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RESUMEN

Existen microorganismos patdgenos que tienen la capacidad de adherirse a
superficies tanto de acero inoxidable, teflon, vidrio e incluso de alimentos en forma
de biopeliculas. Las biopeliculas representan importantes problemas en la industria
alimentaria, ya que pueden generar perjuicios en la salud, en las operaciones y
procesos. La tendencia actual en el consumo de alimentos frescos aumenta la
preocupacion por tener una desinfeccidbn adecuada que garantice la calidad e
inocuidad para el consumo humano. Varios estudios han demostrado que el agua
electrolizada es efectiva para reducir e inactivar microorganismos deterioradores y
patdgenos en diversas superficies. El objetivo de este trabajo fue estudiar el efecto
antimicrobiano del AEN en células libres y biopeliculas de Listeria monocytogenes
Scott A y EGDe en superficies de acero inoxidable, jitomate y aguacate. Se
inocularon placas de acero inoxidable y los vegetales con L. monocytogenes para
después ser expuestos al AEN a diferentes tiempos y concentraciones, asi como la
eliminacién de la flora nativa. La concentracién efectiva para llegar a niveles no
detectables para L. monocytogenes Scott A en células libres fue 150 ppm y para
biopeliculas en acero inoxidable de 400 ppm, en el caso de L. monocytogenes
EGDe para células libres fue 30 ppm y para biopeliculas en placas de acero
inoxidable de 70 ppm, para el jitomate se obtuvo eliminacién de flora asociada a
partir de 70 ppm, y para aguacate a 200 ppm. Para aguacate y jitomate
inoculados con L. monocytogenes EGDe fue de 300 y 70 ppm respectivamente y
para L. monocytogenes Scott A fue de 500 y 200 ppm respectivamente. Se
considera que el AEN es una alternativa viable para utilizarse como agente
sanitizante en la limpieza y desinfeccion de superficies y alimentos.



1. ANTECEDENTES

1.1 Biopeliculas formadas por bacterias

Existen microorganismos patdgenos tales como Salmonella enteritidis, Vibrio
cholerae, Escherichia coli 0O157:H7, Staphylococcus aureus y Listeria
monocytogenes capaces de adherirse y crecer sobre superficies en contacto con
ellos formando biopeliculas. Esto es de suma importancia en la industria de
alimentos ya que representa un importante problema que dificulta y perjudica las
operaciones y procesos (Naviay col., 2010).

Recientes hallazgos sugieren que los microorganismos adheridos pueden ser mas
resistentes a compuestos sanitizantes que su forma libre. Considerando que las
células viables permanecen en forma de biopelicula y son transferidas a los
alimentos, se puede ocasionar un importante impacto negativo en la calidad de

almacenamiento y seguridad de los alimentos (Hood y Zottola, 1995).

1.2 Definicién

La biopelicula es un conjunto de células microbianas asociadas a una superficie
embebidas en una matriz de sustancia polimérica extracelular (SPE) (Donlan,
2002). Estas sustancias protegen a los microorganismos formadores de la
biopelicula de los agentes antimicrobianos, evitan la deshidratacion y refuerzan la

resistencia de la biopelicula al estrés ambiental (Carpentier y Cerf, 1993).

1.3 Caracteristicas de las biopeliculas

Las biopeliculas son heterogéneas, contienen microcolonias de células bacterianas
envueltas en una matriz de SPE. Las SPE pueden contener polisacaridos,
proteinas, fosfolipidos, acidos nucleicos y otras sustancias poliméricas hidratadas
(Chimielewski y Frank, 2003). En las SPE se puede encontrar de un 50-90% del
carbono organico total de la biopelicula y se puede considerar el material principal
de la matriz. Estas sustancias pueden variar en las propiedades fisicas y quimicas,
ademas estan altamente hidratadas ya que pueden incorporar grandes cantidades

de agua en su estructura por enlaces de hidrégeno (Sutherland, 2001).
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1.4 Caracteristicas de la superficie

La superficie solida que puede estar en contacto o no con los alimentos puede
tener varias caracteristicas que son importantes en el proceso de fijacion de los
microorganismos. Characklis y col. (1990), sefalaron que la extension de la
colonizacion microbiana parece aumentar a medida que aumenta la rugosidad de la
superficie. Las propiedades fisicoquimicas de la superficie también pueden ejercer
una fuerte influencia en la velocidad y el grado de fijacion. La mayoria de los
investigadores han encontrado que los microorganismos se pueden fijar mas
rapidamente a las superficies hidrofobas no polares tales como el teflon y otros
plasticos que a los materiales hidrdfilos tales como vidrio o metales (Donlan, 2002).
Las células bacterianas generalmente tienen una carga negativa en su pared
celular. Sin embargo, la magnitud de la carga varia de cepa a cepa y
probablemente esté influenciado por las condiciones del cultivo (Gilbert y col 1991)
Para medir la carga superficial neta, los investigadores han utilizado la movilidad

electroforética y cromatografia de interaccion electrostatica (Pedersen, 1980).

1.5 Pre acondicionamiento de la superficie

Cuando un liquido que contiene microorganismos estd en contacto con una
superficie, el primer evento que puede ocurrir es la absorcién de moléculas en la
misma, lo cual es generalmente conocido como “acondicionamiento de la
superficie”. Este contacto da como resultado una modificacién quimica la cual
puede afectar la velocidad y el grado de fijacion microbiana. Al parecer los
residuos de alimentos remanentes en las superficies que no fueron limpiadas
adecuadamente pueden proporcionar nutrientes para los microorganismos que se
adhieren (Helke y col., 1993).

Ciertos microorganismos también pueden acondicionar la superficie al ser los
primeros en adherirse llamados “colonizadores primarios”, los cuales al estar
presentes pueden permitir que otras bacterias se adhieran (Hood y Zottola, 1995).
La presencia de la pelicula de acondicionamiento altera la energia libre superficial,

la carga electrostatica y la hidrofobicidad de la superficie, sin embargo la formacion



de esta pelicula no es necesaria para que ocurra el ataque microbiano (Kumar y
Anand, 1998).

1.6 Etapas de formacién

El proceso de adhesion de microorganismos a superficies es complejo ya que
intervienen diversas variables que afectan el resultado. Dicho proceso se inicia con
la adherencia de células a la superficie, formando microcolonias por la activacion
de sus genes, con la produccién de SPE y una subsecuente maduracién de la

biopelicula (Figura 1).

FORMACION DE BIOPELICULA:

ADHESION COLONIZACION CRECIMIENTO

o

OSOSNDB RSN o ooq’b

Figura 1. Etapas de formacién de la biopelicula (Montana State University, 2012).

1.6.1 Adhesion

El mecanismo de adhesion al sustrato puede ser activo o pasivo dependiendo de la
motilidad de las células. Una adhesion pasiva se da por la gravedad, difusion y
dindmica del fluido. En una adhesion activa la superficie de la célula bacteriana
facilita el proceso. Los flagelos, permiten la movilidad de las células hasta el sitio

especifico de adhesion y los pili, proteinas de adhesion, capsulas y carga de las



superficies facilitan el proceso de agregacién y adhesién (Chimielewski y Frank,
2003).

1.6.1.1 Adhesion reversible

Las células individuales se adhieren a la superficie. Esta fase es reversible y las
células pueden dejar la superficie y volver a su forma libre, mientras la biopelicula
crece, las microcolonias y los canales de agua se forman. Las fuerzas de largo
alcance como las de van der Waals, electrostaticas e hidrofobicas estan
involucradas en este tipo de adhesion, en este punto las células pueden ser
removidas por enjuague (Agle, 2007).

1.6.1.2 Adhesion irreversible

Después de la adhesidén inicial los organismos pueden mantener contacto con la
superficie, con lo que se origina la adhesion irreversible y el crecimiento de la
biopelicula. Esta adhesion esta mediada por fuerzas de corto alcance como las
interacciones dipolo-dipolo, enlaces de hidrégeno, i6nicos y covalentes asi como
interacciones hidrofobicas. Después de una unién irreversible no es posible eliminar
la biopelicula por enjuague. Sin embargo, las células se pueden eliminar por
frotacién. La transicion de las interacciones débiles a fuertes con la superficie se

genera mediante la produccion de SPE (Kumar y Anad, 1998).

1.7 Modelos de la biopelicula
Varios modelos se han propuesto para explicar el desarrollo y las propiedades de

las biopeliculas. Algunos de estos modelos se describen a continuacion:

1.7.1 Teoria de monocapa de la biopelicula

Es la primera teoria que describe la estructura de la biopelicula, es un modelo
continuo, que describe a éstas como lisas, planas y homogéneas (Chimielewski y
Frank, 2003)



1.7.2 Teoria estructural en tercera dimensién
El modelo de Kreft describe a las biopeliculas como un mosaico heterogéneo
conformado por microorganismos agrupados sostenidos por sustancias poliméricas

extracelulares (Bishop, 1997).

1.7.3 Teoria actual

Se basa principalmente en la evidencia entregada por el microscopio de barrido
con laser confocal. Este instrumento ha permitido visualizar una estructura como un
hongo en la biopelicula con estructuras aéreas denominadas torres, pedestales y
canales de agua. La porcion méas elevada es el hongo formado por un tallo estrecho
penetrado por canales. Este modelo propone que el crecimiento celular en la
periferia es mas rapido y lento en el interior. Se ha demostrado que el rango de la
porosidad de las biopeliculas maduras en la parte superior es de 89% y del 5% en
la capa del fondo, lo cual confirma este modelo (Zhang y Bishop, 1994).

1.8 Resistencia de la biopelicula a antimicrobianos

Las biopeliculas son mas resistentes que las células libres a los antimicrobianos
como antibidticos y desinfectantes, ademas exhiben mayor resistencia a la luz UV.
Este incremento en la resistencia se puede deber a la penetracion retardada del
antimicrobiano a través de la biopelicula, ocasionada por las SPE de la misma. Las
SPE representa una barrera difusional para las moléculas del antimicrobiano,
influyendo ya sea en la velocidad de transporte de la molécula al interior de la
biopelicula o en la reaccién que se tenga con el material de la SPE (Donlan y
Costerton, 2002).

