son endémicas de México, se han registrado 381, 320 casos de salmonelosis
y se han reportado 139 000 casos de fiebre tifoidea entre 2009 y 2011. El aguacate,
han sido vinculados a microorganismos patdogenos como Salmonella y Listeria
monocytogenes, sobre todo debido a una contaminacion en la cascara que puede
llegar a contaminar la parte comestible cuando es manipulada para la extraccién de

la pulpa (Rodriguez-Garcia et al., 2011).

Entre 1993 y 2004, once cargamentos de aguacate fueron retirados debido a
la posible contaminacion con L. monocytogenes. Los tomates, han sido asociados
con mas de 15 brotes de Salmonella entre 1990 y 2008. Hay muchos posibles
puntos de contaminacion de estos frutos con microorganismos patégenos durante
la produccién, desde el agua de irrigacion, fertilizantes a base de estiércol y durante
el proceso como el agua de lavado, el manejo de los trabajadores y el contacto con
superficies contaminadas (Mahmoud, 2010, Rodriguez-Garcia et al., 2011,
Secretaria de Salud, 2012; Bautista de Leon et al., 2013, Forghani y Oh, 2013.).

VIl.4.1 Adhesioén de Listeria monocytogenes EGDe y Listeria monocytogenes
Scott A asi como Salmonella Saintpul, Salmonella Oraniemburg y Salmonella

E1 en la superficie de tomate y aguacate

La adhesiéon microbiana de Salmonella y Listeria monocytogenes en la
superficie del tomate y del aguacate para su posterior tratamiento con las
soluciones desinfectantes, se realizaron a través de un disefio experimental
factorial 3° fraccionado (1/3) con tres factores (tiempo de incubacion, agitacion y
tiempo de secado) y tres niveles (1, 3 y 5 minutos para el tiempo de incubacion,
150, 300 y 500 rpm para la agitacion y 1, 3 y 5 minutos para el tiempo de secado),
el cual permiti6 conocer las condiciones ideales para favorecer la adhesion

microbiana a la superficie del tomate.
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Para el caso de la adhesion de L. monocytogenes, se partio6 de una
suspension microbiana de 8.61 Log UFC/mL, los resultados se muestran en la
Cuadro 13, donde se observa que condiciones como 5 min de tiempo de
incubacion, 3 minutos de secado y 300 rpm como agitacion, propician una mayor
adhesion de Listeria monocytogenes en la superficie del alimento. Una condicion de
5 min de incubacién, 3 min de secado y 500 rpm de agitacién permite una adhesion
similar a la anterior, por lo que se proponen las condiciones para obtener una
mayor adhesion del microorganismos a la superficie, esto es de una adhesién
aproximada de 5 Log UFC/unidad. Los resultados permitieron observar el efecto

antimicrobiano del agua electrolizada neutra.

Cuadro 13. Disefio factorial fraccionado (1/3) 3° para lograr una mayor adhesion

microbiana de Listeria monocytogenes en la superficie del tomate.

Tratamientos |

Tiempo de Agitacion Tiempo de Inéculo Adhesion
incubacion (rpm) secado (Log UFC/mL) (Log UFC/unidad)
(min) (min)
1 500 3 8.61+0.03 4.82+0.85%"
3 150 3 8.61+0.03 4.75+0.30%°
3 500 5 8.61+0.03 4.78+0.02%
5 500 1 8.61+0.03 5.43+0.01°
5 300 3 8.610.03 5.15:0.39°__||
5 150 5 8.61+0.03 4.77+0.07%
1 300 5 8.6110.03 4.07£0.75° |
3 300 1 8.61£0.03 _____ 4.7/5:0.06° |
1 150 1 8.61+0.03 5.59+0.18%

Adhesion microbiana (Log UFC/unidad) estan reportadas como la media de las
determinaciones por triplicado + desviacion estandar. ® Valores que no estan

conectados por la misma letra son estadisticamente diferentes.
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Cuadro 14. Analisis de varianza de los factores involucrados en la adherencia de

L.monocytogenes en la superficie de tomate a temperatura ambiente (23+2°C).

Fuente DF Suma de Cuadrados medios Fc Valor

cuadrados p
Modelo 6 2.18 0.36 4.53 0.0149
Error 11 0.88 0.08
C.total 17 3.05

Cuadro 15. Factores involucrados en la adherencia de L.monocytogenes en la

superficie de tomate a temperatura ambiente (23+2°C).

Fuente de variacion DF Suma de Fc Prob>F
cuadrados
Tiempo de 2 1.18 7.35 0.0094
incubacion
Secado 2 0.55 3.48 0.067
Agitacion 2 0.44 275 0.10

El analisis de varianza (Cuadro 14) indica que el modelo explica el efecto de
los factores en la adhesién microbiana. ElI Cuadro 15 revela que el tiempo de
incubacion es significativo, 1o que revela que ese factor afecta la adhesidn
microbiana en la superficie del alimento. El tiempo de secado y la agitacién no son

significativos.

Cuadro 16. Condiciones sugeridas para adhesion microbiana.

Tiempo de incubacion (min)  Tiempo de secado Agitacion (rpm)
(min)
5 1 500
5 3 300

Por otro lado, el analisis de interacciones indica que tiempos de incubacion

de 5 minutos permiten una mayor adhesion microbiana a la superficie del alimento,
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Tratamientos |

asi como también una agitacién de 500 rpm; sin embargo, un tiempo de secado

corto permite una mayor adhesién a la superficie en comparacién de uno largo.

Los resultados obtenidos muestran que solo dos tratamientos fueron
estadisticamente diferentes, esto son, la que permitié una mayor adhesién y la que
se obtuvo una menor respuesta. Sin embargo, cabe destacar que entre los
tratamientos que no fueron estadisticamente diferentes, la diferencia entre ellos en
la poblacion adherida a la superficie no fue mayor de 0.3 Log UFC/unidad y entre
réplicas, los resultados no eran muy dispersos. El tratamiento que obtuvo una
menor respuesta en la adhesion que corresponde a las siguientes condiciones;
tiempo de incubacion de 1 min, agitacion de 300 rpm y un tiempo de secado de 5
min y los resultados entre las réplicas mostraban mucha dispersién. Por lo que a
través del andlisis estadistico se concluye que las condiciones ideales para permitir
una mayor adhesién, esto es de 5.4 Log UFC/unidad a la superficie del alimento es:
tiempo de incubacién de 5 min con una agitacion de 500 rpm y un tiempo de

secado de 1 minuto (Cuadro 16).

Al igual que en la adhesion de L. monocytogenes, se inoculd Salmonella en
la superficie del tomate usando un disefio experimental 3® fraccionado, con el
objetivo de encontrar las condiciones ideales para favorecer una mayor adhesion
del microorganismo patdégeno en la superficie del tomate. El inoculo experimental

fue de 8.37 Log UFC/mL, los resultados se muestran en la Cuadro 17.

Cuadro 17. Disefio factorial fraccionado (1/3) 3° para lograr una mayor adhesion

microbiana de Salmonella spp. en la superficie del tomate.

Tiempo de Agitacion Tiempo de Inéculo Adhesion
incubacion (rpm) secado (Log UFC/mL) (Log UFC/unidad)
(min) (min)

1 500 3 8.37+0.04 5.30+0.02°

3 150 3 8.37+0.04 5.43+0.11°

3 500 5 8.37+0.04 5.29+0.02°
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5 500 1 8.37+0.04 5.38+0.01°
5 300 3 8.37+0.04 5.17+0.11°
5 150 5 8.37+0.04 5.21+0.04°
1 300 5 8.37+0.04 5.25+0.23°
3 300 1 8.37+0.04 5.28+0.06°
1 150 1 8.37+0.04 5.33+0.09°

Adhesion microbiana (Log UFC/unidad) estan reportadas como la media de las
determinaciones por ftriplicado + desviacion estandar.?Valores que no estan

conectados por la misma letra son estadisticamente diferentes.

En el Cuadro 18 se muestra que el modelo es significativo, lo que indica que
el modelo explica el efecto de los factores en la adhesion de Salmonella spp en la
superficie del tomate. La prueba de efectos indica que los factores analizados no
afectan la adhesion microbiana de la mezcla de Salmonella a la superficie del
alimento, pues no son significativos, es decir, que independientemente del tiempo
de incubacién, agitacion y tiempo de secado, la adhesion microbiana a la superficie

del alimento sera de aproximadamente 5.5 Log UFC/unidad (Cuadro 19)

Cuadro 18. Analisis de varianza de los factores involucrados en la adherencia de

Salmonella spp en la superficie de tomate a temperatura ambiente (23£2°C).

