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USO DE LUZ UV-C EN LA CALIDAD DEL ARANDANO AZUL (Vaccinium ashei
Reade)

ARACELI GALLARDO SANDOVAL, M.C.
Colegio de Posgraduados, 2013

El ardndano azul (Vaccinium ashei Reade) es un producto altamente perecedero,
por ello es necesario implementar tecnologias postcosecha que aumenten la vida de
anaquel y conserven las propiedades nutrimentales. Dentro de éstas tecnologias se
encuentra la luz UV-C (254 nm) que ha sido utilizada en los ultimos afios en
productos hortofruticolas con la finalidad de reducir la incidencia de microorganismos
patdogenos y aumentar contenido de fenoles totales. En este estudio, se utilizaron
frutos de ardndano azul frescos de huertas comerciales de Zacatlan, Puebla, México,
que fueron sometidos a tratamientos con luz UV-C en dosis de 1, 3y 5 kI m?y
almacenados por 9 dias a temperatura de 24 °C (60 % de HR) y 4 °C (80 % de HR)
para evaluar la calidad organoléptica y nutricional. Asi mismo se aplicaron dosis de 1,
3,5, 7y 9 kJ m? para evaluar su efecto germinicida en Salmonella typhimurium en
frutos artificialmente inoculados con la bacteria. Con la dosis de 1 kJ m? se registré
la menor pérdida de peso (10.81%); de manera significativa (P<0.05); en contraste,
las variables color (° Hue), contenido de azlcares totales y los sélidos solubles, no se
vieron afectados por el tratamiento de luz UV-C. El contenido de fenoles aumento
significativamente en los primero tres dias, mientras que la capacidad antioxidante y
las antocianinas aumentaron en al menos uno de los dias de almacenamiento. La
aplicacion de UV-C no mostré efecto significativo (P<0.05) en la sobrevivencia,
crecimiento y tiempo de generacion de S. typhimurium en frutos frescos de arandano
azul, aunque con las dosis de 3y 7 kJ m™ se redujo la poblacién (0.6 logyo). Por lo
gue se concluye, que la irradiacion con luz UV-C puede ser usada para mantener la

calidad del fruto del arA&ndano azul sin afectar su calidad nutrimental.

Palabras clave: arandano, luz UV-C, manejo postcosecha, antioxidantes.



USE UV-C LIGHT IN QUALITY BLUEBERRY (Vaccinium ashei Reade)

ARACELI GALLARDO SANDOVAL, M.C.
Colegio de Posgraduados, 2013

The blueberry (Vaccinium ashei Reade) is a highly perishable product, so it’s
necessary to implement post-harvest technologies to increase shelf life and preserve
the nutritional properties. Among these technologies is UV-C light (254 nm) which has
been used in recent years in horticultural products in order to reduce the incidence of
pathogenic microorganisms and increased total phenol content. In this study, we used
fresh blueberries fruits of commercial orchards Zacatlan, Puebla, Mexico, who
underwent treatment with UV-C at doses of 1, 3 and 5 kJ m™ and stored for 9 days at
room 24 ° C (60% RH) and 4 ° C (80% RH) to evaluate the organoleptic and
nutritional quality. Also applied dose of 1, 3, 5, 7 and 9 kJ m™ to evaluate their
germicidal effects in Salmonella typhimurium in fruits artificially inoculated with the
bacterium. With a dose of 1 kJ m? was recorded less weight loss (10.81 %)
significantly (P < 0.05), in contrast, the variable color (Hue °), total sugar content and
soluble solids, were unaffected by treatment of UV-C light. The phenol content was
significantly increased in the first three days, while the antioxidant capacity and
increased anthocyanins at least one day of storage. The application of UV-C showed
no significant effect (P < 0.05) on survival, growth and generation time of S.
typhimurium in fresh blueberry fruit, although the doses of 3 and 7 kJ m™ decreased
the population (0.6 log10). It is concluded that irradiation with UV-C light can be used

to maintain fruit quality of blueberries without affecting its nutritional quality.

Key words: blueberry, UV-C light, postharvest handling, antioxidants.
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INTRODUCCION GENERAL

El arandano es una planta del género Vaccinium, que incluye muchos arbustos
silvestres que producen bayas pequefas, de color azul redondas y con vértices
brillantes. De ahi la denominacién en inglés del término "blueberry”; aunque tanto
para el arandano azul como para el rojo la denominacion genérica en ese idioma es
huckleberry. El arandano es originario de Norteamérica, donde se tienen registros del
cultivo desde 1900 con la clasificacion botanica e incluyéndolo en diversos

programas de seleccidn y propagacion (Figueroa, 2005; Galleta et al., 1990).