1.9 Listeria monocytogenes

L. monocytogenes es una bacteria Gram positiva, no esporulada, anaerobia
facultativa, es psicotrépica y puede crecer en temperaturas de refrigeracion (-0.4 a
45 °C) y en un rango de pH (4-9). Este microorganismo esta muy extendido en la
naturaleza y se puede encontrar en muchos ambientes, tales como heces, agua,

suelo, aguas residuales (Chengchu vy col., 2006).
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Segun un informe de la CDC (2011) Listeria monocytogenes es considerado como
uno de los seis microorganismos patégenos mas importantes relacionados con
enfermedades transmitidas por los alimentos. Su ingestidon puede provocar serios

problemas en humanos especialmente en personas inmunocomprometidas.

1.9.1 Listeriosis

La listeriosis es una enfermedad transmitida por alimentos, que presenta una
incidencia relativamente baja, sin embargo su tasa de letalidad es alta en
comparacién con otros patégenos alimentarios siendo esta del 12.8%, como se
observa en el Cuadro 1.

Cuadro 1. Numero e incidencia de casos confirmados en laboratorio de infeccién
por bacterias y parasitos patdogenos, hospitalizaciones y muertes (CDC, 2011).

Clases Hospitalizaciones Muertes Objdeélvo Objdeélvo
Patogeno salud salud
N° | Incidencia | N° % | N° ;?:ﬁdgz nacional | nacional
2010 2020
Bacterias
Campilobacter 6365 13.6 928 146 8 0.1 12.3 85
Listeria 125 0.3 112 896 16 128 0.24 0.2
Salmonella 8256 17.6 2290 217 29 0.4 6.9 11.4
Shigela 1780 38 333 187 0 0
STEC O157 442 0.9 184 416 2 0.5 1 0.6
STEC no-0157 431 1 69 15.3 1 0.2
Vibrio 193 0.4 45 233 6 3.1 0.2
Yersinia 139 0.3 32 327 1 0.6 0.3
Parasitos
Crystosporidium 1290 2.8 234 181 5 04
Cyclospora 28 0.1 0 0 0 0
Total 19089 4257 68

La listeriosis puede provocar meningitis, bacteremia, septicemia, aborto
involuntario. La mujer embarazada, fetos, recién nacidos y los individuos
inmunocomprometidos son los mas susceptibles a la bacteria. La dosis efectiva
estimada varia con la cepa de L. monocytogenes y el huésped, pero la ingestion de
menos de 1000 células se considera suficiente para causar la enfermedad (Martin y
Fisher, 1999).



Muchos paises como Estados Unidos de América, tienen tolerancia cero para la
contaminacion con L. monocytogenes. Por lo tanto, tal contaminacion con este
microorganismo es de gran preocupacion econdémica para la industria de
elaboracion de alimentos, incluso si la bacteria no puede crecer en un producto
particular, o si se encuentra sélo en pequefias cantidades. Los brotes de listeriosis
se han relacionado principalmente con el consumo de productos listos para su
consumo los cuales son  productos que se consumen sin tratamiento térmico

previo por parte del consumidor (Moretro y Langsrud, 2004)

1.9.2 Persistencia de Listeria monocytogenes en el procesamiento de alimentos

Las materias primas, ingredientes, agua, personas, animales y equipos son fuentes
potenciales para la introduccion de L. monocytogenes en el ambiente del
procesamiento de alimentos (Kelthariou, 2002).

Cepas persistentes de L. monocytogenes han sido aisladas de las superficies del
procesamiento de alimentos, aun después de la limpieza y desinfeccion, ya que
existen ciertas piezas del equipo que son dificiles de desinfectar. Se ha reportado
gue pueden persistir en el medio de procesamiento de alimentos durante periodos
prolongados de tiempo, incluso por mas de 10 afios. La bacteria tiene la capacidad
de adherirse a los materiales utilizados en la industria alimentaria. La adhesion y la
formacion de biopeliculas son dependientes de diversos factores tales como la
cepa, temperatura, pH, la nutricion, la presencia de otras bacterias y el tipo y

condicion de la superficie (Tompkin, 2002).

1.10 Antimicrobianos utilizados contra biopeliculas de Listeria monocytogenes

En afos recientes se han generado nuevas estrategias para evitar la adherencia y
formacion de biopeliculas de L. monocytogenes. La mayoria de estas estrategias
se basan en la modificacién de la superficie para inhibir la adhesion, tal como la
adsorcion de proteinas antimicrobianas como la nisina y la lisozima. Otros métodos
gue han sido probados contra las biopeliculas son la radiacion ultravioleta y el agua

electrolizada (Mori y col., 1997).



1.11 Agua electrolizada

El agua electrolizada es un nuevo sistema antimicrobiano que ha sido utilizado en
Japon durante afios y muestra una gran aplicacion sobre gran variedad de
microorganismos deterioradores y patégenos. Asi mismo ha cobrado interés en los
ultimos afios, como un desinfectante utilizado en diversas areas como la
agricultura, la odontologia, la medicina y sobretodo en la industria alimentaria (Hsu,
2005).

1.11.1 Caracteristicas

El agua electrolizada tiene el potencial de ser mas eficaz y barata que los agentes
de limpieza tradicionales. La mayor de sus ventajas en la inactivacion de
microorganismos patégenos es su menor impacto adverso sobre el medio
ambiente y en la salud de los usuarios, debido a la ausencia de riesgo por
productos quimicos afiadidos en su produccion (Moriy col., 1997).

1.11.2 Produccion

El agua electrolizada se produce al hacer pasar una solucion de sal (NaCl) diluida a
través de una celda electrolitica, donde el anodo y el catodo estan separados por
una membrana (Figura 2). Al someter los electrodos a una corriente, los iones
cargados negativamente, tales como CI" e OH™ en la solucién diluida de sal se
mueven al anodo para ceder electrones. Los iones negativos, se convierten en 0o,
Cl,, HOCI" , &cido hipocloroso y HCI, mientras que los iones cargados
positivamente, tales como H* y Na* se mueven hacia el catodo a tomar electrones y
se convierten en H, y NaOH (Huang y col., 2008).

Se producen simultaneamente dos tipos de agua el agua electrolizada acida (AEA)
y el agua electrolizada alcalina. El AEA con un pH bajo (2.3 a 2.7), de alto potencial
oxido-reduccion (>1000 mV), oxigeno disuelto y que contiene alta concentracion de

cloro.
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Figura 2. Esquema del generador de agua electrolizada y compuestos producidos
(Huang y col., 2008).

En el catodo se produce agua electrolizada alcalina, con un pH alto (10 a 11.5),
hidrégeno disuelto y bajo potencial de oxido-reduccion (-800 a -900 mV) (Hsu,
2005).

El agua electrolizada neutra (AEN) se genera como AEA, pero parte del producto
obtenido en el anodo se redirige a la camara del catodo. Esto produce una solucion
neutra (pH ~8) en el que los reactivos biocidas principales son HOCI, CIO" vy
O,. Debido a supH neutro, el AEN no contribuye tan agresivamente como el
AEA ala corrosién de los equipos de procesamiento o irritacion de las manos,

siendo ademas mas estable (Ayeba y Hung, 2005; Len y col., 2002).

1.11.3 Mecanismos de accion

Las bacterias generalmente crecen en un rango de pH de 4 a 9. Las bacterias
aerobias crecen favorablemente en un rango de potencial oxido-reduccion (POR)
de 200 a 800 mV, mientras que la anaerobias crecen en un rango de -700 a -200
mV.



El alto POR en el agua electrolizada puede causar la modificacion de flujos
metabdlicos y la produccion de ATP, probablemente debido al cambio en el flujo de
electrones en las células. Un pH bajo puede sensibilizar a la membrana externa de
las células de las bacterias y permitir la entrada de hipoclorito (McPherson, 1993).
El hipoclorito es el compuesto mas activo del cloro, puede matar a la célula
microbiana a través de la inhibicion de la oxidacién de la glucosa o por la oxidacién
a través del cloro de los grupos sulfhidrilo de algunas enzimas importantes en el
metabolismo de carbohidratos. Otros mecanismos propuestos de accién del cloro
son: (1) Interrupcion de la sintesis de la proteina, (2) descarboxilacion oxidativa de
los aminoacidos a nitritos y aldehidos, (3) reacciones con &cidos nucleicos, purinas
y pirimidinas, (4) desequilibrio del metabolismo después de la destruccion de las
enzimas clave, (5) induccion de lesiones en el ADN con la consecuente pérdida de
la capacidad de replicacién, (6) inhibicién, de la absorciébn de oxigeno y la
fosforilaciébn oxidativa, junto con las fugas de algunas macromoléculas, (7)
formacion de N-cloro téxico derivado de la citosina y (8) creacion de aberraciones
cromosomicas (Marriott y Gravani, 2006).

Len y col. (2002), reportaron que la concentracion relativa de cloro molecular
acuoso, HOCI, ion hipoclorito (OCI) y cloro gas (Cl;) eran los factores que
explicaban la potencia bactericida del agua electrolizada (AE). A un pH de 4, el AE
con la concentracion maxima de HOCI, tenia la actividad microbicida méaxima. Park
y col. (2004), investigaron los efectos del cloro y pH sobre la eficacia del agua
electrolizada en E. coli O157:H7 y Listeria monocytogenes. Se demostro que el AE
es muy eficaz para la inactivacion de ambos microorganismos en un amplio rango
de pH (2.6 - 7), si hay suficiente cloro libre (>2 mg/l).

El efecto antimicrobiano del agua electrolizada deriva de la accion combinada de la

concentracion de iones hidrégeno, del potencial de oxido-reduccion y del cloro libre.

1.12 Aplicacién del agua electrolizada en la industria de alimentos frescos
Las frutas y verduras representan parte esencial en la dieta a nivel mundial, es por
ello que los nutridlogos enfatizan en la importancia de un consumo de 5 porciones

de ellos al dia por los beneficios a la salud que presentan. Sin embargo, existen
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datos que sugieren que la proporcion de brotes de enfermedades relacionadas con
la ingesta de frutas y verduras son mayores en comparacion con otros alimentos.
La frecuencia con la que se han manifestado cuadros epidémicos ha puesto en
entredicho la inocuidad de productos no sometidos a procesamientos para reducir o
eliminar la carga microbiana.