Fuente DF Sumade Cuadrados Fc Valor
cuadrados medios p
Errorpuro 44  286319.4 6507.26 0.97 0.5398
Error Total 45 301895 6708.78

Cuadro 19. Factores involucrados en la adherencia de Salmonella spp en la

superficie de tomate a temperatura ambiente (23+2°C).

Fuente de variacion DF Suma de Fc Prob>F
cuadrados
Tiempo de incubacién 2 0.018 0.7852 0.48
Secado 2 0.02 0.8905 0.43
Agitacion 2 0.032 144 0.277
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No se encontraron diferencias significativas entre los tratamientos, lo que
indica que el uso de cualquier tiempo de incubacién, velocidad de agitacion vy
tiempode secado, se obtendra una adhesion maxima de aproximadamente 5 Log
UFC/unidad.

Para la adhesion de la mezcla de Listeria monocytogenes y Salmonella, en
aguacate, se siguio la metodologia descrita por Rodriguez-Garcia et al., (2011). Los
resultados presentados en el Cuadro 20 indican que la adhesion de Listeria
monocytogenes a la superficie del aguacate fue de 7.27+0.07 Log UFC/cm? y la
adhesion de Salmonella fue de 6.17+0.53 Log UFC/cm?.

Cuadro 20. Adhesién microbiana de Listeria monocytogenes y Salmonella spp. en

la superficie del aguacate.

Microorganismo Adhesion (Log UFC/cm?)
Listeria monocytogenes 7.27+0.07
Salmonella 6.17+0.53

Adhesion microbiana (Log UFC/unidad) estan reportadas como la media de las

determinaciones por triplicado + desviacion estandar.

La habilidad de los microorganismos patégenos de adherirse a un producto
en fresco, como las frutas y hortalizas, depende de factores intrinsecos y
extrinsecos incluyendo la movilidad de los microorganismos, su interaccion con
otros microorganismos y su capacidad para absorber nutrientes de la planta.
Algunas cepas de bacterias colonizan de mejor manera las superficies de los
alimentos que otras, es decir, que depende del tipo de microorganismos. La
formacion de biopeliculas, tejidos dafiados, especie de planta, asi como el estado
de madurez de la planta y su tasa de maduracion influencian la persistencia y la
adhesion de los microorganismos a la superficie de las frutas y hortalizas (Lopez-
Galvez, et al., 2009; Goodburn y Wallace, 2013)
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Varios factores influencian la transferencia de bacterias a la superficie,
incluyendo el tipo de superficie, especie bacteriana, nivel de humedad, tiempo de
incubaciéon. Pero la concentracién microbiana desempena un papel importante en
muchos sistemas microbianos, como en la biosintesis de antibidticos, regulacién de
bioluminiscencia, virulencia, entre otros. En un estudio realizado en el 2003, por
Montville y Schaffner, se determiné que el tamafio de in6culo era un factor
importante en la tasa de transferencia en la superficie de la lechuga, la cual se
inoculé con una suspensién microbiana de una cepa no patdégena de Enterobacter
aerogenes con una poblacién inicial de 9.37 Log UFC/unidad. Los resultados
demostraron que existe una conexién estadisticamente significativa entre el tamafo
de indculo y la tasa de transferencia. Cuando el indculo incrementa de tamafo, el
numero de bacterias permanece constante. Este mismo estudio sugiere que en el
caso de bacterias como E.coli O157: H7, Salmonella Entérica'y L. monocytogenes,
la transferencia a la superficie aumenta proporcionalmente con el tamano del

indculo.

Patel y Sharma (2010), estudiaron la adhesién de Salmonella a superficies
dafadas e intactas de col y lechuga, el estudio se enfocé para entender las fases
iniciales de adhesién a varios tejidos de plantas, para una intervencion efectiva y
proponer estrategias de mitigacidon. Se realizé una suspension microbiana
correspondiente a una poblacién de 6 Log UFC/ml y se inocularon por inmersion a
diferentes intervalos de tiempo (0, 1, 4 y 24 h). Los resultados indican que
Salmonella se adhirié fuertemente a las superficies de los alimentos después de 5
min (Tiempo 0), adhiriéndose de 4.44 y 4.68 Log UFC/ cm? para col, lechuga,
respectivamente. Sin embargo, Salmonella se adhiri6 en altos numeros
preferentemente a superficies danadas en todos los productos estudiados. La
adhesion de Salmonella a la superficie de los alimentos después de 24 h fue de
5.10 y 5.84 Log UFC/cm?. Estos resultados son similares a los realizados en esta
investigacion donde se encontré que la adhesion de Salmonella spp. era de 5.5 vy
6.17 Log UFC/unidad para el tomate y el aguacate, respectivamente. En el caso del

tomate, independientemente del tiempo de incubacién se obtuvo una buena
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adhesién, a pesar de que 5 minutos era el tiempo mas prolongado, incluso,
comparando nuestro estudio con el de Patel y Sharma, se obtienen una adhesion
similar a la superficie a la que ellos obtuvieron después de 24 h. Los resultados
encontrados en ambos estudios indican que una fuerte adhesion microbiana puede
llevarse a cabo incluso con tiempos de contacto cortos, por ejemplo de 5 min, entre

las bacterias y la superficie.

Un estudio realizado por Ells y Hansen (2006) con el género Listeria y sus
etapas iniciales de adhesién a las superficies de alimentos, como la col. Se
inocularon con una suspensién microbiana de 10° UFC/mL en diferentes intervalos
de tiempo (0, 1, 4 y 24 h). Se encontr6 que la adhesién de Listeria spp. en la
superficie del alimento fue de 1 Log UFC/cm? a los 5 min y a las 24 h se observé
una adhesion de 6.5 UFC/cm?, resultados similares se obtuvieron en este estudio
pero a tiempos de incubacién de 5 min en el tomate y 1 h en el aguacate. Cabe
destacar, que numeros significativos de Listeria monocytogenes se adhieren dentro
de 5 min de contacto a la superficie de los alimentos. De esta manera, se demostrd
que L. monocytogenes se adhiere de manera eficiente a la superficie de varios tipos
de alimentos en tiempos cortos. Otros estudios, reportan que de 2-3 Log UFC/g de
Listeria monocytogenes se adhiere en los primeros 5 min. Se ha observado que las
células bacterianas se adsorben rapidamente en la superficie de los alimentos, por

ejemplo, en el caso de la papa, durante tiempos tan cortos como de 5 min.

VII.5 Efecto del agua electrolizada neutra e hipoclorito de sodio sobre Listeria

monocytogenes y Salmonella spp.

VII.5.1 Células libres

El efecto del AEN en la inactivacion de células libres de L. monocytogenes
se evalud usando diferentes concentraciones de cloro total disponible en el AEN y
NaClO (0, 5, 7, 9 y 12 ppm) a distintos tiempos de contacto (0, 1, 3 y 5 minutos).

Partiendo de un in6culo experimental de 9.8 Log UFC/mL, se realizé el tratamiento
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con agua destilada como tratamiento control, es decir, 0 ppm de cloro total
disponible logrando disminuir aproximadamente 1 Log, el uso de una concentracion
de 5y 7 ppm por un minuto logran disminuir 5 Log de la poblacion inicial; sin
embargo, un tratamiento de 5 ppm después de 3 y 5 minutos solo reducen la
poblacién microbiana en alrededor de 3 Log, mientras que el uso de 7 ppm por un
tiempo de exposicién de 3 minutos logra disminuir la poblacion hasta niveles no
detectables, mientras que en tiempos de exposicion de 5 minutos se alcanzan
reducciones mayores a 3 Log. Se observa también, que los tratamientos con NaCIO
sobre las células libres de Listeria spp tienen poco efecto en su inactivacion cuando
son tratados a concentraciones bajas (5-12 ppm) incluso con tiempos de contacto
que van desde 1 a 5 min, en comparacion con el AEN, la inactivacion de las células
libres se alcanza a 9 ppm con tiempos de contacto de 1 min., sin embargo,
estadisticamente, no hay diferencias significativas entre el uso de esta
concentracion si se usa a tiempos de contacto de 1 a 5 min, mientras que para el
NaClO, se alcanza un efecto similar usando 10 veces la concentracion de AEN (90
ppm) y triplicando el tiempo de contacto (3 min).Se observa que las mayores
reducciones en la poblacion de Listeria spp. se lograron al usar concentraciones
mayores a 7 ppm, esto es, a 9 y 12 ppm usando cualquier tiempo de exposicion, ya
sea, 1, 3 y 5 minutos. Se observd un efecto letal en las células bajo estas
concentraciones, logrando reducir la poblacion inicial hasta niveles no detectables.
Mientras que el uso de concentraciones de 5-12 ppm, no existe un efecto
significativo, pues la poblacién de Listeria spp. permanecié constante durante el
tratamiento independientemente del tiempo de contacto con el desinfectante. Un
efecto letal del NaCIO en las células bacterianas, se observdé con el uso de
concentraciones de 90 ppm a partir de un minuto de contacto. Mientras a
concentraciones por debajo de estas, el efecto no es letal, las reducciones maximas
alcanzadas bajo estas condiciones es de aproximadamente 6 Log UFC/mL (Cuadro
21).
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Cuadro 21. Células sobrevivientes de Listeria spp. después de tratamientos con

AEN y NaClO a varias concentraciones y tiempos de contacto.