Las primeras plantaciones comerciales de la especie V. ashei Reade, en Estados
unidos se presentaron en 1893 en Florida, aunque sin gran éxito dadas las
caracteristicas de fruto: tamafio pequefio, pulpa arenosa y falta de sabor. Hasta 1940
que el Departamento de Agricultura de Estados Unidos, realiz6 estudios con
variedades desarrolladas para mejorar la calidad de fruto (Galleta et al., 1990)

La produccion del ardndano azul ocurre principalmente en las regiones
subtropicales de México, con época de cosecha entre los meses de octubre a mayo,
cuando el mercado norteamericano carece de fruta fresca. Las variedades mas
importantes en México son aquellas de bajo requerimiento de frio, de tipo arbusto del
sur (Vaccinium sp.), aunque también prospera la especie “ojo de conejo” 6
“rabbiteye” (V. ashei Reade) considerada como tolerante a sequia, frio y pH acido
(Lépez, 2010; Galleta et al., 1990).

La importancia comercial que ha cobrado el fruto de arandano radica en el
contenido de polifenoles y antioxidantes (Sinelli et al., 2008; Faria et al., 2005), de ahi
que sea un fruto con gran demanda; principalmente en paises desarrollados como
Estados Unidos, Canada, Alemania, Reino Unido y Francia (FAOSTAT, 2012). En
México la produccién es baja (0.03% del total) en comparaciéon con la de Estados
Unidos (60.29% del total) como principal productor mundial en 2010 (FAOSTAT,
2012), sin embargo, debido a la creciente demanda, se ha incrementado la

1
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produccién en los ultimos cinco afios, hasta en 180% anual pasando de 1235 a 1
059 toneladas (SIAP, SAGARPA, 2012).

La escasa informacion sobre el manejo postcosecha y las técnicas de
conservacion de frutos de arandano azul en México son las principales causas de la
pérdida de fruto y los altos costos de produccion. Adicionalmente se cuenta con poca
informacion sobre tratamientos preventivos que mantengan la inocuidad del
producto. Hasta ahora las investigaciones se han enfocado principalmente a la
busqueda de variedades comercialmente productivas, resistentes a plagas y
enfermedades, manejo de huerto y nutricién de la planta.

El manejo postcosecha de productos hortofruticolas, tiene el objetivo de prolongar
la vida de anaquel y evitar dafios por incidencia de patdgenos. Diversas técnicas se
aplican para este manejo como: atmésferas controladas y modificadas, el uso de
sustancias 0 agentes quimicos y soluciones sanitizantes, tratamiento térmico e
irradiacion. Especificamente el efecto germicida de la irradiacion con luz UV-C ha
sido probado en distintos alimentos como un meétodo superficial de sanitizacion no
térmico, que tiene la ventaja de no dejar residuos por lo que se considera como una
buena alternativa en manejo postcosecha de diversos productos hortofruticolas
(Rivera et al., 2007; Guerrero y Barbosa, 2004).

Las enfermedades de transmision alimentaria son uno de los principales
problemas de salud publica a nivel mundial, que puede generar pérdidas millonarias
a los productores de frutas y hortalizas. Por citar un ejemplo, la bacteria
enteropatogénica Salmonella se ha asociado con importantes brotes epidemioldgicos
por el consumo de frutas y hortalizas frescas contaminadas En México, en el afio
2010 se detectaron 120,414 casos de paratifoidea y otras salmonelosis y 44,757 por
fiebre tifoidea. También se han registrado 11,378 por shigelosis, 20,678 por
giardiasis y 18,398 por hepatitis tipo A (CENAVECE, 2011). De esta manera, en
México los rechazos por contaminacion biologica de productos hortofruticolas como:

nopales frescos, tamarindo, fresas, cebollin, melon cantalupe, tomate, entre otros; se

2



han presentado por estar involucrandos en brotes como como Hepatitis A y
salmonelosis los cuales han tenido consecuencias economicas de hasta 350 millones
de ddélares en tomate y 60 millones de dolares en melon cantalupe (SENASICA-
SAGARPA, 2005). Por esta razon, es necesario implementar medidas preventivas
para mantener la inocuidad de frutos como el ardndano azul. México es un
importante exportador de arandano azul fresco a Estados Unidos y Europa; por lo
gue es conveniente contar con procuctos inocuos, cuidar el comercio y la imagen del

pais.