Existen diversos factores que contribuyen a la presencia de microorganismos
patdgenos que se asocien a estos productos como lo son: riego con aguas
contaminadas, baja eficiencia en sistemas de desinfeccion para el control de
microorganismos en recepcién y lavado de frutas y hortalizas, condiciones
sanitarias del area de empaque, higiene de los trabajadores, canales de
distribucion distantes y complejos, y mal manejo en el almacén (Siller y col., 2002).
Aungue en México el consumo de alimentos frescos aun es bajo, resalta el gran
incremento en las exportaciones agropecuarias, que representd un avance del
9.9% a tasa anual, entre las mas importantes se encuentran el jitomate (51.2%),
aguacate (38.5%), y fresas frescas (36.7%) (INEGI, 2011). México es un pais
exportador de productos frescos y debe seguir lineamientos integrales de sistemas
de prevencion para atender las exigencias internacionales y obtener productos que
cumplan con las normas mas altas de calidad e inocuidad. Se han utilizado una
variedad de desinfectantes para reducir las poblaciones bacterianas en las frutas y
hortalizas. Sin embargo, ademas de su toxicidad potencial, se han mostrado
incapaces de eliminar completamente o inactivar los microorganismos en los
productos frescos lo cual obliga a la investigacion de desinfectantes alternativos y
sostenibles que garanticen la seguridad alimentaria y la calidad global nutricional
durante una adecuada vida de anaquel (Callejas y col., 2010).

El agua electrolizada neutra (AEN) ha demostrado su eficacia en diferentes
superficies vegetales para reducir microorganismos patdégenos como E. coli
0O157:H7, Salmonella enteritidis y Listeria monocytogenes (Deza y col., 2003).

El mantener la higiene y buenas practicas de sanidad en la industria de frutas y
hortalizas, es responsabilidad de todos los que estan involucrados en su proceso:
desde el que cultiva hasta el que lo pone a disposicion del consumidor final (Siller y
col., 2002).
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2. HIPOTESIS
El agua electrolizada neutra (AEN) representa una alternativa para el control

microbiano de células libres y biopeliculas de Listeria monocytogenes tanto en

superficies inertes como de alimentos.
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3. OBJETIVOS

3.1 General

Estudiar el efecto antimicrobiano del AEN en células libres y biopeliculas de Listeria
monocytogenes Scott A y EGDe en superficies de acero inoxidable, jitomate y

aguacate.

3.2 Especificos

1. Evaluar el efecto del agua electrolizada neutra sobre células libres de Listeria
monocytogenes Scott Ay EGDe.

2. Estudiar la formacion de biopeliculas de L. monocytogenes Scott A y EGDe
en placas de acero inoxidable.

3. Determinar el efecto del agua electrolizada neutra sobre biopeliculas de
Listeria monocytogenes Scott Ay EGDe.

4. Evaluar el efecto de la concentracion y tiempo de contacto del agua
electrolizada neutra en vegetales (jitomate y aguacate).

5. Estudiar el efecto del agua electrolizada neutra sobre alimentos (jitomate y
aguacate) inoculados con Listeria monocytogenes Scott Ay EGDe.

6. Determinar el efecto del agua electrolizada neutra sobre microorganismos

indicadores y de Listeria monocytogenes Scott A y EGDe.
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4. METODOLOGIA

4.1 Materiales

4.1.1 Materiales biologicos

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 nutricibn humana,

Universidad de lllinois en Urbana- Champaign, EUA.

4.1.2 Antimicrobianos

Agua electrolizada neutra, producida por el Centro de Investigacion y Desarrollo
Tecnologico del estado de Querétaro (CIDETEQ), sefialada en el resto del
documento como AEN1

Agua activada DESY® (Grupo Ecorus AEQ S.A. de C.V.)

Solucién de Hipoclorito de sodio (Cloralex® con 6% de cloro residual total) diluido a

120 ppm

4.1.3 Reactivos

Agar papa dextrosa (Difco) , agar para métodos estandar (Sigma Aldrich), agua
peptonada (Difco) al 10%, caldo bilis verde brillante (Sigma Aldrich), caldo lauril
soya tripticasa (Sigma Aldrich), cloranfenicol, suplemento selectivo para Listeria
modificada (Oxford), agua destilada, caldo LB (Difco), solucion salina 0.85% (Difco),
L-lisina 0.1 mM, buffer neutralizante (Difco), Buffer de fosfatos (50mM, pH 7, Difco).

4.1.4 EqQuipo

Centrifuga e Incubadora
Cuenta colonias (Leica).
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4.1.5 Alimentos
Jitomate variedad saladette y aguacate variedad Hass, sin lesiones fisicas
aparentes, de superficie firme y en estado de madurez 6ptimo fueron obtenidos de

manera comercial en la central de abastos de la ciudad de Querétaro, Qro., México.
4.2 Método

4.2.1 Activacion y preparacion del indculo de L. monocytogenes EGDe y Scott A

La cepa se conservé en chaquiras de vidrio a -70°C con una suspension que
contiene 10% (v/v) glicerol y 10% (v/v) leche como agentes criogénicos. Para su
activacion, se tom6 una conserva de L. monocytogenes EGDe y se coloc6 en 10
mL de caldo LB suplementado con cloranfenicol y se incubé por 24 h a 37° C en
agitacion a 180 rpm. Para la activacion de L. monocytogenes Scott A se utilizd
caldo soya tripticaseina y se incubé a las mismas condiciones que L
monocytogenes EGDe. Finalizado el periodo de incubaciéon se tomaron los 10 mL
del caldo de L. monocytogenes EGDe y se resuspendieron en 90 mL de caldo LB
suplementado con cloranfenicol incubandose por 24 h a 37° C en agitacion a 180
rom. Para L. monocytogenes Scott A el caldo no se suplementd. Al finalizar el
tiempo de incubacién, los 100 ml del caldo con la cepa se centrifugaron a 6500
rpm durante 15min, se removio el sobrenadante y las células se resuspendieron en
un mismo volumen solucion salina 0.85% estéril, y se centrifugd nuevamente para
lavar las células a las mismas condiciones. La pastilla se resuspendié en 5 mL de

la misma solucioén salina.

4.2.2 Preparacion de la superficie

4.2.2.1 Superficie de acero inoxidable

Se usaron placas de acero inoxidable tipo 304, grado No. 4 (pulido mecénico,
rugosidad promedio de 0.2 - 1.0 mm) de 2.54 cm de largo por 2.54 cm de ancho
con una superficie total de 6.45 cm?®. Antes de cada experimento, se lavaron con

agua destilada caliente, se cepillaron con un detergente anionico para remover
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cualquier material organico no deseado y se enjuagaron con agua destilada. Se
colocaron cuatro placas en una caja petri y se esterilizaron en autoclave por 15 min
a 121°C (Garcia y col., 2008).

4.2.3 Preparacion de las soluciones de tratamiento

Para el tratamiento con células libres se utilizaron concentraciones de 30, 70 y 150
ppm de cloro libre de agua electrolizada para Listeria monocytogenes Scott A y
EGDe.

Para el tratamiento con biopeliculas, se utiliz6 agua electrolizada neutra referida
como AEN1 a una concentracion de 4000 ppm de agentes oxidantes. EI AEN1 se
diluyo con agua desionizada estéril para tener concentraciones de 40, 100 y 400
ppm para Listeria monocytogenes Scott Ay concentraciones de 40, 70 y 150 ppm
para Listeria monocytogenes EGDe.

Para los tratamientos del disefio experimental se utiliz6 AEN1 con una
concentracion de 9,747 ppm de agentes oxidantes, la cual se diluyé a
concentraciones de 70, 100 y 200 ppm. El agua activada Desy® con 220 ppm de
agentes oxidantes, se diluy6 a concentraciones de 60y 100 ppm.

En el tratamiento con cloro, se utilizd una solucién de hipoclorito de sodio (NaClO)
comercial (Cloralex®) que se diluy6 con agua desionizada estéril a una

concentracion de 120 ppm.

4.2.4 Tratamientos en células libres

Se prepararon tubos de rosca con 9 ml de AEN1 a (30, 70 y 150 ppm) de agentes
oxidantes y un tubo con 9 ml de agua desionizada (HPLC) como control. Se utilizd
un inéculo de 9 log UFC por ml, preparado segun el apartado 4.2.1

Se coloco 1 ml del indculo a cada tubo de las soluciones de tratamiento y control.
Se evaluo el efecto de las concentraciones a los 3 y 10 minutos de tiempo de
exposicidn para células libres.

Transcurridos los tiempos de exposicion se tomd 1 ml de cada tubo de tratamiento
y se transfirid a 9 ml de solucion de amortiguador neutralizante Difco [que contiene

una mezcla de 0.0043% (p/v) fosfato monopotéasico, 0.016% (v/v) de tiosulfato de
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sodio y 0.5% (p/v) de aril sulfonato] durante 10 segundos para neutralizar el cloro
residual del agua electrolizada.

A continuacion se realizaron diluciones decimales sucesivas y se determiné el
numero de poblacién viable mediante el método de Miles-Misra (Miles y Misra,
1938) en placas de agar Oxford y LB para L. monocytogenes Scott A y L.

monocytogenes EGDe respectivamente.

4.2.5 Formacion de las biopeliculas

4.2.5.1 Adhesion y formacién de biopeliculas de Listeria monocytogenes EGDe y
Scott A

Las placas se inocularon con 100 pL del cultivo activado, resuspendido en una
solucién salina al 0.85%, se dispersaron en el area de tratamiento con asa de
platino estéril y se colocaron en contenedores con agua estéril cerrados para
mantener la humedad relativa de 100% y se incubaron a 37°C. Las placas
inoculadas se lavaron cada 24 h con 10 ml del amortiguador de fosfatos (50mM,
pH 7) y se alimentaron con 100 pL de medio de cultivo LB suplementado con
cloranfenicol para el caso de L. monocytogenes EGDe, para L. monocytogenes

Scott A el caldo no se suplementé.