Células sobrevivientes
(Log UFC/mL)

Tiempo Concentracion AEN NaCIlO
(min) (ppm)
1 0 8.33+0.015° 9.35+0.0432
5 4.80+0.089"° >89
7 4.56+0.211° >89
9 N.D¢ >89
12 N.D¢ >89
50 N.D¢ 2.7°
70 N.D¢ 2.7°
90 N.D¢ N.D'
3 0 8.22+0.055° 9.33+0.0312
5 5.98+0.048° >89
7 N.D¢ >89
9 N.D¢ >89
12 N.D¢ >89
50 N.D? 3.86+0.275°
70 N.D¢ 2.7°
90 N.D¢ N.D'
5 0 8.32+0.035° 9.10+0.053?
5 6.13+0.049° >89
7 6.16+0.068° >89
9 N.D¢ >89
12 N.D¢ >89
50 N.D¢ 5.25+0.043°
70 N.D¢ 5+0.235°
90 N.D¢ N.D'

Células sobrevivientes (Log UFC/unidad) estan reportadas como la media de las
determinaciones por triplicado + desviacién estandar.’® Valores que no estan
conectados por la misma letra son estadisticamente diferentes. N. D. No Detectable
(Miles-Misra < 1.7 Log UFC/mL)
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Con un indculo inicial de aproximadamente 10 Log UFC/mL, de Salmonella
spp., el Cuadro 22 indica las células sobrevivientes después del tratamiento
realizado para su inactivacion a diferentes concentraciones y tiempos de exposicion

de dos diferentes desinfectantes, AEN y NaClIO.

Se aprecia que el tratamiento con agua destilada (0 ppm) logra reducir 2 Log
UFC/mL, y que la aplicacion de concentraciones de 9 ppm de AEN y con tiempos
de contacto cortos, la poblacion del microorganismo patdégeno se reduce hasta
niveles no detectables (<1.7 Log UFC/mL, por la técnica de Miles-Misra). Para el
caso de NaClO, aplicar el tratamiento a una concentracion de 90 ppm en tiempos
de contacto de 5 min logra la inactivacion de las células hasta niveles no
detectables. El Cuadro 22 muestra el comportamiento de Salmonella spp. durante
el periodo que tarda los tratamiento, encontrandose que la aplicacion de 12 ppm
inactiva las células bacterianas, independiente del tiempo de contacto, sin embargo,
es preferible el uso de tiempos cortos. El uso de 5 ppm, disminuye hasta 2 Log
UFC/mL.

Cuadro 22. Células sobrevivientes de Salmonella spp. después de tratamientos con

AEN y NaClO a varias concentraciones y tiempos de contacto

Células sobrevivientes (Log

UFC/mL)
Tiempo (min) Concentracion AEN NaClO
(ppm)
1 0 8.13+0.078° 9.35+0.033°
5 5.24+0.037° >g"
7 5.21+0.015° >g"
9 5.14+0.046° >g"
12 N.D® >g"
50 N.D® 4.28+0.026%
70 N.D® 4.25+0.336°
90 N.D® N.D¢
3 0 8.18+0.01° 9.26+0.047°
6.130.04° >g"
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7 N.D® >g"

9 N.D® >g"

12 N.D® >g"

50 N.D® 4.62+0.128%
70 N.D® 3.51+0.130°
90 N.D® 2.69+0.01'
0 8.32+0.044° 9.33+0.075°
5 6.07+0.191" >g"

7 6.09+0.0205° >g"

9 N.D® >g"

12 N.D® >g"

50 N.D® 5.63+0.018°
70 N.D® 5.075+0.502°
90 N.D® N.D¢

Células sobrevivientes (Log UFC/unidad) estan reportadas como la media de las
determinaciones por triplicado * desviacion estandar.®” Valores que no estan
conectados por la misma letra son estadisticamente diferentes. N. D. No Detectable
(Miles-Misra < 1.7 Log UFC/mL).

Con respecto a los tratamientos con NaClO, el Cuadro 22 , se aprecia que
concentraciones pequenas, que van de un rango de 5-12 ppm, no presentan un
efecto antimicrobiano, al no encontrarse disminuciones en la carga inicial de
Salmonella spp. El aumento de las concentraciones, aumenta las reducciones en la
poblacién adherida, sin embargo, concentraciones de 50 y 70 ppm, no reduce la
poblacion hasta niveles no detectables. No es hasta que el aumento de la
concentracion a 90 ppm cuando se presenta la reduccidén de la poblacion hasta
niveles no detectables, pero también el aumento del tiempo de contacto permite

este efecto.

Tomando en cuenta los resultados obtenidos, se procedié a determinar la
concentracion bactericida (CB) de AEN y NaClO para la inactivacién de células
libres de Listeria spp. y Salmonella spp. En las Figuras anteriores se muestra que
la disminucion en la poblacién de Listeria spp.y Salmonella spp. se ve favorecida

por el aumento en la concentracion y en algunos caso del aumento en el tiempo de
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contacto de AEN y de NaClO. Se establecié que una concentracién de 9 ppm de
cloro libre total en el AEN a 1 min de contacto corresponde a la CB para la
inactivacion de células libres de Listeria y para el NaClO, la CB se encontré a 90
ppm en un tiempo de contacto de 3 min. Para el caso de Salmonella spp. se
estalecio la CB para el AEN en 12 ppm por un tiempo de contacto de 1 min y para

el NaClO, 90 ppm por un tiempo de contacto de 5 min (Cuadro 23) .

Cuadro 23. Concentracion bactericida de AEN y NaClO en células en estado libre

de Listeria spp. y Salmonella spp.

Tratamiento ‘

Microorganismo Concentracién/tiempo de contacto
AEN NaClO

Listeria spp. 9 ppm/1 min 90 ppm/3 min

Salmonella spp. 9 ppm/1, 5 min 90 ppm/5 min

Las consideraciones tomadas en las estrategias de desinfeccion es el control
de la subpoblacién microbiana mas resistente a los tratamientos de desinfeccion, es
decir, la destruccion de la mayoria de los microorganismos mas resistentes, para lo
que se necesita el uso de tiempos de contacto y concentraciones del desinfectante

para alcanzar la completa destruccion o eliminacion.

En el 2008, CDC, realiz6 una guia titulada “Guia para la desinfeccion y
esterilizacion en lugares para tratamientos de la salud”, donde se discute la
resistencia de los microorganismos a agentes desinfectantes. Los diferentes tipos
de microorganismos varian en su respuesta a los desinfectantes, debido a la
diferencia en su estructura celular, composicién vy fisiologia. De acuerdo, con estas

diferencias, las bacterias Gram negativas son mas resistentes que las Gram +.

Los resultados obtenidos en esta investigacion indican que Salmonella spp.
resulto ser mas resistente que Listeria spp. esto al ver que para la eliminacion o

inactivacion hasta niveles no detectables, se requiere de mayor concentracién para
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el caso de la solucion de NaClO, o aumentar el tiempo de contacto del agente

desinfectante con las bacterias para el caso de AEN.

Goméz-Lopez, en el 2013, realizaron un experimento en la que desactivaron
células de Escherichia coli O157:H7 a través de electrolisis. Los resultados
obtenidos muestran que las curvas de inactivacion exhiben un patron sigmoidal. En
la primera parte de la curva, se da la inactivacién mas grande. También se observa
una etapa denominada “hombro” que indica que el dafo infringido a las células
microbianas durante el tiempo de tratamiento no ha sido el suficiente para causar la
inactivacion, esta parte de la curva no existe si el dafio fuera lo suficientemente
grande para causar la inactivacion completa. Curvas similares se obtienen en
nuestra investigacion en los tratamientos de inactivacion de células de Listeria spp.
y Salmonella spp. usando las dos soluciones desinfectantes (AEN y NaClO),
concentraciones bajas de 5 a 7 ppm para el AEN independientemente del tiempo
de contacto, no causa el suficiente dano para inactivar a las células bacterianas. Y
en el caso de NaClO, concentraciones menores a 70 ppm, se observa un efecto

similar.