La presente investigacion tiene la finalidad de evaluar la calidad postcosecha de
frutos de arandano azul (Vaccinium ashei Reade) irradiados con luz UV-C bajo
condiciones de almacenamiento de 24 y 4 °C, asi como el efecto germinicida de la
luz UV-C en Salmonella typhimurium en frutos artificialmente inoculados con la
bacteria. Con ello determinar las caracteristicas organolépticas, nutricionales y
microbiolégicas; evitar pérdidas postcosecha y prolongar la vida de anaquel sin

alterar dichas propiedades.
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CAPITULO |
REVISION DE LITERATURA

1.1. Importancia econémica del arandano azul (Vaccinium ashei Reade)

El arandano es un fruto que pertenece a la Familia Ericaceae y al género
Vaccinium. Esta familia, incluye a las frambuesas, grosellas y arandano rojo, mejor
conocidos como berries (bayas) (Sinelli et al., 2008) asi como al arandano azul
denominado mirtilo, blueberry (inglés), mirtillo (italiano) y ojo de conejo (V. ashei

Reade), entre otros.

El arandano “ojo de conejo” es originario del sur de Estados Unidos, las plantas
alcanzan alturas de hasta 4 m. A diferencia de otras especies relacionadas, el
arandano es tolerante a altas temperaturas, sequia y variaciones en pH (menos
sensible a la acidez), asi como a tipos de suelo. Tiene bajos requerimientos de frio,
mayor firmeza y vida de anaquel de fruto. Sin embargo, esta especie es susceptible
al frio y al rompimiento del fruto en condiciones de alta humedad. Presenta también
problemas de autofertilidad de las flores, lo que implica intercalar especies para
lograr la polinizacion cruzada. En cuanto a los requerimientos de frio, existen
variedades capaces de romper la dormancia con solo 25 horas frio. Esta especie de
arandano azul es rustica y puede adaptarse a regiones con menor acumulacion de
frio, pero la calidad de fruta es menor. Algunas de las variedades comerciales son:
Bonita, Gardenblue, Climax, Premier, NC, Beckyblue, entre otras (Lopez, 2010;
Childers, 1982).

El arandano azul (Vaccinium sp.), es la cuarta frutilla de interés econdémico en el
mundo, debido al contenido de antioxidantes y a la resistencia del cultivo a diversas
condiciones ambientales adversas. Sus propiedades antioxidantes se atribuyen al
contenido de flavonoides, antocianinas, polifenoles y acido ascérbico (Sinelli et al.,
2008; Faria et al., 2005). En el mundo, los principales paises productores son

Estados Unidos y Canada, donde la produccion para el afio 2010 ascendié a 312,047



toneladas, abarcando el 60.30 % y 26.76 %, respectivamente, mostrando en el
periodo de 2005 a 2010, un crecimiento anual promedio de 4.9 % (FAOSTAT, 2012).

En México, Vaccinium ashei Reade es la especie de ardndano azul producido en
el Estado de Puebla, ocupando la mayor superficie, dados los costos que posee la
plantula de algunas variedades a consecuencia de la patentes generadas en Estados
Unidos. México ocupa el décimo octavo lugar en la produccion con 0.03 % del total
(FAOSTAT, 2012); sin embargo, pese a la poca produccién, es uno de los principales
paises proveedores a Estados Unidos en la temporada de invierno. El consumo per
capita en ese pais ha crecido notablemente en los ultimos quince afos. A inicios de
1990 se ubico en torno a los 90 g y en el periodo 2000 a 2002, en 150 g anuales.
Este incremento (70 %) se asocia tanto a un giro en las preferencias de los
consumidores como a la mejora de los procesos de conservacion de la fruta
(Figueroa, 2005).

El arAndano es un cultivo introducido en México, donde la mayor investigacion de
variedades y nuevos genotipos, la poseen las empresas privadas. Los estados
productores son: Jalisco, Puebla y Estado de México, con participacion en
produccion de 88, 11 y 0.3 %, respectivamente, excepto Michoacan que no aparece
en las estadisticas oficiales de SIAP-SAGARPA. En 2010 la produccién en México
mostré un crecimiento promedio anual de 180 % durante el periodo 2005-2010,
teniendo un maximo crecimiento en 2009, por mayor superficie cosechada con
rendimiento de 8.4 toneladas/ha (SIAP-SAGARPA, 2011).