4.2.6 Tratamiento de las biopeliculas con agua electrolizada neutra

Las biopeliculas de L. monocytogenes EGDe y Scott A al quinto dia de su
formacion se sumergieron en 15 mL de agua electrolizada a diferentes tiempos y
concentraciones, segun lo descrito en el disefio experimental. Para el tratamiento
control las biopeliculas se sumergieron en 15 mL de agua desionizada estéril,
posteriormente las placas tratadas se sumergieron en una solucion amortiguador
neutralizante (Difco) durante 10 segundos para neutralizar el cloro residual del agua
electrolizada. Las placas de tratamiento control se sumergieron directamente en la

solucién amortiguador neutralizante durante 10 segundos.
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4.2.7 Recuperacion de células formadoras de la biopelicula

Las células se recuperaron por frotacion con un hisopo estéril humedecido con
solucion salina 0.85% (p/v).

Se frotdé vigorosamente el area de tratamiento con el hisopo estéril de manera
vertical, horizontal y dos veces en forma diagonal y se introdujo en un tubo con 10
mL de solucion salina 0.85%, se homogeneiz6 en vortex por 1 minuto y se

realizaron diluciones seriadas.

4.2.8 Recuento de las células formadoras de biopeliculas

El recuento de la poblacién se realizo por la técnica de Miles-Misra (Miles y Misra,
1938), para la cual se tomaron 20 pL de la dilucidon correspondiente y se colocaron
en una caja Petri en agar LB suplementado con cloranfenicol y agar Oxford
suplementado para L. monocytogenes EGDe y Scott A respectivamente y se
incubaron por 24 horas a 37°C y posteriormente se contaron con cuenta colonias

(Leica). Los ensayos de recuento se realizaron por triplicado por cada dilucion.

4.2.9 Preparacion e inoculacion de alimentos frescos con L. monocytogenes EGDe
y Scott A

Los jitomates y aguacates de peso similar (130-160g para jitomate y de 180-192g
para el aguacate) y fueron almacenados a 5°C, hasta su experimento. Los
vegetales se sumergieron en una suspension microbiana con una concentraciéon de
10%° log UFC para L. monocytogenes EGDe y 10* log UFC para Scott A preparada
con 250 ml de peptona al 0.1% durante 30 minutos. Los vegetales se dejaron secar

en campana de flujo laminar durante 15 minutos.

4.2.10 Tratamiento de vegetales con agua electrolizada neutra

El vegetal se coloco en una bolsa estéril conteniendo 225ml de la solucion de
tratamiento (AEN1 a 70ppm y 200 ppm de cloro residual preparadas segun el
apartado 4.2.3) durante 3 minutos con agitacibn manual vigorosa, después se
enjuago con agua desionizada durante 1 minuto y se dejé secar en campana por 5

minutos para su posterior analisis.
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La poblacion inicial del vegetal se obtuvo mediante frotaciébn o agitacion manual
colocando el vegetal en 225 ml de agua peptonada al 0.1% dentro de una bolsa
estéril durante 5 minutos, Se realizaron las diluciones apropiadas de esta solucion y
se inocularon placas con medio selectivo segun la cepa, como se describe en el

siguiente apartado.

4.2.11 Analisis microbiologico de los vegetales

El alimento se colocé en 225 ml de peptona al 0.1%, siendo esta la solucion directa
dentro de una bolsa estéril frotando vigorosamente para la recuperacion de células
adheridas, después de ello se prepararon 6 diluciones seriadas tomando 1ml de la
solucion directa y transfiriéndolo a tubos con 9 ml de solucién salina al 0.85%. Se
inocularon placas de agar Oxford y LB (ambos suplementados segun el apartado
4.2.8) para L. monocytogenes Scott A y EGDe respectivamente, mediante la
técnica de Miles-Misra (Miles y Misra, 1938). Las cajas se incubaron durante 24
horas a 37°C.

4.3 Disefio experimental

4.3.1 Disefio experimental para evaluar el efecto bactericida de diferentes
sanitizantes en aguacate y jitomate.

Se realizé un disefio experimental para evaluar el efecto de los antimicrobianos
(hipoclorito de sodio, AEN1 y agua activada Desy®) sobre la superficie de
vegetales (aguacate y jitomate comprados en la central de abastos de la ciudad de
Querétaro, Qro.).

El disefio estadistico utilizado tomé en cuenta 4 factores, concentracion AEN 1 con
3 niveles, concentracion AEN Desy con 2 niveles, (NaCIlO) con 1 nivel y tiempo con
dos niveles (Cuadro 2). Para encontrar las concentraciones adecuadas de uso en

los alimentos estudiados, que permita la eliminacion de la poblacién bacteriana.
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Cuadro 2. Factores y niveles a evaluar en los tratamientos con jitomate y aguacate

Agente Concentracion de
Desinfectante cloro libre Tiempo
Agua 0 ppm
60 ppm
Des
Y 100 ppm 3 minutos
70 ppm
100 ppm
AEN1 200
m
PP 5 minutos
NaClO 120 ppm

Para todos los tratamientos indicados en el Cuadro 3 para jitomate y aguacate, se
siguio la siguiente metodologia.

El vegetal entero se colocd en una bolsa estéril (unidad experimental) con 225 ml
del antimicrobiano agitando vigorosamente (sin generar dafios mecanicos) durante
el tiempo de exposicibn marcado por el disefio experimental. Pasado el tiempo de
contacto el vegetal se sumergié en 225 ml de agua desinoizada en condiciones
estériles para neutralizar el cloro residual. Se dejo secar el vegetal en campana de
flujo laminar durante 5 min, seguido de esto se colocé con 225 ml de agua
peptonada dentro de bolsa estéril y se agitd vigorosamente durante 5 min.

Se realizaron diluciones seriadas tomando 1 ml de la solucion directa (agua
peptonada). El tratamiento control se realizd sustituyendo el agente desinfectante
con agua desionizada estéril y se expuso durante los tiempos de contacto
marcados por el tratamiento. La variable de respuesta fue la poblacién de

microorganismos detectada, después del proceso de sanitizacion.
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Cuadro 3. Tratamientos del disefio experimental para jitomate y aguacate.

Tratamiento Concentracion Tiempo
(Ppm) (min)
1 Control 5
2 100 Desy 5
3 120 NaCIO 3
4 100 Desy 3
5 60 Desy 5
6 Control 3
7 120 NaClO 5
8 60 Desy 3
9 200 AEN1 5
10 70 AEN1 3
11 70 AEN1 5
12 100 AEN1 3
13 200 AEN1 3
14 100 AEN1 5

4.3.2 Determinacion de bacterias mesdfilas aerobias (BMA)

Después de la inoculacion de las diluciones de las muestras preparadas segun el
apartado 4.3.1, en las cajas Petri, se agregaron de 12 a 15 ml del agar para
métodos estandar, siguiendo la técnica de vaciado en placa descrita en la NOM-

092-SSA1-1994. Se incubaron las cajas en posicién invertida durante 48 h a 37°C.

4.3.3 Determinacion de hongos y levaduras

Después de la inoculacion de las diluciones de las muestras preparadas segun el
apartado 4.2.9, en las cajas Petri, se agregaron de 12 a 15 ml del agar Papa
dextrosa 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.

21



4.3.4 Determinacion de coliformes totales por nUmero mas probable (NMP)

4.3.4.1 Prueba presuntiva

Se inocularon tres tubos del medio lauril sulfato triptosa conl ml de la muestra
preparada segun el apartado 4.2.9. Los tubos se incubaron a 35 + 0,5 °C por 24 + 2
horas, pasado este tiempo se observaron los tubos para ver formacion de gas, en
caso contrario se prolong6 la incubacion hasta 48 + 2 horas.

4.3.4.2 Prueba confirmativa

De cada tubo que mostré formacion de gas, se tomo6 una azada y se sembr6 en un
namero igual de tubos con caldo bilis verde brillante que se incubaron a 35 £ 0,5 °C
por 24 + 2 horas, si la formacién de gas no fue observada en este tiempo, se
prolongo la incubacion por 48 £ 2 horas.

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.
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Procedimiento para la
evaluacion de la
efectividad del agua
electrolizada neutra

v

. Anélis,is' Efecto del agua
microbiolégicos electrolizada
de jitomate neutra en:
Bacteria
mesobfilas Células libres de
aerobias Listeria
monocytogenes
Scott Ay EGDe
Coliformes Biopeliculas en
totales acero inoxidable
de Listeria
monocytogenes
Scott Ay EGDe
Hongos y
levaduras En indicadores

microbiolbgicos
en superficie de
Jitomate

Superficie de
jitomate inoculado
con L.
monocytogenes
Scott Ay EGDe

Figura 3. Esquema de actividades utilizando como modelo de estudio el jitomate
(realizado por Mercado Hurtado Martha Edith)
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Procedimiento para la
evaluacion de la
efectividad del agua
electrolizada neutra

\’

Analisis Efecto del agua
microbioldgicos electrolizada
de aguacate neutra en:
Bacteria
mesofilas Células libres de
aerobias Listeria
monocytogenes
Scott Ay EGDe
Coliformes Biopeliculas en
totales acero inoxidable
de Listeria
monocytogenes
Scott Ay EGDe
Hongos y
levaduras En indicadores

microbiolbgicos
en superficie de
aguacate

Superficie de
aguacate
inoculado con L.
monocytogenes
Scott Ay EGDe

Figura 4. Esquema de actividades utilizando como modelo de estudio el aguacate
(realizado por Bautista Bautista Yesenia)
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5. RESULTADOS

5.1 Efecto del agua electrolizada neutra sobre células libres de L. monocytogenes

Scott Ay EGDe.

( Se prepararon \

tubos de rosca con
9 mL de AEN1 a
30, 70 y 150 ppm.

\_

-

A cada tubo se
agreg6 1 ml de
in6culo con 9 log
UFC/mL

~N

r

Se evaluo el
efecto de las
concentraciones a
3y 10 min.

-

de Miles-Misra

\_

Se realizaron diluciones
sucesivas para determinar la
poblacién viable por el método

~

G J

N4

Transcurrido el \
tiempo se tomé 1
mL de cada tubo y
se transfirié a 9ml de
amortiguador
neutralizante
durante 10 s. )

Figura 5. Diagrama de flujo para la evaluacion del efecto de AEN1 sobre células

libres.