En un estudio realizado por Fux, et al. (2005) demostraron que las bacterias
se adaptan rapidamente al estrés del medio logrando adaptarse a dichas
condiciones. Por otro lado, Saha et al. (2009), indican que las bacterias son
capaces de adaptarse rapidamente a las condiciones nuevas ambientales como la
presencia de una antimicrobiano, y como consecuencia, incrementar la resistencia.
La susceptibilidad a un germicida varia entre microorganismos; algunos pueden ser
inactivados desde el primer contacto con el germicida y otros pueden sobrevivir y
desarrollar resistencia a los germicidas. Estos resultados sugieren que el efecto
antimicrobiano de los desinfectantes no solo son dependientes de los distintos tipos
de desinfectante sino también de la concentracion. Nuestros resultados al igual que
los obtenidos por Saha (2009) demuestran que algunos desinfectantes a
concentraciones bajas pueden ser bactericidas y bacteriostaticos, se confirma el

hallazgo observado con el uso de concentraciones bajas.

98



Daved y O'Toole (2000) mencionaron que debido a que las bacterias
adheridas y las que se encuentran en forma de biopelicula, les brinda
caracteristicas especiales a las bacterias que se encuentran en esta forma un
microorganismo asociado a ésta es 100 a 1000 veces mas resistente a los
desinfectantes que las formas libres. La industria ha reconocido que los
microorganismos que se encuentran adheridos a una superficie son mas
resistentes a los desinfectantes que los que se encuentran en suspension, debido a
que las bacterias en forma libre en comparacién con las biopeliculas no se
encuentran protegidas por el exopolimero, éstas se encuentran mas expuestas a

las sustancias oxidantes presentes en el AEN (HCIO, CIO", ClO2y Os).

En un estudio realizado por Yang et al. (2013), se realizaron estudios en
células en suspensién o en células libres de E.coli O157:H7, Salmonella y Listeria
monocytogenes con el objetivo de investigar el efecto de distintos desinfectantes y
evaluar la efectividad de estos mismos en la inactivacion de estos microorganismos
patdogenos. Los desinfectantes probados incluian agua electrolizada con una
concentracion de cloro total disponible de 50 ppm (mg/L), encontrandose que bajo
esta condicién y con un tiempo de contacto de 30s, se logra una reduccion de las
células suspendidas de E. coli de al menos 5 Log UFC/mL. La prueba también se
realizd con una concentracidn mayor, esta fue de 100 ppm, no se detectaron
células sobrevivientes. Para las células de Salmonella, la exposicion con una
concentracion de 50 ppm logra la reduccion de 3 Log UFC/mL y con 100 ppm, no
se detectaron sobrevivientes. Listeria monocytogenes, fue susceptible a ambas
concentraciones de agua electrolizada, causando reducciones mayores a los 5 Log
UFC/mL. Nuestros resultados, el uso de concentraciones mucho menores, tiene un
efecto similar al disminuir mas de 5 Log UFC/mL y también se revela que Listeria
monocytogenes resultd ser mas sensible que Salmonella, pues requiere de un

tiempo mas corto para inactivarse.
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Lopez-Galvéz et al.(2009), seleccionaron las dosis efectivas de cuatro
agentes desinfectantes comerciales, entre ellos el NaClO, basadas en su capacidad
para eliminar Escherichia coli. Las concentraciones usadas de NaClO fueron 10,
20, 40 y 60 ppm. Se encontré que concentraciones de 40 y 60 ppm redujeron la
poblacién del microorganismo patdégeno hasta niveles no detectables (inoculo inicial
de 10° UFC/mL).

En el 2008, Abadias et al., realizaron un ensayo en células libres de E.coli,
Salmonella y Listeria con una poblacién inicial de 8 Log. Para su inactivacion
usaron AEN con una concentracion de cloro libre total de 281 ppm, pH de 8.74 y un
ORP de 721 mV. Los resultados indicaron que a una concentracion de 48 ppm por
1 minuto de contacto se logra una reduccion de mas de 5 Log UFC/cm? para todos
los patégenos. Para el caso del NaClO, una concentracién de 118 ppm logra un

efecto similar, es decir, inactiva > 5 Log UFC/ ml.

Los resultados anteriores y los reportados por la literatura, demuestran que
el uso de concentraciones pequefas son capaces de inactivar las células libres de
microorganismos patogenos. El estudio de Lopez-Galvéz et al. también demuestran
que L. monocytogenes resulto ser el microorganismos mas sensibles que las
bacterias Gram negativos que fueron objeto de estudio, y que esta diferencia en
tiempos de contacto entre la bacteria y el agente desinfectante, puede ser debida a
la diferencia que hay entre la composiciodn de la membrana celular, permitiendo
que las bacterias Gram negativas sean mas resistentes que las bacterias Gram

positivas, pues son menos permeables a los agentes desinfectantes.
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VII.6 Efecto antimicrobiano del AEN y NaClO en la poblacion adherida de
Salmonella spp y Listeria monocytogenes en la superficie de tomates y

aguacate.

Los resultados obtenidos anteriormente con respecto a la reduccion de la
microflora de los alimentos modelos y la informacion obtenida con las
concentraciones usadas para inactivar células libres y la determinacion de los
antimicrobianos AEN y NaCIO en la inactivacion de Salmonella spp y Listeria
monocytogenes, permitieron saber que concentracién usar para la reduccién de

microorganismos patégenos adheridos a la superficie del alimento.

Soni et al. (2010), reportan que la concentracién requerida en un alimento
comparado con un medio de cultivo suele ser de 2 a 100 veces mas grande que la
determinada en el concentracion minima bactericida (MIC). Esto brinda una
perspectiva sobre la concentracién a usar en el tomate y el aguacate para reducir la
carga de microorganismos patégenos. Sin embargo, es sumamente importante
recordar que la aplicacion de agua electrolizada para la desinfeccion de frutas y
hortalizas frescas puede ser aplicada con un limite de < 200 ppm de cloro total
disponible y con respecto al hipoclorito de sodio, éste debe ser usado a una
concentracion de 50-200 ppm de cloro total disponible, con un tiempo de contacto

con los productos en fresco de menos de 1 min.

Tomando en cuenta a lo indicado por la EPA, se decidid usar la
concentracion de 200 pm de cloro total disponible de AEN contra 200 ppm de cloro
total disponible de NaClO, debido a que se ha establecido que un tratamiento que
reduzca la carga microbiana en 2 Log sea significativo y que cualquier
desinfectante nuevo o cualquier método presentado debera compararse con 200
mg/L de cloro como estandar de eficiencia (WHO, 1998, FDA, 2013, US EPA
product regis n: 82341-1, San José y Vanetti, 2012).
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Debido a las razones anteriores, los retos microbianos que se presentan a
continuacion se realizaron con una concentracion de 200 ppm del AEN con un
tiempo de contacto de 1 min para compararse con el efecto producido por una

solucién de NaClO a esas mismas condiciones.

Una poblacioén inicial adherida de aproximadamente 5 Log UFC/unidad de L.
monocytogenes spp. en la superficie del tomate, fue sometida a un proceso de
desinfeccidon con el objetivo de disminuir la carga microbiana inicial. La Figura 15
muestra el efecto del AEN y del NaClO, asi como el efecto del lavado en la
inactivacion del patégeno. Los resultados indican que no hay diferencias
significativas en el efecto antimicrobiano del AEN y del NaCIO (p>0.05). Ambos
tratamientos inactivan aproximadamente 3 Log UFC/unidad del microorganismo
patdogeno. El tratamiento control, agua destilada, utilizado para inactivar L.
monocytogenes en la superficie del tomate representa el lavado, etapa de gran
importancia que logra reducir cerca de 1.5 Log UFC/unidad del microorganismos

patdgeno adherido a la superficie del alimento.
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Figura 15. Numero de ciclos logaritmicos reducidos en la cuenta inicial de Listeria
monocytogenes adherida a la superficie del tomate con tratamientos de AEN y
NaClO (200 ppm) con tiempos de contacto de 1 minuto. ®“Diferentes letras arriba
de las barras indican diferencias estadisticamente significativas (p<0.05). Las

barras verticales representan la desviacion estandar
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La siguiente Figura 16, presenta el efecto del AEN y del NaClO en la
poblacién adherida de Salmonella (5.4 Log UFC/unidad), al igual que en caso
anterior, los tratamientos con ambos antimicrobianos no presentan una diferencia
significativa entre ellos, las reducciones obtenidas para ambos tratamientos
resultan en 2 Log UFC/unidad. Para el caso del control con agua destilada, la