Como frutilla, el arAndano azul ocupa el cuarto lugar en produccién, sin embargo
la utilidad que llega a tener es mayor que cualquier cultivo basico; comparado con
frijol, la rentabilidad del arandano llega a ser de hasta siete veces mas, por superficie
cultivada (L6pez, 2010; SIAP-SAGARPA, 2011).

Dentro de las exportaciones, el valor que llega a alcanzar el arandano es de casi

13,000 délares por tonelada, es decir, mas de 160 mil pesos por tonelada en el
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continente europeo (FAOSTAT, 2012). En México el precio medio rural por tonelada
alcanza los 18,000 pesos (SIAP-SAGARPA, 2011), sin embargo se conoce por la
cadena productiva que los intermediarios pueden alcanzar precios mayores en la
venta del fruto con presentar el producto empacado y etiquetado, incluso llegando
hasta 5 veces 0 més el precio en huerta, aun cuando el manejo postcosecha no sea

el adecuado sobre todo manteniendo la cadena de frio.

1.2.1. indices de calidad y manejo postcosecha

Los frutos, por su alto contenido de agua y comunmente piel delgada, son
altamente susceptibles a dafios mecanicos en postcosecha, aunado a los cambios
fisiolégicos por la maduracion Lo anterior afecta la vida postcosecha directamente a
través de las pérdidas de agua y entrada de microorganismos patégenos que

influyen en la calidad del producto fresco (Mitra, 1997; Shewfelt y Prussia, 1993).

El indice de cosecha del ardndano azul se basa en el color de la superficie de la
fruta que durante el proceso de maduracidbn se torna rojizo-purplireo para
convertirse en azul cuando esta completamente maduro, debido a la formacion de
antocianinas y fenoles. El indice de calidad refiere a la apariencia (color, tamafio,
forma y ausencia de defectos), firmeza, sabor (solidos solubles totales, acidez
titulable, contenido de almidon y compuestos volatiles aromaticos) y valor nutritivo
(vitaminas A y C), ademas de el niumero de dias después de la floracién (Figueroa,
2005; Figueroa et al., 2010b; Coleto, 1995).

Para cosechar frutos de arandano, éstos deben presentar niveles de sélidos
solubles totales en intervalo de 12 a 14 °Brix (Figueroa et al., 2010b; Lobos, 1988),
pero otros autores consideran que los frutos maduros alcanzan 15 °Brix para reunir

las cualidades organolépticas adecuadas (Galleta et al., 1990).

La velocidad de deterioro (perecibilidad) de productos hortofruticolas,

generalmente es proporcional a su velocidad de respiracion. En los frutos el



climaterio respiratorio es el momento que corresponde al estado 6ptimo de madurez
de consumo y la caida postclimatérica de la respiracién indica el inicio de un
metabolismo degradativo y la entrada en senescencia. En los frutos no climatéricos
el estado 6ptimo de consumo se alcanza en la planta (Diaz, 2002; Coleto, 1995), por
lo que no presentan modificaciones fisiologicas importantes después de la cosecha,
sino entran en senescencia. En este sentido el arandano se ubica dentro de los
frutos no climatéricos, con tasa de respiracién baja de 3, 9y 34 mL CO, kg* h™ a 0,
10 y 20 °C, respectivamente. Los arandanos azules aun siendo no climatéricos,
responden al etileno, pero se deben cosechar casi o totalmente maduros ya que el
sabor no mejora tras la cosecha. La remocién de etileno del almacenamiento puede
reducir el desarrollo de enfermedades. En este fruto, el balance hormonal es
importante para que el proceso de maduracién inicie; el etileno solo interviene en
cambio de color, y el acido abscisico, en el control del proceso (Figueroa et al.,
2010b).

El fruto de arandano azul es una baya casi esférica, con tamafio variable de 0.7 a
1.5 cm de diametro, de color azul claro a negro. La epidermis del fruto esta cubierta
por secreciones cerosas que le dan una terminacién muy atractiva, como en el caso
de las ciruelas. El color de un arandano maduro depende de: la intensidad de la
pigmentacién por antocianinas en la piel del fruto y de la cantidad y la durabilidad de

la cera natural en la superficie del fruto (Godoy, 2002).