Hallazgos recientes han posicionado al agua electrolizada neutra como un

desinfectante efectivo contra microorganismos patégenos (Kim, 2000). El alto

potencial oxido-reduccion presente en este tipo de agua altera la membrana celular

externa, facilitando la transferencia de HOCI a través de la membrana, resultando

en una oxidacion adicional en reacciones intracelulares y en vias de respiracion

tales como el par redox glutation- glutation disulfuro (Liao y col., 2007).
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El uso del agua electrolizada neutra minimiza ademas los riesgos a la salud

humana y la corrosion de superficies, causados por el cloro, debido a su pH neutro.

L. monocytogenes Scott A (log UFC/mI)

1 T T T T T T T T
0 20 40 60 80 100 120 140 160

Concentracion AEN1 (ppm)

Figura 6. Cinética de células libres de L. monocytogenes Scott A

Como se puede observar en la grafica (Figura 6) para L. monocytogenes Scott A
se parti6 de un in6culo inicial de aproximadamente de 10 log UFC/mL y se obtuvo
una reduccion de alrededor de 7 log a una concentracion de 30 ppm de AEN1 a 3
min y de 6.4 log a 10 min. También se observa un incremento de alrededor de 1 log
a las 70 ppm en 3 min de contacto, presentando inhibicion total a partir de 150 ppm,

sin diferencia significativa a los 3 y 10 minutos de tiempo de contacto.
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Figura 7. Cinética de células libres de L. monocytogenes EGDe

En el caso de L. monocytogenes EGDe, se partié de un indculo de 8.2 log UFC/mL,
se encontré una mayor sensibilidad al AEN1 teniendo inhibicion total a partir de la
menor concentracién utilizada, siendo ésta de 30 ppm, teniendo el mismo

comportamiento independientemente del tiempo de exposicion (Figura 7).

5.2 Formacion de biopeliculas de L. monocytogenes Scott A y EGDe en placas de
acero inoxidable

Existen microorganismos patdégenos capaces de adherirse y crecer en superficies
en contacto con ellos como Salmonella enteritidis, Vibrio cholerae, Escherichia coli
0157:H7, Staphylococcus aureus y Listeria monocytogenes formando biopeliculas.
Esto es de suma importancia en la industria de alimentos ya que representa un
importante problema que dificulta y perjudica las operaciones y procesos (Navia y
col., 2010).
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Las placas se inocularon Se dispersaron en el

con 100 pL del cultivo area de tratamiento
activado resuspendido en / con asa de platino
solucion salina 0.85% estéril

) ~
Se incubaron a

37°C durante 5

‘ Se colocaron en

\,—‘ contenedores con

dias.
agua esteéril
T
Las placas inoculadas se lavaron
cada 24 h con 10 mL del ,
amortiguador de fosfatos (50mM, pH Las células se
7) y se alimentaron con 100 pL LB recuperaron por frotacién
para L. monocytogenes EGDe el ~/| conun hisopo humedo
medio LB fue suplementado con estéril con solucién salina
cloranfenicol 0.85% (p/v).
N
m Se homogenizé en vortex Se introdujo en un tubo con
| por 1 min y se hicieron ’4 10 mL de solucion salina
dilliciones seriadas. 0.85%

\/

El recuento de la
poblacién se realizé
por la técnica de
Miles-Misra

Figura 8. Diagrama de flujo para la formacion de biopeliculas de L. monocytogenes
Scott Ay EGDe.
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Se ha demostrado que los microorganismos adheridos pueden ser mas resistentes
qgue su forma libre a compuestos sanitizantes. Considerando que células viables
permanecen y son transferidas a los alimentos, puede ocasionar un importante
impacto negativo en la calidad de almacenamiento y seguridad de los alimentos
(Hood y Zottola, 1995).

Las placas de acero inoxidable fueron inoculadas con 2 cepas distintas de L.
monocytogenes, Scott A y EGDe, en condiciones controladas de tiempo y
temperatura, de tal forma que se pudiera favorecer la adhesion de dicho
microorganismo. La adhesién en las placas de acero de ambas cepas fue de 5.69
log para L.monocytogenes Scott A y 5.61 para L. monocytogenes EGDe después

de cinco dias (Cuadro 4).

Cuadro 4. Formacién de biopeliculas de L. monocytogenes Scott Ay EGDe en
placas de acero inoxidable.

Scott A 8.86 5.69
EGDe 8.23 5.61

5.3 Efecto del agua electrolizada neutra sobre biopeliculas de L. monocytogenes
Scott Ay EGDe.

Se siguio el Las biopeliculas de L. monocytogenes EGDe y
procedimiento de Scott A al quinto dia de su formacion se

formacién de sumergieron en 15 mL de AEN1 a diferentes

biopeliculas tiempos y concentraciones.

Se sumergieron en una solucion
neutralizante durante 10 s.

Figura 9. Diagrama de flujo para el tratamiento de biopeliculas de L.
monocytogenes Scott Ay EGDe en placas de acero.

29



Se utilizo el agua electrolizada neutra como desinfectante, para la eliminacion de
biopeliculas en placas de acero inoxidable en los dos tiempos, 3 y 10 min, los
cuales arrojaron comportamientos similares en las dos cepas.

Para L. monocytogenes Scott A se utilizé concentraciones de 40, 100 y 400 ppm de
AEN1. En 40ppm no hubo una disminucion significativa en ninguno de los dos
tiempos establecidos, la mayor efectividad del AEN1 se puede observar en 400ppm
en donde hay una inactivacion de cerca de 4 log a niveles no detectables tanto en 3

como en 10 min de exposicion (Figura 10).

L. monocytogenes Scott A (log UFC/cm?)

1 T T T T T
0 100 200 300 400 500

Concentracion AEN1 (ppm)

Figura 10. Cinética de biopeliculas de L. monocytogenes Scott A utilizando AEN 1

Para L. monocytogenes EGDe se utilizaron concentraciones menores de AEN1, 40,
70 y 150 ppm, por ser mas susceptible a los agentes desinfectantes debido a su
modificacion genética se puede observar un disminucion de 1.8 y 2.7 logen 3y 10
min respectivamente para la concentracion de 40 ppm y para el resto de las
concentraciones, 70 y 150 ppm, hay una inactivacion total en los 2 tiempos (Figura
11).
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Figura 11. Cinética de biopeliculas de L. monocytogenes EGDe utilizando AEN1

5.4 Evaluacién del efecto de la concentracién y tiempo de contacto del agua
electrolizada neutra en vegetales (jitomate y aguacate)

Los 2 vegetales, aguacate y jitomate, se sometieron a diferentes tratamientos con
diversos agentes desinfectantes a distintas concentraciones (AEN 1, AEN Desy,
NaCl y tiempo de exposicién) para evaluar su efecto mediante el disefio
experimental descrito y de esta manera encontrar las concentraciones adecuadas

de uso en los alimentos estudiados (Figura 12).
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Se realiz6 un disefo
experimental con 4
factores. Cuadro 2

Se coloco con
225 mL de agua
peptonada dentro
de bolsa estéril y
se agito
vigorosamente

Se realizaron
diluciones seriadas
tomando 1 mL de la

solucién directa

=

El vegetal entero se
coloco en una bolsa estéril
con 225 mL del
antimicrobiano agitando
vigorosamente durante el

tiempo de exposicion
marcado por el disefio
experimental
Se dej6 secar —
el vegetal en El vegetal se
campana de \ sumergio en 225 mL
flujo laminar ’_‘ de agua desinoizada
durante 5 min en condiciones
estériles para

neutralizar el cloro

residual

Se inocularon las cajas
Petri con 1 mL de cada
dilucién por el método
vaciado en placa para
BMAy HYL, y NMP
para coliformes totales

Figura 12. Diagrama de flujo del disefio experimental
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La poblacion inicial de BMA en el jitomate fue de 5.1 y 5.2 log UFC/unidad. En la
figura 13 se puede ver la poblaciébn de BMA con los distintos tratamientos a los 2
tiempos determinados. Para el tratamiento con agua, la poblacion de BMA fue de
4.3y 2.3 log, en 5y 3 min respectivamente. Solo present6 crecimiento en 5 min en
los tratamientos de Desy 100 ppm 2.2 log y Desy 60 ppm 3.4 log, en el tiempo de 3
min no se presentd crecimiento en ninguno de los tratamientos.
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Tratamiento

Figura 13. Poblacién de bacteria mesdéfilas aerobias (BMA) en jitomate después del
tratamiento de sanitizacion.

Para hongos y levaduras no hubo crecimiento en ninguno de los casos y para
coliformes totales 3.6 NMP/unidad con el tratamiento de agua en 5min, 460
NMP/unidad en NaClO 100ppm en 3 min y 15 NMP/unidad en AEN170ppm en 3
min.

Para el aguacate se encontré una poblacion inicial de BMA alrededor de 5.2 y 5.2
log UFC/unidad. Como se muestra en la figura 14 se obtuvo una poblacién de 4.4y

3.2 log UFC/unidad a los 3 y 5 min respectivamente, para el tratamiento con agua,
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a 60ppm de agua electrolizada Desy se obtuvo una poblaciéon de 2.2 log
UFCl/unidad a los 5 min, y a 100 ppm del mismo desinfectante se tuvo 2.2 log
UFC/unidad a los 3 min de contacto como resultado al tratamiento de desinfeccion.

Para el resto de concentraciones no se presentd poblacion en ninguno de los dos

tiempos.
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Figura 14. Poblacién de BMA en aguacate después del tratamiento de sanitizacion.

La determinacion de poblacion inicial para hongos y levaduras en aguacate fue de
2.1y 2.2 log UFC/unidad. La poblacion detectada en el tratamiento de Desy 60
ppm fue de 2.3 log y en AEN1 70ppm de 2.2 log. No se present6 crecimiento en el

resto de los tratamientos en ninguno de los 2 tiempos (Figura 15).
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Figura 15. Poblacion de Hongos y levaduras en aguacate después del tratamiento
de sanitizacion.