disminucién lograda es menos de 1 Log UFC/unidad del microorganismo patdgeno.
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Figura 16. Numero de ciclos logaritmicos reducidos en la cuenta inicial de
Salmonella spp. adherida a la superficie del tomate con tratamientos de AEN y
NaClO (200 ppm) con tiempos de contacto de 1 minuto. ®“Diferentes letras arriba
de las barras indican diferencias estadisticamente significativas (p<0.05). Las

barras verticales representan la desviacion estandar

El reto microbiano para determinar el efecto del AEN y NaCIO, se realiz6 de
igual manera en una superficie que presentd pliegues y rugosidades. Para esto, se
inocularon aguacates y la concentracion usada fue de 200 ppm para ambos
desinfectantes con un tiempo de contacto de 1 min. Los resultados se presentan a

continuacion.
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Debido a las caracteristicas de la superficie del aguacate, la adhesion
lograda fue mayor que la obtenida en el tomate. Para el caso de L. monocytogenes,
la poblacion adherida fue de 7.27 Log UFC/cm?. El efecto en la reduccion de la
poblacién de los dos antimicrobianos indican que no hay diferencias significativas
(p>0.05), ambos antimicrobianos alcanzan reducciones similares de

aproximadamente 2.5 Log UFC/cm?. Por otro lado, el lavado no logra reducir 1 Log

UFC/cm? (Figura 17).
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Figura 17. Numero de ciclos logaritmicos reducidos en la cuenta inicial de L.
monocytogenes adherido a la superficie del aguacate con tratamientos de AEN y
NaClO (200 ppm) con tiempos de contacto de 1 minuto. ®“Diferentes letras arriba

de las barras indican diferencias estadisticamente significativas (p<0.05). Las

barras verticales representan la desviacion estandar

Para el caso de Salmonella spp. la poblacion adherida a la superficie del
aguacate fue de 6.17 Log UFC/ cm?, para estos tratamiento, el AEN resulto ser mas
eficaz al reducir la carga microbiana de Salmonella spp, en comparacion con el
NaClO, ambos efectos antimicrobianos son estadisticamente diferentes. El control,

indica que con solo el lavado se reduce la poblacién en menos de 1 Log UFC/cm?

(Figura 18).
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Figura 18. Numero de ciclos logaritmicos reducidos en la cuenta inicial de
Salmonella spp adherida a la superficie del aguacate con tratamientos de AEN y
NaClO (200 ppm) con tiempos de contacto de 1 minuto. ®“Diferentes letras arriba

de las barras indican diferencias estadisticamente significativas (p<0.05). Las

barras verticales representan la desviacion estandar

De acuerdo con algunos estudios, se ha reportado que a pesar de que el
lavado es una etapa importante, debido a que remueve la suciedad y remueve
algunos microorganismos de la superficie del producto, no logra removerlos
completamente y sobre todo inactivarlos. Se ha reportado que la sola etapa de
lavado muestra reducciones insignificantes de las bacterias adheridas en la
superficie e incluso pueden lograr hasta una reduccion maxima de 2 Log, es decir,
puede remover hasta cierto grado los microorganismos de la superficie de los
alimentos (Ruiz-Cruz et al., 2007; Issa-Zacharia et al., 2011; Rodriguez-Garcia et
al.,2011; Francis et al., 2012; Van Haute et al., 2013).

Nuestros resultados sobre la etapa de lavado se encuentran en conformidad
con lo reportado, pues las reducciones logradas dependen del tipo de producto, por

ejemplo, para el caso del aguacate las reducciones alcanzadas fueron minimas, 0.6
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y 0.17 Log UFC/cm? para L. monocytogenes y Salmonella spp, respectivamente. Y
en el tomate las reducciones fueron mucho mayores que las que se obtuvieron en
el aguacate, 1.8 y 1.9 Log UFC/unidad, para Salmonella y L. monocytogenes,
respectivamente. Dos de los factores mas importantes que afectan el grado de
desinfeccion de los antimicrobianos es la rugosidad de la superficie de los
alimentos y el tipo de microorganismos, pues Salmonella resultd ser mas resistente
a los retos con los desinfectantes que L. monocytogenes y esto se ve reflejado,
pues en ambas superficies, una lisa representada por el tomate y una con pliegues
y rugosidades que representd el aguacate, y aunque en el aguacate las
reducciones fueron mas pequenas que las obtenidas en el tomate, las tendencias
fueron las mismas. Sin embargo, a pesar de los resultados obtenidos, cabe sefialar
que el proceso de lavado aplicado a los productos en fresco tienen el potencial de

reducir la contaminacion de la superficie del producto.

Tomas-Callejas et al., (2012) realizaron un estudio cuyo objetivo fue evaluar
el proceso de desinfeccion y remocién de microorganismo patégenos (Salmonella 'y
E. coli O157:H7) adheridos a la superficie del rabano con una solucién de NaCIO
con una concentracion de 6%. Para el caso de la reduccién de Salmonella, el
lavado con el desinfectante, alcanzé una reduccion de 1.5 Log UFC/g y para E.coli
la reduccién fue de 2.80 Log UFC/unidad.

Bari et al., (2003) evaluaron la efectividad del NaClO bajo la misma
concentracion (200 ppm) con tiempos de contacto de 1 min, sobre la inactivacion de
Escherichia coli, Salmonella Enteritidis y L. monocytogenes en la superficie del
tomate. De una poblacion adherida de 7.85 Log UFC/unidad de E. coli, se logré una
reduccion de 4.31 Log UFC/unidad. Para el caso de Salmonella, la poblacion inicial
adherida fue de 7.36 Lo UFC/unidad y el tratamiento logré inactivar 4.54 Log
UFC/unidad. Los resultados para determinar la efectividad del sanitizante en la
eliminacion de L. monocytogenes indican que el uso de NaClO a una concentracion
de 200 ppm con un tiempo de contacto de 1 min, inactivaron 2.54 Log UFC/unidad.

Al igual que este estudio, la investigacion de los tratamientos de desinfeccién con

106



NaClO se llevaron a cabo bajo las mismas condiciones (200 ppm, y con un tiempo
de contacto de 1 min) sobre la superficie del tomate y sobre todo de la inactivacion
de Salmonella y L. monocytogenes, aunque la adhesion es menor que la reportada
por estos investigadores, las reducciones fueron mayor a los 3 Log UFC/unidad.
Los resultados de ambas investigaciones dejan en claro que los tratamientos de
desinfeccion no logran inactivar completamente a los microorganismos adheridos a

la superficie,

Bermudez-Aguirre y Barbosa-Canovas, en el 2013, realizaron un estudio en
la que escogieron tres diferentes productos en fresco para estudiar el grado de
desinfeccidn, escogiendo por lo tanto, una lechuga que representaba los productos
que son hojas verdes, un tomate que representa una superficie suave y lisa y una
zanahoria que representaba una superficie porosa. Estos productos fueron
inoculados con E.coli y desinfectados con soluciones de diferentes concentraciones
NaClO (50, 100 y 200 ppm). Los resultados obtenidos indican que a una
concentracion de 100 ppm con un tiempo de contacto de 15 min. logré inactivar 3.5
Log de E.coli, adherida a la superficie de la lechuga y la inactivacion completa en el
tomate se logré a una concentracién de 200 ppm con un tiempo de contacto de 15
min y para el caso de la zanahoria, una reduccién de 3.5 Log se alcanz6 a los 15
min con una concentracion de 200 ppm. Estos resultados dejan en claro, que para
obtener reducciones mayores a 3 Log UFC/ unidad, los tratamientos deben tener
una duracién de al menos 15 min. En la investigacion presente, tiempos de
contacto de 1 min, se logran reducciones de 3 Log UFC/unidad para L.

monocytogenes, el microorganismo que resulto tener menor resistencia.

Cabe destacar que de acuerdo con algunos reportes, se ha indicado que el
lavado con agua con NaClO de los productos en fresco reduce menos de 2 Log o
en algunos casos las reducciones no alcanzan siquiera el 1 Log. Sin embargo, los
resultados obtenidos en esta investigacion dejan en claro que la efectividad del

desinfectante dependera del método de inoculacién (inmersion, gotas) la
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concentracion de la solucion desinfectante, tiempo de contacto, la topografia del

alimento y la bacteria que es objeto de eliminacién.