La cosecha del arandano azul se realiza en las primeras horas del dia, puede
realizarse en forma manual o mecanica. El fruto se colecta haciendo uso de las
buenas practicas de campo y de manejo, donde se incluye utilizar guantes para la
cosecha y uniforme especial para evitar cualquier tipo de contaminacion. El uso de
bandejas de PET es conveniente pues evita que el fruto tenga agua adherida en la
epidermis y proliferen hongos y bacterias que afectan la calidad. Para la cosecha de
arandano azul, es conveniente que se realice cuando no llueva o el fruto presente
rocio, ya que esto contribuye a las enfermedades postcosecha y a su ruptura. Una

vez cosechado el fruto, se lleva a un centro de acopio para seleccion y empaque. Las


http://www.monografias.com/trabajos13/mapro/mapro.shtml
http://www.monografias.com/trabajos35/newton-fuerza-aceleracion/newton-fuerza-aceleracion.shtml

cajas se etiquetan y guardan en cadmaras frigorificas (maximo 7 dias) a temperatura
de2a4°C.

Los arandanos se comercializan en bandejas PET o clamshells de 125 g para el
mercado europeo y de 170 g para el de Estados Unidos, (Figueroa, 2005). Aun
cuando sea alta la perecibilidad del ardndano, se transporta hacia Estados Unidos
via terrestre con transporte refrigerado desde México, siendo esto una oportunidad
de reducir los costos de transporte; sin embargo cuando se exporta el fruto a Europa,
se realiza via aérea o maritima (Almaguer, 1991). De esta manera el transporte y
manejo de los frutos debe ser con entrega rapida y oportuna, empaque y condiciones

Optimas de almacenamiento para conservar la calidad (Pantastico, 1984).

1.2. Inocuidad en productos hortofruticolas

El consumo de frutas como el arandano se recomienda ampliamente para una
dieta sana y equilibrada. Pero las frutas pueden contaminarse durante el proceso de
cosecha, manejo postcosecha, empaque y almacenamiento con microorganismos
patdogenos de humanos. Cabe destacar que cualquier tipo de contaminante en los
alimentos representa un serio riesgo para la salud de los consumidores. Estos
riesgos a la salud pueden ir desde el desarrollo de enfermedades leves hasta serios
problemas infecciosos o toxicos que pueden causar la muerte de las personas (Diaz
y Vernon, 1999; Berger et al., 2010). A las enfermedades ocasionadas por el
consumo de alimentos, frescos o procesados, contaminados se les conoce como
‘enfermedades transmitidas por alimentos” (ETA). Los alimentos pueden ser
contaminados con agentes quimicos, fisicos o biol6gicos que afectan la salud de los

consumidores.

Dos conceptos fundamentales relacionados con las ETA. Uno es “caso” el cual se
define como dos o mas individuos que muestra una o mas de las caracteristicas
clinicas de una enfermedad. El otro es “brote epidemioldgico” el cual se define como

un evento masivo de enfermedad, que se confirma al observar un namero inusual de
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casos con relacion a una misma sintomatologia y una fuente comun (Fernandez,
2000). Las ETA son uno de los principales problemas de salud publica a nivel
mundial, debido a que ocasionan alta morbilidad y mortalidad, ademas de generar

pérdidas econdmicas y altos costos a los servicios de salud (Matinez et al., 2013).

Segun la FAO un alimento inocuo se define como aquel que no afectara la salud
del consumidor cuando sea preparado o ingerido de acuerdo con su uso previsto.
Por lo que la inocuidad de un producto es una garantia de calidad de un producto,
gue reducce los riesgos de enfermedad por el consumo de alimentos contaminados.
Cabe sefalar que la contaminacion puedan darse durante las fases de produccion y
manejo postcosecha de las frutas y hortalizas (Avila et al, 2005).

El comercio internacional de frutas y hortalizas es un sector que involucra millones
de ddlares, que ha tenido un crecimiento constante en las Ultimas dos décadas (Avila
et al, 2005) y que representa uno de los principales rubros de generacion de divisas
para muchos paises en desarrollo como Mexico. Es por esto que la pérdida de valor
del producto, como consecuencia de la disminucién de la calidad durante la
produccion, el manejo postcosecha, el almacenamiento y la distribucién, es un factor
de gran importancia en la economia de paises productores. En los ultimos afios se
han registrado numerosos casos de rechazo de frutas y hortalizas en los mercados
internacionales por la perdida de calidad del producto. Entre estos se destacan por la
deteccion de residuos de plaguicidas no permitidos o de concentraciones por arriba
del limite de los que estan permitidos, el incumplimiento de los requisitos de
etiquetado y empaquetado, la presencia de contaminantes quimicos, fisicos y
biologicos, la falta de la informacion nutricional necesaria y el deterioro de la calidad

del producto por factores fisioldgicos y fitopatoldgicos (Pifieiro, 2004)

El surgimiento de medidas relacionadas con la inocuidad de los alimentos se
percibe como una nueva barrera que tienen que enfrentar los productores de frutas y
hortalizas para colocar sus productos en mercados altamente competitivos. Entre

estas medidas se encuentra la implementacion de medidas de Buenas Practicas
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Agricolas (BPA), Buenas Practicas de Manejo (BPM) y Buenas Practicas de Higiene
(BPH) que aseguren la inocuidad de los productos hortofruticolas, para mantener la
competitividad y asi, su participacion y permanencia en el mercado (Avila et al.,
2005).