Los microorganismos coliformes totales detectados inicialmente en el aguacate
fueron aproximadamente 93 NMP CT/unidad. Se presentd poblacion después del
tratamiento de desinfeccion en 5 min en agua de 9.2, en AEN1 70ppm de 150 y
AEN1 100ppm de 1100 NMP CT/unidad y en 3 min en NaCIlO de 1100 y en AEN1
100 ppm de 11 NMP CT/unidad (Figura 16).
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Figura 16. Poblacion de coliformes totales en aguacate después del tratamiento de
sanitizacion.
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5.5 Efecto del agua electrolizada neutra sobre alimentos (jitomate y aguacate)

inoculados con Listeria monocytogenes Scott A y EGDe.

/EI vegetal se sumergio N Despuées el vegetal
en una suspension se dejo secar en
microbiana de campana de flujo

aproximadamente 10*°
log UFC/ml durante 30
min

/ Para el tratamiento con\

AEN1, el alimento se coloc6

/Posteriormente el \

vegetal se enjuago con en bolsa estéril con 225 mL
agua desionizada por 1 ‘ de ésta a 70, 100, 200, 300
min y se dejé secar en 1| y500 ppm durante 3 min

: con agitaciéon manual

campana por 5 min
K / vigorosa/

/

/Para obtener la \ Se realizaron 6

poblacion inicial, el diluciones sucesivas a

aguacate se coloco en —o /| partir de la solucién
225 mL de peptona al anterior

0.1% con frotacion

manual por 5 min ‘
\_ J e /\

Se inocularon placas con agar
Oxford y LB para L. monocytogenes
Scott Ay EGDe, respectivamente,
mediante la técnica de Miles-Misra

Las placas se
incubaron

durante 24 h a

37 °C.

J,

Figura 17. Diagrama de flujo para la evaluacion del efecto del AEN1 en vegetales
inoculados.
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El agua electrolizada neutra (AEN) ha demostrado su eficacia en diferentes
superficies vegetales para reducir microorganismos patdégenos como E. coli
0157:H7, Salmonella enteritidis y Listeria monocytogenes (Deza y col., 2003).

Por ello en el presente trabajo, se inocularon muestras de aguacate y jitomate, con
dos cepas distintas de L. monocytogenes, siendo éstas Scott A y EGDe, con la
finalidad de evaluar el efecto del AEN1 sobre esta contaminacion y determinar asi
la concentracion y tiempo de contacto recomendable para una desinfeccidon
adecuada de estos vegetales que permita su consumo seguro.

Se utilizaron concentraciones de AEN1 70, 100 y 200 ppm para ambos vegetales
y para aguacate se incluyeron dos concentraciones mas de 300 y 500 ppm para
las 2 cepas de L. monocytogenes, Scott A y EGDe, con un tiempo de exposicion
de 3 min.

Para el caso del jitomate se puede observar en la grafica (Figura 18) que la
adhesion de L. monocytogenes Scott A fue de 6.08 log UFC/unidad, habiendo una
disminucién importante de casi 3 log en la minima concentracion, 70 ppm, donde se
observa después un pequefio incremento de menos de 1 log a 100ppm y llegando

a niveles no detectables a 200 ppm.

W 0 OON®QO

L. monocytogenes Scott A {log UFC/unidad)

N o P on 1 Gppﬂ\ A ()0‘;)9“\ . o Qpﬂ\
Tratamiento con AEN1
Figura 18. Efecto del AEN1 en jitomate inoculado con L. monocytogenes Scott A a

3 min de tiempo de contacto.
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En el caso de L. monocytogenes EGDe la adhesion fue menor, siendo de 4.61 log
UFC/mL, la efectividad del AEN1 tuvo un efecto desinfectante mucho mayor, en

donde desde 70 ppm llega a niveles no detectables (Figura 19).

L. monocytogenes EDGe (log UFC/unidad)

P\d\\eé‘b“ 2090® &0099‘“ 10099‘“

Tratamiento con AEN1

Figura 19. Efecto del AENL1 en jitomate inoculado con L. monocytogenes EGDe a 3
min de tiempo de contacto.

La adherencia de Listeria monocytogenes Scott A en la superficie del aguacate fue
de 6.23 log UFC/unidad, teniendo una reduccion de aproximadamente 2.5 log a 70
ppm del AEN1, incrementandose de acuerdo al aumento en la concentracion,
excepto a 100 ppm. A 500 ppm se logro reducir hasta su limite deteccion (Figura
20).

La poblacién adherida de L. monocytogenes EGDe en la superficie de aguacate fue
de 4.75 log UFC/unidad, al igual que L. monocytogenes Scott A, la poblacion
disminuyo con el aumento de concentracion, exceptuando el resultado obtenido con
100 ppm, teniendo un incremento respecto a 70 ppm. El comportamiento fue muy
similar al obtenido con la otra cepa, teniendo reduccion hasta limites de deteccién a
300 ppm (Figura 21).
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Tratamientos en AEN1

Figura 20. Efecto del AEN1 en aguacate inoculado con L. monocytogenes Scott A
a 3 min de tiempo de contacto.

L. monocytogenes EDGe (log UFC/unidad)

1 T T T T T T
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Tratamientos con AEN1

Figura 21. Efecto del AEN1 en aguacate inoculado con L. monocytogenes
EGDe a 3 min de tiempo de contacto.
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6. DISCUSION

6.1 Efecto del agua electrolizada neutra sobre células libres de Listeria
monocytogenes Scott Ay EGDe.

Listeria monocytogenes es un género bacteriano que se adapta facilmente a
cambios ambientales y a condiciones quimicas Yy fisicas, por ello a generado una
resistencia a desinfectantes de uso frecuente en las industrias de alimentos, con la
realizacion de este trabajo se muestra el AEN1 como una opcion efectiva para la
inhibiciébn de esta bacteria, puesto que su actividad antimicrobiana se debe a un
efecto combinado entre el ORP y los compuestos oxidantes. Por un lado el ORP
dafa la membrana celular y desactiva los mecanismos de defensa de las bacterias
y el HCIO penetra en el interior de la célula (Cadena, 2011).

Los resultados encontrados, mostraron la eficacia del efecto bactericida del agua
AEN1 para lo cual se utilizaron diferentes concentraciones en 2 tiempos, para
observar el comportamiento en la reduccion de dos distintas cepas de Listeria
monocytogenes, siento estas Scott A y EGDe, se obtuvo mayor influencia en la
disminucién de estas cepas con la concentracién de los agentes oxidantes en el
AEN1, mostrando comportamientos similares en los dos tiempos evaluados de 3y
10 minutos.

Para L. monocytogenes Scott A se obtuvo una reduccién de alrededor de 6.8 log a
una concentracién de 30 ppm de AEN1, presentando inhibicién total con 150 ppm,
sin diferencia significativa a los 3 y 10 minutos de contacto. Estos resultados son
similares con los obtenidos por Arévalos y col. (2011), donde encontr6 una
reduccion de aproximadamente 7 log, para esta misma cepa en tiempos de
exposicidon de hasta 2 minutos, utilizando agua electrolizada, generada por la
empresa Ecorus®.

Otros estudios realizados por Liu y col. (2006) con AEA (50ppm de cloro, OPR:
1150mV, pH 2.5) mostraron una reduccibn de méas de 8 log, teniendo una
concentracién inicial de 3.0 x 10°UFC/mL hasta llegar a 10UFC/mL después de 5 s

de exposicion, y a niveles no detectables a los 10 s.
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Asi mismo en un estudio realizado por Abadias (2008), donde se evalu6 el efecto
de AEN con pH aproximadamente de 8, a concentraciones de 48 ppm, 89 ppm y
NaClO 120 ppm en tres tiempos 1,3 y 5 minutos de exposicion se obtuvieron
resultados de reduccion para L. innocua, mayor a los 5.5 log en todos los casos.
También en este estudio se realizO un ensayo a 30 ppm, obteniéndose una
reduccion de aproximadamente 2.5 en todos los tiempos. Cuando la poblacion
inicial era de 10° log UFC/m.

Como se pudo observar para L. monocytogenes EGDe, se encontré que respecto a
Scott A es una cepa que presenta mayor sensibilidad al AEN teniendo inhibicién
total a partir de la menor concentracion utilizada, siendo ésta la de 30 ppm,
teniendo el mismo comportamiento independientemente del tiempo de exposicién.
Lo anterior puede deberse a la modificacién genética de esta cepa, la cual le brinda
bioluminiscencia, lo cual podria hacerla mas susceptible. En un estudio realizado
por Cadena (2011) a una concentracion de 9ppm de AEN con un tiempo de
exposicion de 1 min se logré llegar a niveles no detectables. La diferencia entre
nuestros resultados para ambas cepas se puede deber a las caracteristicas del

agua, de acuerdo a su fabricacion.

6.2 Estudio de la formacion de biopeliculas de L. monocytogenes Scott A y EGDe
en placas de acero inoxidable.

Listeria monocytogenes tiene la capacidad de formar biopeliculas, y como se ha
mencionado anteriormente, es una forma de 100 a 1000 veces mas resistente que
el cultivo puro. Por lo anterior genera un gran inconveniente para la industria de
alimentos, para la limpieza y sanitizaciéon de los equipos, se han utilizado diversos
desinfectantes, sin embargo debido a sus diversas caracteristicas ocasionan
corrosion a los equipos 0 en otros casos algunos de ellos dejan residuos que
pueden ser nocivos a la salud humana.

La formacion de biopeliculas ha sido estudiada en trabajos anteriores. Hilbert y col.
(2003) utilizaron superficies de acero inoxidable, en donde partieron de un nimero
de células en suspensién de 7.1 X 10° UFC/ml de L. monocytogenes, obtuvieron

una adhesién en la superficie de entre 10° y 107 log UFC/cm? después de 8 horas
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de incubacién. En el estudio de Arevalos y col. (2011) la adhesion de las células de
Listeria fue de 6 log UFC/cm? después de 4 dias de la colonizacién con un indculo
inicial de 9 log.

Con la realizacién de este trabajo se pudo constatar la formacion de biopeliculas
en placas de acero inoxidable, las cuales fueron inoculadas con 2 cepas distintas
de L. monocytogenes, Scott A y EGDe, en condiciones controladas de tiempo y
temperatura de tal forma que se pudiera favorecer la adhesiéon de dicho
microorganismo. La adhesion en las placas de acero de ambas cepas fue cerca de
6 log, siendo de 5.69 log para L. monocytogenes Scott A y 5.61 para L.
monocytogenes EGDe. Como se puede observar la cantidad de células adheridas

en este tipo de superficie es similar en los estudios mencionados.