Es bien sabido que el NaClO es mucho mas efectivo para la inactivacion de
microorganismos patdégenos que se encuentran en suspension en agua que
remover los microorganismos de la superficie del producto y esto se comprobé con
los resultados obtenidos en la seccion de efecto de AEN y NaClO en células libres,
donde las concentraciones de 90 ppm con tiempo de contacto de 1 min son
aproximadamente 2.2 veces mas pequefas que las requeridas para inactivar
células adheridas a una superficie, donde puede existir desde interacciones célula-
alimento, hasta anclaje de flagelos o produccion de expolisacaridos. En algunos
estudios las reducciones obtenidas con el NaClO son equivalentes a las obtenidas
con el tratamiento de lavado con agua. En general, este desinfectante es usado a
muy altas concentraciones para tener una alta tasa de inactivacion, porque a estas
concentraciones, es dificil para los microorganismos sobrevivir. Pero, el uso de
altas concentraciones incrementa el riesgo de formacion de productos
potencialmente peligrosos o la produccion de sabores y olores extrafio. Sin
embargo, los microorganismos que sobrevivan a este tratamiento a bajas
concentraciones, puede no causarle el suficiente dafio para lograr inactivarlos, por
lo que estas células pueden reparar el dafio y recuperarse. Esto es una apreciacion
de un dano subletal (Keskinen y Annous, 2011; Bermudez-Aguirre y Barbosa-
Céanovas, 2013; Van Haute et al., 2013).

Los resultados obtenidos sugieren que, de acuerdo con Van Haute et al,
(2013) la efectividad antimicrobiana del NaClO puede ser afectada por el estado
fisiolégico de los microorganismos, afectando el sistema respiratorio y el transporte
activo de glucosa y aminoacidos. La destruccion de la membrana o la pérdida de la
integridad de la pared celular no es necesaria, en realidad, la principal accion del
HCIO, no es la superficie celular sino el interior de la célula. La diferencia en
resistencia entre L. monocytogenes y Salmonella puede ser dependiente,

principalmente, de la diferencia en la resistencia a la transferencia de masa del
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cloro a través de la capa de la superficie, es decir, en el grosor de la capa de
peptidoglicano debido a la diferencia en el espacio de las capas asi como la
diferencia en la composicién de la membrana celular de las bacterias. Debido a
estas razones presentadas. Los tratamientos con cloro incrementan la
permeabilidad de la célula. Ademas el acido hipocloroso (HCIO) tiene una alta
actividad antimicrobiana y tiene una alta habilidad de difusién a través de la

membrana si se compara con el ién hipoclorito (OCI’).

Park, et al., (2009), reportan que el agua electrolizada acida con una
concentracion de 37.5 ppm, pH 2.06, tiene una fuerte actividad antimicrobiana
contra E. coli O157:H7, Salmonella typhimurium, y L. monocytogenes, después de
una tratamiento de 15s, 30 s 1, 3 y 5 min las reducciones de los tres
microorganismos patdgenos hasta debajo del nivel de deteccion, esto equivale a
una reduccién >5 Log UFC/g cuando estos estan inoculados en cebollas y tomates.
Los resultados que esta investigacion obtuvo, los tratamientos de desinfeccion
fueron por 1, 3 y 5 min con AEN, sobre poblaciones adheridas de Salmonella 'y L.
monocytogenes en dos superficies con rugosidades distintas, aguacate y tomate.
Las reducciones no alcanzaron los 5 Log UFC/unidad con el uso de
concentraciones de 200 ppm. Las diferencias entre estas investigaciones es el tipo
de agua electrolizada utilizada, mientras que el agua electrolizada acida, el pH,
desempefna un papel importante en la desestabilizacion de la membrana celular
permitiendo el paso del HCIO al interior de la célula, el AEN con un pH neutro, y un
potencial REDOX y un gran contenido de cloro total disponible, permite que éste
puede ser usado en superficies de alimentos controlando de esta manera la calidad

microbiolégica, sin dejar de lado la calidad organoléptica del alimento.

En un estudio realizado por Rodriguez-Garcia et al., (2011), reportaron
reducciones de aproximadamente 2 Log UFC/cm?, de L. monocytogenes inoculado
en aguacate al ser lavados con agua destilada. El uso de AEN con una
concentracion de 75 ppm y con un tiempo de contacto de 90 s, se observaron

reducciones de 4.9 Log UFC/cm?, y con respecto al uso de NaClO con la misma
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concentracion que el AEN y usado el mismo tiempo, no se observaron reducciones
significativas con respecto al lavado con agua destilada. En el caso de Salmonella,
la reduccién causada por el AEN fue de 4.2 Log UFC/cm?, y para el hipoclorito
tampoco se observaron reducciones significativas a las observadas con el agua
destilada. En la investigacion presente los resultados obtenidos con los dos agentes
antimicrobianos, indican que las reducciones observadas en la poblacion de Listeria
monocytogenes y Salmonella adheridos en la superficie del tomate y del aguacate,
indican que pueden ser un efecto antimicrobiano real de estos sanitizantes y no
solamente debido al efecto del solo lavado con agua destilada, tal y como destaco,

Rodriguez-Garcia et al.

De acuerdo con Abadias et al., 2008 no hay diferencias significativas en la
eficiencia entre la aplicacién de AEN a 89 ppm y NaClO a 100 ppm en la reduccion
de Listeria monocytogenes en la superficie de la lechuga. Los resultados obtenidos
en este estudio, al igual que los obtenidos en el nuestro, muestra que la eficiencia
entre ambos sanitizantes son similares y tienen una actividad desinfectante
equivalente. Por lo que esto da pauta para que el AEN pueda ser utilizado como

una alternativa al uso de NaClO en la industria de productos en fresco.

Por otro lado, Issa-Zacharia, uso agua electrolizada ligeramente acida (AEac) y el
uso de 20 ppm durante 5 minutos, logré disminuir 1.68 Log UFC/cm? de una

poblacién original de 8 Log UFC/cm? de Salmonella inoculadas en fresa.

Las diferencias en las reducciones obtenidas entre el tomate y aguacate en
este estudio y los reportados en otros vegetales y frutos por otros autores, pueden
ser atribuidos a las diferencias entre métodos de inoculacién (inmersién y por gota)
y la preparacion de las muestras y el método de la aplicacion de las soluciones
sanitizantes, asi como también el tipo de alimento a desinfectar. Algunos reportes
indican, que los tratamientos son mas efectivos cunado la inoculacion se realiza por

gota que por inmersion, ya que, las bacterias pueden penertrar mas facil en las
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irregularidades del alimento cuando la inoculacién se realiza por inmersion (Abadias
et al., 2008; Garcia et al., 2011).

Xiong et al., 2010, reportan que el uso de AEN como agente antimicrobiano,
es eficiente debido al dafio que sufren las estructuras funcionales en las células.
Los radicales libres OH', atacan la membrana celular y destruyen la morfologia por
lo que ésta se vuelve permeable, lo que causa la fuga de iones como K* y Mgz+.
Por lo que se puede concluir que una ventaja de la desinfeccion electroquimica,
como el uso de AEN, es que el dafo producido en las células bacterianas es mas
severo que el producido por la desinfeccidon quimica con el NaCIO (Virto et al.,
2005)

Varios factores pueden afectar la efectividad del agua electrolizada. En los
productos en fresco, los sanitizantes se usan en presencia de materia organica
(aminoacidos y proteinas, que reaccionan con el cloro libre y lo cambia a forma
combinada), como suciedad, residuos, y microorganismos presentes en la
superficie del producto. La efectividad también dependera de la variedad de los
microorganismos que contaminan el producto. Algunos estudios reportan que no
hay diferencias significativas en la reduccion entre E.coli O157:H7, Salmonella
typhimurium y L. monocytogenes. Otro factor importante, en la efectividad del agua
electrolizada, es la adhesién de las bacterias a particulas de materia organica y su
estabilizacién en estructuras bacterianas por la materia organica presente en el
agua. Un factor, quizas uno de los mas importantes, es la rugosidad, que interfiere
en la habilidad del AEN, y de cualquier agente desinfectante, de alcanzar a los
microorganismos patdégenos en la superficie del alimento (Lopéz-Galvez et al,
2012).

El alto potencial redox en el AEN, indica una alta reactividad quimica que
resulta en la inactivacién de microorganismos debido a somete a procesos de
oxido-reduccion a los microorganismos, y el cambio de la estructura del agua

debido a la electrdlisis, permite la entrada del agua electroactivada, este cambio
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esta relacionado directamente con una mejor penetrabilidad e interaccion de los
iones microbicidad. El efecto del potencial redox consiste en reaccionar la
membrana celular danandola e inactivando los mecanismos de defensa de los
microorgansismos. Una vez que la membrana se encuentra dafiada, ésta se vuelve
permeable y el HCIO puede penetrar al interior de la célula y oxidarla, esta
habilidad esta relacionada con la fuga de protones lo que incrementa el uso de
energia usada para que la célula pueda mantener la homeostasis, de acuerdo a lo

mencionado por Issa-Zacharia et al., en el 2011.