Respecto a los contaminantes bioldgicos, las bacterias patogenas de humanos
son el grupo que con mayor frecuencia se encuentra contaminando a los productos
hortofruticolas. Entre estas se encuentran especies de Aeromonas, Campylobacter,
Salmonella y Shigella asi como Yersinia enterocolitica, Bacillus cereus, Clostridium
botulinum, Escherichia coli, Listeria monocytogenes, Staphyloccus aureus y Vibrio
chlolerae (Beuchat, 1998; Wu y Kim, 2007).

Los hongos también se reportan contaminado a este tipo de productos entre ellos
tenenos a Botrytis cinerea, varias especies de Alternaria, Aspergillus, Cladosporium,
Colletotrichum, Phomopsis, Fusarium, Penicillium, Phoma, Phytophthora y Pythium
(Tournas, 2005). De acuerdo con Figueroa et al. (2010a) y Choquer et al. (2007), los
hongos de mayor incidencia durante la postcosecha de arandano azul (V.
corymbosum L) son Cladosporium herbarum (1,6%), seguido por Botrytis cinerea
(1,4%), Penicillium (0,5%), Alternaria alternata (0,4%), Colletotrichum gloeosporioides
(0,1%) y Pestalotia guepini (0,05%). Aunque Galleta et al. (1990) mencionan que B.
cinerea agente causal del moho gris causa dafios importantes en fruto a bajas

temperaturas.

1.3. Técnicas para lareduccion de riesgos microbiolégicos en productos

hortofruticolas

La implementacion de las BPA, BPM y BPH durante la produccion y el manejo de
productos hortofruticolas son la mejor estrategia para asegurar la calidad y por ende
la inocuidad de los productos hortofruticolas frescos. Estas practicas se basan en la
reducion o eliminacion de los riesgos fisicos, quimicos y microbioldgicos mediante la

identificacion de las fuentes potenciales de contaminacion entre las que se
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encuentran el uso agricola de agua, el acceso de animales silvestres y domésticos a
las instalaciones de produccion y el manejo de los productos (Fernandez et al., 2002;
Angulo et al., 1997; Koplan et al., 1978). Sin embargo, el uso de técnicas que
mantengan la calidad de las frutas y hortalizas y eliminen o prevengan la
contaminacion de estos producto por microorganismos patdégenos son
recomendables. A continuacion se describen algunas de estas técnicas utilizadas en

la actualidad.

1.3.1. Baja temperatura

En el manejo postcosecha, la baja temperatura de refrigeracién disminuye la
incidencia de patdégenos, ademas de retrasar la senescencia en frutos no

climatéricos y alargar el preclimaterio en climatéricos (Almaguer, 1991).

Algunas de las frutas y hortalizas presentan vida de almacenamiento corta desde
unos dias hasta una semana como es el caso de frambuesas, fresas, ejotes y
champifiones, por lo que es conveniente utilizar la refrigeracion. Esta técnica se basa
en eliminar el calor de campo y el calor de respiracion de los productos por
conduccién y conveccion de aire frio forzado, ademas del control de la humedad
relativa (Yahia e Higuera, 1991). Por ello, la refrigeracion controla el crecimiento de
muchas bacterias y hongos que producen pudriciones y retarda el metabolismo del
producto. El crecimiento de los hongos es mas rapido a 24 °C pero lento a
temperatura de 4 °C o inferior (Pantastico, 1984).

Mitra (1997) recomienda temperaturas de refrigeracién para alargar la vida de
almacenamiento de aquellos productos hortofruticolas que son insensibles al frio. Por
ejemplo, de 7 a 13 °C (90-95 % HR) por 2 a 4 semanas para aguacate; de 13 a 14 °C
(90-95 % HR) durante 1 a 4 semanas para platano; de 10 a 15 °C (85-90 % HR) por
6 a 8 semanas para uva; de 10 a 13 °C (85-95 % HR) por 4 a 24 semanas para
limén; de 10 a 14 °C (85-90 % HR) por 1 a 4 semanas para mango; de 1 a 9 °C (85-
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90 % HR) durante 3 a 12 semanas para naranja; y de 7 a 13 °C (85-90 % HR) por 1 a

3 semanas para papaya.