6.3 Efecto del agua electrolizada neutra sobre biopeliculas de Listeria
monocytogenes Scott A y EGDe.

Varios factores pueden reducir el efecto del desinfectante sobre los
microrganismos, como lo es la presencia de materia organica o la formacion de
biopeliculas, este ultimo factor es el estudiado en este trabajo.

Fue utilizada el AEN1 para la eliminacion de biopeliculas en superficies de acero
inoxidable, en lo cual se obtuvieron resultados positivos después de someterlas a
diferentes concentraciones y tiempos de exposicidn, en dos cepas distintas de L.
monocytogenes, Scott Ay EGDe.

Al observar los resultados obtenidos en la eliminacion de L. monocytogenes en
células libres se decidi6 tomar concentraciones mayores para Scott A ya que
mostré mayor resistencia al desinfectante, en el caso L. monocytogenes EGDe las
concentraciones del AEN1 fueron similares a las utilizadas en células libres.

La concentracion de AEN1 efectiva para la eliminaciéon de L. monocytogenes Scott
A fue la de 400ppm en donde se pudo observar niveles no detectables, habiendo
una reduccién final de aproximadamente 4 log UFC/cm? para ambos tiempos de
exposicién, 3 y 10 min. En estudios anteriores (Arevalos y col., 2011), se vio una
reduccion de hasta 6.5 log con una concentracion de 65ppm de AEN de marca

Ecorus® con esta misma cepa. En los estudios realizados por Liu y col (2006) con
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AEA (50ppm de cloro, OPR: 1150mV, pH 2.5) se obtuvo una reduccién en placas
de acero inoxidable de 3.73 log UFC/cm? después de 5 min de exposicion. Los
resultados en este experimento arrojaron datos similares a los obtenidos en
nuestro estudio.

Debido a la susceptibilidad de la cepa de L. monocytogenes EGDe mostrada frente
al agente desinfectante se utilizaron concentraciones menores de AEN1, 40, 70 y
150ppm. Se logré una eliminacién del crecimiento total desde 70 ppm en ambos
tiempos de exposicion. Estos resultados son similares a los obtenidos por Cadena
(2011) donde trabaj6 con esta cepa de Listeria en donde a esta misma
concentracion (70ppm) se llegd a niveles no detectables con una exposicion de 15
y 20min. A concentraciones menores de 28, 30 y 37ppm presentd una variacion en
los resultados dado que a 28ppm reportd una reduccion de 4 log, habiendo un
pequefio incremento en la poblacion a las concentraciones de 30 y 37ppm. Los
resultados anteriores posiblemente fueron atribuidos al efecto bacteriostatico del
AEN, lo cual puede explicarse a que posiblemente las células de la bacteria llegan
a adquirir resistencia al tratamiento recibido y las células sobrevivientes
nuevamente se empiezan a multiplicar. Por ello es importante encontrar la

concentracion adecuada para que el AEN tenga un efecto bactericida.

6.4 Efecto de la concentracidon y tiempo de contacto del agua electrolizada neutra
en vegetales (jitomate y aguacate).

Para evaluar la concentracion de diferentes agentes sanitizantes en dos vegetales,
aguacate y jitomate, se realizé un disefio experimental con 4 factores: AEN1, AEN
marca Desy, NaClO y tiempo, para comprobar su efectividad bactericida frente a la
flora nativa.

Se evaluaron los indicadores, BMA, coliformes totales, hongos y levaduras. Los
resultados obtenidos en dicho disefio confirmaron la efectividad del AEN para la
eliminacién de la flora nativa de estos vegetales. Sin embargo es importante
considerar todos los factores que estan estrechamente relacionados para que el

efecto bactericida sea efectivo.
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Es fundamental tomar en cuenta la superficie de la muestra, en este trabajo se
utiliz6 aguacate Persea americana variedad Hass, el cual presenta una piel
gruesa y rugosa. Para el jitomate se utilizo la variedad saladette presentando una
superficie firme, piel gruesa y lisa. Otro factor importante que debe considerarse es
la manipulacion que tuvo el vegetal antes de ser adquirido para su estudio. Los
vegetales fueron obtenidos del mercado de abastos de la ciudad de Querétaro,
Qro. Se tomaron los jitomates de las cajas aproximadamente del mismo tamafio, se
colocaron en una bolsa de plastico y se refrigeraron hasta su uso. A pesar de que
cada tratamiento se utilizaron unidades diferentes, con pesos similares de
aproximadamente 130-160g para jitomate y de 180-192g para el aguacate, a pesar
de que fueron adquiridos en un mismo lugar, es dificil controlar y tener
caracteristicas homogéneas. Ademas se debe considerar el manejo previo a su
venta al consumidor, y a las situaciones adyacentes a su exposicion en dicho
establecimiento.

De esta manera es posible explicar algunas inconsistencias arrojadas en los
resultados, como se puede observar en jitomate en el tratamiento de AEN Desy 60
ppm en 5 minutos de exposicion en donde no alcanz6 a llegar a niveles no
detectables siendo de aproximadamente 3 log UFC/unidad, cuando en 3 min si se
logro.

Asi mismo ocurrié en dos tratamientos en el aguacate, AEN Desy 60ppm con 5 min
de exposicion y en AEN Desy 100ppm en 3 min fue de aproximadamente 2 log
UFC/unidad para ambos.

Para lograr estos resultados fue necesario repetir algunos tratamientos ya que,
como se menciond anteriormente, por las caracteristicas de los vegetales, la
manipulacion y teniendo que ser una unidad diferente para cada tratamiento, se
encontraron algunos casos en donde la poblacion microbiana eran mayores a pesar
de ser sometidos a algun tratamiento con sanitizantes comparado con el
tratamiento de agua. El efecto del AEN observado en la flora nativa de los
vegetales, en ciertos casos fue minimo, esto se puede deber a una probable
produccion de biopeliculas, lo cual hace mas dificil su sanitizaciéon, ademas que

esta biopelicula estaria conformada por diferentes microorganismos, haciéndola
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mas compleja. En este trabajo la flora nativa (BMA) inicial tanto para aguacate
como jitomate fue de 5.2 log UFC/unidad, poblacion muy similar al trabajo de
Abadias y col., (2008) con lechuga iceberg y escarola siendo de 5.7 y 5.5 log
UFC/unidad respectivamente, logrando una reduccién de 0.8 log al someterla en un
tratamiento de AEN a una concentracibn de 52ppm. Se obtuvieron mejores
resultados con los sanitizantes utilizados en este trabajo (AEN Desy, AEN1 e
NaClO) dado que para jitomate se lograron niveles no detectables para casi todos
los tratamientos excepto para la concentracion de 60 ppm de AEN Desy con 5 min
de exposicion obteniendo una reduccién de 1.8 log. En el caso de aguacate la
reduccion del tratamiento de AEN Desy 60 ppm en 5 min y 100 ppm en 3 min fue
de 3 log UFC/unidad para ambos, mientras que para el resto de los tratamientos se
llegd a niveles no detectables. Fue posible esta reduccién debido a que las
concentraciones utilizadas fueron mayores (AEN Desy 60, 100 ppm, AEN1 70,100
y 200 ppm e NaCIlO 120ppm).

Con los resultados obtenidos, y segun el andlisis estadistico realizado, se consideré
gue el factor que mas influye en la sanitizacibn de los vegetales fue la
concentracion de agentes oxidantes presentes en el AEN1, mas que al tiempo de

exposicion a la misma.

6.5 Efecto del agua electrolizada neutra sobre alimentos (jitomate y aguacate)
inoculados con Listeria monocytogenes Scott A y EGDe.

L. monocytogenes es un microorganismo que se puede encontrar ampliamente
distribuido en el ambiente, por lo que representa un peligro importante para el
hombre. Una de las formas mas comunes es su presencia en una diversidad de
alimentos contaminados que han producido brotes tras su consumo, por ejemplo en
gueso tipo mexicano y vegetales crudos (Ho, 1986).

El AENL1 tiene la capacidad de reducir y eliminar microrganismos en cultivos puros
asi como en superficies, por ello es de gran importancia conocer estos beneficios
especialmente en la industria de alimentos, ya que existen muchos microrganismos
patdgenos que pueden ser encontrados en alimentos, dependiendo de las

condiciones de almacenamiento y en el proceso de manufactura (Cadena, 2011).
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El mantener la higiene y buenas practicas de sanidad en la industria de frutas y
hortalizas, es responsabilidad de todos los que estan involucrados en su proceso:
desde el que cultiva hasta el que lo pone a disposicion del consumidor final (Siller y
col., 2002).

La adherencia de L. monocytogenes Scott A en la superficie de aguacate y jitomate
fue practicamente de 6 log UFC/unidad para ambos. En el caso de L.
monocytogenes EGDe, la adhesion fue de aproximadamente 5 log UFC/unidad.
Una vez mas esta cepa mostré menor actividad respecto a Scott A. Deza y col.,
(2003) en su trabajo realizado, obtuvo una adherencia de L. monocytogenes a
jitomate de 5.34 log UFC/unidad.

Como se mostré en los resultados del presente trabajo, la adherencia de L.
monocytogenes a superficie de jitomate y aguacate fue similar en tiempos de
inoculacion de 30 y 60 min. Estos resultados son comparables con los obtenidos
por Deza y col.,, (2003), donde se inocularon jitomates por 30 y 60 min
obteniéndose los mismos resultados en adherencia.