Cabe destacar, que las caracteristicas entre distintas aguas electrolizadas y
su actividad antimicrobiana pueden variar debido a los parametros usados en el
sistema de electroactivacion, como menciona Aider et al, en el 2012, depende del
voltaje, el flujo y contenido de la alimentacion el reactor (mineralizacion 0.1-120 g/L

de NaCl), la duracion del sistema, la estabilidad de los electrodos, etc.

A través de este estudio, se demostrd que el efecto antimicrobiano del AEN,
se encuentra estrechamente relacionado con la cantidad de HCIO presente y su
alto potencial redox. Por ultimo, el estudio demostré que el lavado con la adicion de
una accion mecanica y fisica, removeran a los microorganismos patégenos que se
encuentran adheridos en la superficie del alimentos y junto con la adicion de un

agente desinfectante podra ayudar a mejorar la inocuidad del producto.
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VII.6.1 Mantenimiento de la calidad microbiolégica del tomate inoculado

con Salmonella spp. y Listeria monocytogenes

Este experimento se realizd con el objetivo de analizar el efecto residual de
las soluciones desinfectantes cuando son usados en los productos en fresco, ya
que de acuerdo con Abadias et al., (2011), los productos en fresco no reciben
ningun tratamiento letal que elimine los microorganismos patégenos antes de su
consumo. Por lo tanto, cualquier microorganismo patdégeno introducido al alimento
en cualquier etapa del procesamiento estara presente cuando el producto sea

consumido.

La eficiencia de los métodos de desinfeccidon se ve reflejada en la reduccion
microbiana obtenida y, aun mas importante, en el mantenimiento de esta reduccién

durante el almacenamiento (Goodburn y Wallace, 2013).

Por lo que esta investigacion se enfocé en la busqueda de un sanitizante
alternativo, en este caso el AEN, que asegure la calidad microbioldgica de los
alimentos y su capacidad para mantener la poblacion de microorganismos
patdbgenos en niveles bajos a lo largo de 21 dias a temperaturas de refrigeracion
(4°C). La efectividad se compard6 con agua destilada y con NaCIlO, como estandar,

a una concentracion de 200 ppm.

En la Figura 19, se observa el efecto residual de las soluciones
desinfectantes en una poblacion adherida de proximadamente 4.5 Log UFC/unidad
durante el almacenamiento del tomate a 4°C, observandose, en primera instancia
que el lavado del tomate con agua destilada en el dia 0 ocasiona una reduccién de
alrededor de 1 Log UFC/unidad, sin embargo, los dias posteriores, la poblacion se
mantiene constante en aproximadamente 3.5 Log UFC/unidad, pero al dia 21, la
poblacién incrementa hasta al nivel inicial, esto es a 4.5 Log UFC/unidad. Por otro
lado, el efecto antimicrobiano del NaClO se observa durante los primeros 7 dias de

almacenamiento, pues se observa un descenso en la poblacion de L.
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monocytogenes de alrededor de 2 Log UFC/unidad. Los dias 14 y 21 la poblacion
aumenta en aproximadamente 1 Log UFC/unidad para alcanzar una poblacién final
de 2.5 Log UFC/unidad. Un efecto antimicrobiano mas acentuado durante el
almacenamiento fue el que presento el AEN sobre la poblacion de L.
monocytogenes, manteniendo la poblacion constante y en niveles cercanos al nivel
de deteccion (1 Log UFC/unidad), sin embargo al acercarse a los 21 dias de
almacenamiento se observa un ligero aumento en la poblacién. La reduccion

maxima (4.3 Log UFC/unidad) se alcanzé a los 14 dias de almacenamiento.
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Figura 19. Efecto de los tratamientos de desinfeccién con control (agua destilada: 0
ppm), AEN, y NaCIO (200 ppm) en una poblacion adherida de Listeria
monocytogenes en la superficie del tomate durante el almacenamiento en
refrigeracion (4°C) por 21 dias. Los valores son la media de tres réplicas y las

barras verticales representan la desviacion estandar.
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El efecto de las soluciones desinfectantes, AEN y NaClO, sobre la poblacién
de Salmonella spp. adherida a la superficie del tomate y almacenados a 4°C por 21
dias, se observa en la Figura 20. Se observa el comportamiento de la poblacién de
los microorganismos patégenos adheridos después de que éste fue sometido a un
lavado con agua destilada como control, la poblacion muestra al inicio la reduccién
de <1 Log UFC/unidad, posteriormente, a los 7 dias después del almacenamiento
la poblacién disminuye cerca de 1.5 Log UFC/unidad y se mantiene sin cambios

durante los siguientes 7 dias, aumentando ligeramente al dia 21.

4 o— AEN
—=— NaClO
—¥y— CONTROL

Log UFC/unidad

Tiempo (dias)

Figura 20. Efecto de los tratamientos de desinfeccién con control (agua destilada: 0
ppm), AEN, y NaCIO (200 ppm) en una poblacion adherida de Salmonella spp. en
la superficie del tomate durante el almacenamiento en refrigeracion (4°C) por 21
dias. Los valores son la media de tres réplicas y las barras verticales representan la

desviacion estandar.

Con respecto al efecto del NaClO, el dia 0, hay una reduccién en la

ppblacién de 1.5 Log UFC/unidad. Los dias posteriores, la poblacion disminuye
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gradualmente. Al dia 21, la poblacién cae drasticamente hasta niveles no
detectables. Un efecto similar, pero mas drastico se observa con el uso del AEN, a
una concentracion de 200 ppm, la poblacion disminuye 4.8 Log UFC/unidad y al
finalizar el periodo de almacenamiento, la poblacién de Salmonella disminuye hasta
niveles no detectables. EI NaClO, presenta un efecto similar al del AEN en la
reduccion de la poblacion del patégeno, sin embargo, para alcanzar los mismos
niveles de reduccion se requiere de 21 dias de almacenamiento, cuando el AEN
requiere de 7 dias. Estadisticamente no se encuentran diferencias entre el efecto
residual de ambas soluciones en la reduccion de la poblacién de los
microorganismos en el dia 21 de ambos tratamientos. Los tratamientos realizados
para la reduccion de la poblacion de ambos microorganismos patdégenos indican
que estadisticamente, a partir del dia 14, no se encuentra una diferencia

significativa entre el efecto antimicrobiano del AEN y NaCIO.

Los resultados anteriores muestran que solo la poblacidn de Listeria
monocytogenes no pudo reducirse hasta niveles no detectables, debido al caracter
psicrotrofo de este microorganismos que le permite sobrevivir y crecer a esta
temperatura que resultaba ser una barrera mas que desempefaba un papel
importante en el mantenimiento de la poblacién microbiana. Gooodburne, C., y
Wallace, C. en el 2013, atribuyen que la no completa inactivacién de los
microorganismos después de un tratamiento de desinfeccion y almacenamiento
puede ser debido a que algunas cepas de las bacterias colonizan mejor una
superficie que otras, tejidos dafados producido después del tratamiento y la
madurez de la hortaliza o fruta. Durante el almacenamiento los microorganismos
pueden colonizar y formar biopeliculas que las protege de algun efecto residual o

de las condiciones de almacenamiento (tiempo y temperatura).

Como es mencionado por Goméz-Lopez et al., en el 2008, uno de los
propésitos de los tratamientos de desinfeccion de las frutas y hortalizas frescas es

reducir la poblacion inicial del producto. Asumiendo que la poblacién microbiana

116



que se encuentra después de la descontaminacion, presentara una misma tasa de
crecimiento o mas lenta comparada con los productos que no fueron tratados, por
lo que la vida de anaquel sera prolonada, al menos desde el punto de vista

microbiolégico.

Un estudio realizado por Koseki y Itoh, (2001) desinfectaron lechuga y col
con agua electrolizada y almacenaron los productos a 5°C. la mayoria de las
bacterias tratadas con agua electrolizada mostraron una tasa de crecimiento rapido
y una fase lag mas corta comparadas con las que fueron tratadas solo con agua
destilada. Un efecto similar ocurrio en el caso de L. monocytogenes, que al finalizar
el periodo de almacenamiento, hubo un aumento en la poblacién, de acuerdo con
estos autores, esto puede ser atribuido a que durante el tratamiento de desinfeccién
se produjo algun dafo a la integridad del producto lo que permitié que hubiera un
facil acceso a nutrientes y a sitios de proteccion. De esta manera, el proceso de
desinfeccion no solo resulta inutil, sino contraproducente para la inocuidad y

estabilidad del producto.