1.3.2. Atmdésferas controladas (AC) y modificadas (AM)

Este tipo de control implica la conservacion de frutas y hortalizas en un depdsito
hermético donde los niveles de gases son constantemente vigilados, controlados y
mantenidos en condiciones Optimas (Yasunaga, 2006). Las AC se basan en la
reduccion de la concentracion de oxigeno (O,) y el incremento de la concentracion de
diéxido de carbono (CO;), mostrando beneficios directos en desordenes fisioldgicos y
reduciendo el crecimiento de patégenos (Mitra, 1997). Sin embargo tanto las AC
como las AM no son necesariamente benéficas para todos los productos, por lo que
se deben evitar condiciones extremas de O,y el CO, alrededor del producto (Yahia e
Higuera, 1991).

El uso de AM mediante la aplicacién de compuestos con permeabilidad a gases
como la aplicacién de recubrimientos, se presenta como un método exitoso para la
conservacion de frutas, debido a que ayudan a extender la vida util de los productos
puesto que la barrera que ellos crean es selectiva a la transmisién de gases, vapor
de agua y otros solutos, previniendo asi la deshidratacion y retardando la
maduracion. Ademas, los recubrimientos mejoran la calidad y apariencia de los frutos
y sirven como vehiculo para sustancias de interés, tales como vitaminas,

antioxidantes y compuestos con actividad antimicrobiana (Paull et al., 1997).

Se comparé el efecto de dos recubrimientos; cera comercial (control) y cera
comercial conteniendo un extracto etandlico de propodleos (5% p/v), sobre la vida en
poscosecha de frutos de papaya (Carica papaya L. cv. Hawaiana) almacenados a
temperatura ambiente (28 + 2 °C) y humedad relativa entre 65 y 70%. El efecto de los
recubrimientos se determind mediante el indice de deterioro de los frutos y el
recuento microbiano (mesoéfilos aerobios, mohos y levaduras), y los resultados

mostraron que las papayas tratadas con el recubrimiento formulado con el extracto
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de propdleos, presentd un menor deterioro en cuanto a su apariencia y mayor
inhibicidn del crecimiento de microorganismos, ademas no se observaron diferencias,
producto de los recubrimientos, en relacion a las caracteristicas fisicoquimicas de los
frutos (Barrera et al., 2012).

1.3.3. Irradiacién

El término irradiacion se refiere a varios sistemas (microondas, visible,
ultravioleta, electrones, rayos x, rayos gamma, etc), utilizados en dosis bajas. La
Secretaria de Agricultura en Estados Unidos (USDA) autorizé el uso de la irradiacion
como un tratamiento cuarentenario en papaya para control de larvas de la mosca
oriental (Bactrocera dorsalis) y algunas otras en frutas y hortalizas. Ademas, esta
tecnologia reemplaza a fumigantes perjudiciales para la salud y el medioambiente.
Sin embargo estas irradiaciones tienen limitaciones ya que en dosis mayores a 0.3
kGy pueden causar diversos dafios expresados en distintas formas como
fitotoxicidad, quemaduras, ablandamiento, pérdida del contenido de algunos
nutrimentos, entre otros (Yahia y Ariza, 2001; Vargas, 2010).

En esparragos liofilizados, se utilizé radiacion gamma en dosis de 3, 6 y 9 kGy,
encontrandose que a 3 kGy los microorganismos aerobios mesofilos y coliformes
totales se reducen de 9.3 x 10> UFC/g a menos de 10 UFC/gy de 0.36 NMP/g a
<0.3 NMP/g, respectivamente (Vargas, 2010).