En estudios realizados por Guentzel y col (2008) obtuvieron una adhesion de 6.1-
6.7 log para L. monocytogenes en espinaca, la cual se someti a tratamientos de 4,
20, 50, 100, 120 ppm de AEN durante 10 minutos de exposicion. Los resultados
obtenidos con el agente desinfectante fueron no detectables a partir de 20 ppm, en
el presente trabajo se obtuvieron niveles no detectables para L. monocytogenes
Scott A a partir de 200 ppm y para L. monocytogenes EGDe a 70ppm, en jitomate.
Para aguacate, fue necesario agregar 2 concentraciones de tratamiento no
consideradas, ya que las propuestas en un inicio no fueron suficientes para inhibir
el crecimiento bacteriano, siendo éstas de 300 y 500 ppm. Como se ha ido
mencionando, L. monocytogenes EGDe muestra menor resistencia al AEN1, en
comparacion a Scott A, y en este caso se tuvo inhibicion a partir de 300 ppm del
desinfectante, mientras que L. monocytogenes Scott A, fue inhibida hasta el
tratamiento con 500 ppm del AEN1.

Esto se puede deber posiblemente a las caracteristicas de la superficie de este

vegetal como se menciond con anterioridad.

47



En general para todos los tratamientos, tanto en aguacate como jitomate la
reduccion para L. monocytogenes Scott A fue de aproximadamente 3 log
UFCl/unidad. Estos resultados se asemejan a los obtenidos por Guentzel y col.,
(2008) donde inoculé lechuga, y obtuvo una reduccion de 3.63 log ufc a los 120
ppm de AEN.

Es de suma importancia tener en cuenta, la aplicacion y utilidad que tienen este tipo
de estudios, donde se investiga la capacidad de adherencia de microorganismos
patégenos tanto en superficies de alimentos como inertes. Asi como la efectividad
gue tiene sobre ellos los diferentes desinfectantes emergentes que pueden ser de
gran ayuda para la industria, teniendo como beneficio principal, la desinfeccion de
las distintas superficies en contacto con alimentos y de éstos mismos.

Debido a la situacion actual, relativa al comercio exterior, las empresas interesadas
en la exportacion de sus productos, deben considerar las reglamentaciones
extranjeras sobre el control y mantenimiento de la inocuidad de los alimentos.
Muestra de ello es lo estipulado por el gobierno de Canada (Canada, 2011), donde
se enfatiza la necesidad de muestreos periédicos, dentro de la planta de alimentos
incluidas las superficies que no entran en contacto con el alimento asi como al

ambiente.
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7. CONCLUSIONES

La concentracion efectiva para llegar a niveles no detectables para Listeria
monocytogenes Scott A en células libres es de 150 ppm y para biopeliculas en
acero inoxidable es de 400 ppm, en el caso de Listeria monocytogenes EGDe para
células libres es de 30 ppm y para biopeliculas de acero inoxidable de 70 ppm, se
concluye que se requiere de una mayor concentracion de cloro residual para la
eliminacién de biopeliculas debido a su mayor resistencia a agentes sanitizantes.

El efecto bactericida de los diferentes desinfectantes evaluados, para la eliminacion
de la microflora nativa fue variable. De acuerdo al analisis del disefio experimental
muestra que el principal factor significativo para la eliminacion de estos
microorganismos fue concentracién de agentes oxidantes presentes en el AENL.
Ademés por la comparacion con el hipoclorito de sodio (NaClO) con una
concentracion de agentes oxidantes de 120 ppm el manejo del AEN1 como
remplazo del cloro es factible y beneficioso, teniendo en consideracion las ventajas
gue presenta, tanto en seguridad de uso, como en la efectividad de eliminacion de
microorganismos que comprometen la inocuidad de los alimentos, ademés de ser
un agente amigable con el medio ambiente.

Para el jitomate se obtuvo eliminacion de flora asociada a partir de 70 ppm del
AEN1, y para aguacate este efecto se observé a las 200 ppm. Lo anterior se
atribuye a las caracteristicas de la superficie que presentan estos alimentos, siendo
muy diferente su topografia entre si, lo cual lleva a una mayor conciencia en los
meétodos de desinfeccion. Segun la superficie a tratar, considerandose a las mas
rugosas con mayor dificultad, ya que las bacterias pueden adherirse y formar
biopeliculas en grietas de una superficie, por lo que las concentraciones utilizadas
en éstas son mayores.

La concentracion inicial con la que fueron inoculados los vegetales fue de 8.8 log
para L. monocytogenes Scott A y 8.2 log para L. monocytogene EGDe. El AEN1
mostro efectividad en la eliminacién de L. monocytogenes inoculada en aguacate y

jitomate, presentando adherencia diferente entre las 2 cepas utilizadas pero muy
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semejante para ambos vegetales, siendo aproximadamente de 6 y 5 log para Scott
Ay EGDe respectivamente.

La concentracion efectiva para eliminar L. monocytogenes EGDe en aguacate fue
de 300 ppm y en jitomate de 70 ppm. Para L. monocytogenes Scott A la
concentracion efectiva para su eliminacion en aguacate fue de 500 ppm, y en
jitomate fue de 200 ppm.

Con lo anterior se puede observar que la dosis efectiva, depende del
microorganismo. A lo largo de este estudio, se pudo constatar que la cepa EGDe
tiene mayor sensibilidad que Scott A, en su exposicién con AENL1.

Con la realizacion de ese trabajo se pudo comprobar la efectividad de efecto
bacteriostatico y bactericida del AEN1 a diferentes concentraciones, tanto en la
eliminacion de L. monocytogenes Scott A y EGDe en células libres, en biopeliculas
de acero inoxidable e incluso en vegetales inoculados por esta bacteria, asi mismo
la eliminacion de la microflora nativa, por lo cual se considera una alternativa viable
para utilizarse como agente sanitizante en la limpieza y desinfeccidon de superficies
y alimentos, ademas que cumple con las caracteristicas como agente sanitizante
establecido en la NOM-120-SSA1-1994.
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ANEXOS

Células libres Listeria monocytogenes Scott A

] 3 minutos 10 minutos
Tratamiento
UFC/mL logUFC/mL | SD UFC/mL |logUFC/mL SD
6650000000 9.8 5650000000 9.7
Agua 10100000000 10 0.012 6250000000 9.7 0.021
5900000000 9.7 5900000000 9.7
o 500 2.6 4500 3.6
ppm
AENL 500 2.6 0.275 2500 33 0.238
1500 3.1 1500 3.1
11500 4 1000 3
7255;“ 9500 39 0076 2500 33 0.199
13500 4.1 1500 3.1
[5G 0 0 0 0
ppm
AENL 0 0 0 0 0 0
0 0 0 0

Células libres Listeria monocytogenes EGDe

) 3 minutos 10 minutos
Tratamiento
UFC/mL logUFC/mL SD UFC/mL logUFC/mL | SD
155000000 8.1 170000000 8.2
Agua 230000000 8.3 0.1/160000000 8.2 0.08
250000000 8.3 225000000 8.3
" 0 0 0 0
ppm
AEN1 0 0 0 0 0 0
0 0 0 0
20 0 0 0 0
ppm
AEN1 0 0 0 0 0 0
0 0 0 0
o 0 0 0 0
ppm
AEN1 0 0 0 0 0 0
0 0 0 0
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Biopeliculas Listeria monocytogenes Scott A

_ 3 minutos 10 minutos
Tratamiento 2 2 2 2
UFC/cm® | logUFC/cm SD | UFC/cm* | logUFC/cm SD
496800 5.6 288000 5.4
Agua 511200 5.7 0.012| 208800 5.3 0.069
482400 5.6 244800 5.3
331200 5.5 273600 5.4
40 ppm AEN1 237600 5.3 0.074 | 208800 5.3 0.058
302400 5.4 237600 5.3
28800 4.4 21600 4.3
10AOEﬁ’\|p1m 28800 4.4 0.055| 21600 4.3 0.101
36000 4.5 14400 4.1
400 ppm 0 0 0 0
AEﬁ’\Ipl 0 0 0 0 0 0
0 0 0 0
Biopeliculas Listeria monocytogenes EGDe
3 minutos 10 minutos
Tratamiento UFC/cm? | logUFC/cm?| SD » | logUFC/cm?| SD
UFC/cm
381600 5.5 51840 4.7
Agua 424800 5.6 0.026| 43920 4.6 0.041
424800 5.6 43920 4.6
40 ppm 7200 3.8 0 0
AEN1 7200 3.8 0 0 0 0
7200 3.8 0 0
70 ppm 0 0 0 0
AEN1 0 0 0 0 0
0 0 0 0
150 ppm 0 0 0 0
AEN1 0 0 0 0 0 0
0 0 0 0
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Tiempo de adhesion de L. monocytogenes en jitomate

Jitomate
L. monocytogenes L. monocytogenes
) Scott A EGDe
Tiempo Log Log
UFClunidad | P° | UFCiunidad | P%
5.5 4.9
60 min 54 0.058 5.1 0.139
54 4.9
6.1 4.7
30 min 6 0.045 4.3 0.279
6.1 4.8
Tiempo de adhesion de L. monocytogenes en aguacate
Aguacate
L. monocytogenes L. monocytogenes
. Scott A EGDe
Tiempo Log Log
UFClunidad | P° | UFCunidad | PS
6.3 6
60 min 6.3 0.046 6 0.036
6.3 5.9
6.2 4.6
30 min 6.3 0.035 4.9 0.137
6.2 4.8
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Tratamiento con AENL1 en jitomate inoculado con Listeria monocytogenes

Jitomate
L. monocytogenes L. monocytogenes
, ScottA EGDe
Tratamiento Log Log
UFClunidad| P° | UFCunidad | P®
6.1 4.7
Adhesion 6 0.045 4.3 0.279
6.1 4.8
3.3 2
70 ppm 3 0.271 2 0
3.5 2
3.6 2
100 ppm 4.8 0.693 2 0
3.6 2
2 2
200 ppm 2 0 2 0
2 2
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Tratamiento con AEN1 en aguacate inoculado con Listeria monocytogenes

AGUACATE
L. monocytogenes L. monocytogenes
, Scott A EGDe
Tratamiento Log Log
UFClunidad | P° | UFCiunidad | P°
6.2 4.6
Adhesién 6.3 0.035 4.9 0.137
6.2 4.8
3.7 3
70 ppm 3.8 0.085 3 0.179
2.7
4.3 3.8
100 ppm 4.4 0.067 3.8 0.083
4.4 3.7
3.4 3.3
200 ppm 3.2 0.127 2.7 0.65
3.2 2
3.3 0
300 ppm 2.7 0.352 0 0
2.7 0
0 0
500 ppm 0 0 0 0
0 0
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