Es posible que las condiciones de almacenamiento como la temperatura
desempenie un papel importante en el éxito de los tratamientos de desinfeccién. Los
tratamientos realizados con AEN y NaCIO no pudieron reducir hasta niveles no
detectables la poblacion de L. monocytogenes en comparacion con la poblacién de
Salmonella que su poblacién se redujo hasta niveles no detecatbles. Se ha
reportado que temperaturas de almacenamiento entre 1 y 4°C pueden mantener la
poblacién bacteriana en cuentas bajas comparadas con el control. Mientras que
temperaturas de 5 y 8°C puede incrementar las cuentas bacterianas que las del
control. En general, se puede sugerir que las bajas temperaturas son un factor muy
importante para evitar que la poblacion bacteriana en productos tratados con los
agentes desinfectantes alcancen cuentas altas comparadas con el control, como en

el caso de Salmonella.

117



VIIl. CONCLUSIONES

El lavado con agua destilada tiene un minimo impacto en la microflora natural y
en la poblacion de microorganismos patdégenos al disminuir como maximo 2 Log
UFCl/unidad. Sin embargo, este paso es indispensable porque puede reducir la

poblacion microbiana.

Las células libres o planctonicas son mucho menos resistentes que las

células adheridas, siendo estas hasta 100 veces mas resistentes.

El efecto desinfectante de AEN sobre tomate, aguacate y esparrago a una
concentracion de 200 ppm y de NaClO (120 ppm), aplicados por 1 min de contacto,

son equivalentes en su efecto antimicrobiano reduciendo 3 Log.

El efecto antimicrobiano del AEN y NaCIlO sobre Listeria monocytogenes y
Salmonella bajo las mismas condiciones (200 ppm aplicado por 1 min) son

equivalentes.

Con respecto a la vida de anaquel del tomate almacenado por 21 dias, se
observé que la temperatura desempefid un papel importante en la reducciéon de la
poblacién del microorganismo patégeno. EI AEN fue capaz de mantener la
poblaciéon de Listeria monocytogenes y Salmonella con cuentas bajas por debajo
del nivel de deteccion (1 Log) por 21 dias a 4 °C, mientras que el NaCIO no mostro

este efecto.

Para todos los experimentos, a excepcion de vida de anaquel, se observd

que Salmonella spp. es mas resistentes que Listeria monocytogenes.

Se demostré6 que el AEN puede ser una buena alternativa al uso del

hipoclorito de sodio para la desinfeccion de frutas y hortalizas en fresco.
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Se requieren mas estudios para determinar si el AEN tiene efecto adversos

en la calidad visual y de textura en los productos en fresco.

Esta investigacion permitira el estudio de nuevas tecnologia emergentes que
combinen el AEN con otros desinfectantes u otros métodos alternativos que
permitan aumentar la capacidad de alcanzar mayores reducciones microbianas, asi
como, el uso de detergentes que permitan remover de manera mas facil los
microorganismos patdgenos con el proposito de mantener la inocuidad de estos

productos.
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VIIl. ANEXOS

Cuadro A1 Reducciones en la poblacion de la microflora de productos en fresco

tratadas con NaClO 120 ppm a temperatura ambiente (23+£2°C)

Tomate Aguacate Esparrago
Tiempo Microorganismo Reduccién Reduccién Reduccién
(min) Indicador (Log (Log (Log
UFC/unidad) UFC/unidad) UFC/unidad)
1 HyL 2.15+0? 1.380.01° 1.94+0.02%°
3 1.68+0° 1.92+0.33° 2.3820.4°
5 1.62+0° 0.92+0.33° 1.38+0.35°
1 BMA 3.4120° 1.97+0.01°° 1.960%0.5°
3 4.25+0.30° 0.06+0.27¢ 0.83+0.83"
5 4.29+0.15° 1.73+0.06° 1.67+0.04°°
1 CT 1097+0° 950+0° 1079°
3 1097+0° 1089+0° 1097°
5 1097+0° 1089+0° 1077°

Reduccion (Log UFC/unidad) estdan reportadas como la media de las
determinaciones por triplicado * desviacion estandar. @°° Valores que no estan
conectados por la misma letra son estadisticamente diferentes, segun la prueba de

Tukey con p<0.05.
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Figura A1. Células viables libres de L. monocytogenes después del tratamiento con
diferentes concentraciones y tiempos de exposicion de AEN. Los valores son la

media de tres replicas y las barras verticales representan la desviacion estandar.
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Figura A2. Células viables libres de L. monocytogenes después del tratamiento con
diferentes concentraciones y tiempos de exposicion de NaClO. Los valores son la

media de tres replicas y las barras verticales representan la desviacién estandar.
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Figura A3. Células viables libres de Salmonella spp. después del tratamiento con
diferentes concentraciones y tiempos de exposicion de AEN. Los valores son la

media de tres replicas y las barras verticales representan la desviacién estandar.
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Figura A4. Células viables libres de Salmonella spp. después del tratamiento con

diferentes concentraciones y tiempos de exposicion de NaCIO. Los valores son la

media de tres replicas y las barras verticales representan la desviacién estandar.
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X. ABREVIATURAS

Unidades de medicién y del Sistema Métrico
cm: centimetros

cm?: centrimetros cuadrados
g: gramo

h: horas

ha: hectarea

L: litros

mg; miligramos

min: minutos

mL: mililitros

mm: milimetros

nm: nanometros

°C: grados centigrados

S: segundos

ton: toneladas

Mm: micrometro

Log: Logaritmo

mg/L: miligramos por litro
mM: miliMolar

mV: milivolts

Ppm: partes por millon (mg/L)
rpm: revoluciones por minuto
ton/ha: toneladas por hectarea

v/v: volumen/volumen

Férmulas quimicas e iones
Aniones

CI': Cloruro 1-

CIO™: Hipoclorito 1-
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OH": Hidroxi 1-

Cationes

H*: Hidrogeno 1+
K" : Potasio 1+
Mg**:Magnesio 2+
Na": Sodio 1+

Compuestos quimicos

Cly: Cloro

HCI: Acido clorhidrico

HCIO: Acido hipocloroso

KoHPO,: Fosfato de potasio dibasico
NaCl: Cloruro de sodio

NaClO: Hipoclorito de sodio

NaOH: Hidroxido de sodio

O,: Oxigeno

0O3: Ozono

AE: Agua electrolizada

AEA: agua electrolizada acida

AEAc: Agua electrolizada alcalina

AEac: Agua electrolizada ligeramente acida

AEN: Agua electrolizada neutra

ATP: Adesin trisfosfato

BMA: Bacterias mesofilicas aerobias

CB: Concentracion bactericida

CCI: Centro de Comercio Internacional

CDC: Centro de Control y prevencién de Enfermedades (por su siglas en inglés:
Centers for Disease Control and Prevention)

CIDETEQ: Centro de Investigacion y Desarrollo Tecnoldogico del Estado de

Querétaro
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CT: Coliformes totales

DNA: Acido desoxirribonucleico (por su siglas en inglés: Deoxyribonucleic acid)

EC: Medio de cultivo E. coli

EPA: Agencia de Proteccién Ambiental (por sus siglas en inglés: Environmental
Protection Agency)

ETA’s: Enfermedades transmitidas por alimentos

FAO: Organizacion de las Naciones Unidas para la alimentacién y la Agricultura
(por su siglas en inglés: Food and Agriculture Organization of the United Nations)
FDA: administracion de alimentos y medicamentos (por si siglas en inglés: Food
and Drug Aministration)

HyL: Hongos y Levaduras

LB: Medio de cultivo Luria Bertani

N.D: No detectable

NEW: Neutral electrolyzed water

NMP: Numero mas probable

OMS: Organizacion Mundial de la Salud (WHO por su siglas en inglés: World
Health Organization)

Redox: potencial de 6xido-reduccion.

RNA: Acido Ribonucleico

SAGARPA: Secretaria de Agricultura, Ganaderia, Desarrollo Rural, Pesca y
Alimentacion

SH: Sodium hypochlorite

SIAP-SAGARPA: Servicio de Informacion Agroalimentaria y Pesquera- Secretaria
de Agricultura, Ganaderia, Desarrollo Rural, Pesca y Alimentacion

SIDA: Sindrome de inmodeficiencia adquirida

TLCAN: Tratado de Libre comercio de América del Norte

UFC: Unidad formadora de colonias

UFC/mL: Unidades formadoras de colonia por mililitro

UV: ultravioleta

XLD: Medio de cultivo Xilosa-Lisina-Desoxicolato
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