A bajas dosis, la irradiacién con luz UV-C no forma subproductos y es efectiva
sobre una gran variedad de microorganismos (Tardén et al., 2011). Ha sido utilizada
en dosis de 0.25 a 40 kJ m™? desde los 90’s en productos hortofruticolas con el
objetivo de controlar la actividad fungicade algunos patégenos como Botrytis cinerea
en fresa; Monillinia fructicola en durazno; Rhizopus stolonifer en jitomate y papa;

Penicillium digitatum en mandarina y limén; entre otros (Guerrero y Barbosa, 2004).
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1.3.4. Compuestos quimicos y soluciones sanitizantes

Mayoria de las frutas recién cosechadas y verduras son limpiadas, lavadas y
desinfectadas para eliminar la suciedad, restos vegetales, residuos de plaguicidas y
los microorganismos de la superficie de los productos béasicos (Fallik, 2004; Sapers,
2001). Ademas de lavar con agua, varios factores se utilizan para mejorar el efecto
del lavado y para reducir la carga microbiana, por ejemplo el lavado con cloro,
inmersiones en agua caliente o enjuague y cepillado, ozono, agua electrolizada &cida
alimentaria se usan otras opciones como peroxido de hidrégeno (0,5 a 1%) y &cido
peracético. En general, el acido peracético (PAA) tiene una buena eficacia en
tanques de recepcidon de agua y aplicaciones de agua para saneamiento. El PAA
tiene muy buen rendimiento, en comparacion con el cloro y ozono, en la eliminacion y
el control de biopeliculas microbianas (se adhiere fuertemente) en los tanques de
recepcion. En este momento, una desventaja es un mayor costo y la disponibilidad

esta limitada a grandes cantidades (Shlomo y Fallik, 2009).

En ensaladas tipo «baby» a base a brotes horticolas (Brassica narinosa o
Brassica rapa var. rosularis) se estudié la efectividad microbiolégica del &cido
ascorbico (AA) y diéxido de cloro (ClIO,) y dichos compuestos se comportaron como
buenos sustitutos del NaOCI, capaces de controlar el crecimiento microbiano y
mantener la vida util de brotes sin afectar la calidad sensorial del producto (Aguayo et
al., 2012). Mientras que en lechuga y chile dulce se utilizé 4cido acético (AA), citrico
(AC), e hipoclorito de calcio (CL), para evaluacion factores microbiologicos vy fisicos,
inoculando E. coli (ATCC 25922) encontrando que los tratamientos con mayor
reduccion fueron mezclas de CL+AA, CL+AC, y AA con reducciones entre 1.32 +
0.47 y 2.19 + 0.49 Log UFC/cm? ademas el tratamiento evaluado causé una
disminucién del valor L y a, mientras que el valor b fue igual al control. Se
recomienda el uso de acido acético para el lavado de lechuga en la planta post-
cosecha, en caso de chile dulce no se pudo recuperar el conteo del microorganismo

por la naturaleza de la superficie del chile (Cantor y Mendoza, 2012).
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En jitomate (Lycopersicum esculentum L.) se evalué la calidad y se determiné la
relacion del contenido de azucares (glucosa, fructosa y sacarosa) y acidos orgéanicos
(acido ascérbico y &cido citrico) con la sobrevivencia de E. coli del patogrupo
enterotoxigénico (ECET) adherida a los pericarpios de frutos almacenados a 7 y
22°C, lo que mostré la colonizacion y adherencia de ECET en la superficie del
jitomate que se relacion6 con los factores intrinsecos como el contenido de azucares
solubles, y acumulacién de acido ascorbico, y la temperatura de almacenamiento,
debido a que estos compuestos propician condiciones adecuadas para el desarrollo y
adherencia de las bacterias. Debido a ello las condiciones de almacenamiento
influyeron diferencialmente sobre el crecimiento, adherencia de E. coli (ECET), asi

como en el color y firmeza de los frutos de jitomate (Ibarra, 2012).

Para algunos microorganismos patégenos como Salmonella y E. coli, los métodos
probados han sido el uso de hipoclorito de sodio (NaClO) reduciendo la poblacion
bacteriana en melén Cantalupe, aunque tiene efectividad limitada, ya que puede
producir subproductos nocivos, tales como cloraminas y trihalometanos (cloroformo
es cancerigeno), de ahi la aplicacion de &cidos organicos como &cido lactico que
combinado con un tensoactivo expuesto a la fruta durante un periodo de 10 min a 35
°C puede reducir hasta 7.0 log de unidades formadoras de colonias (UFC’s) de E. coli
0157: H7 por cm? de corteza de melén y del peréxido de hidrogeno (H,O,) que han
tenido éxito en la reduccion del nivel contaminaciéon de S. ponna en mismo fruto
(Ayhan et al., 1998; Ukuku, 2005; Ukuku y Sapers, 2006; Materon, 2003; Barak et al.,
2003).

El ozono (O3), es un compuesto muy reactivo con potente actividad antimicrobiana
y numerosas aplicaciones potenciales en la agricultura y la industria alimentaria. Se
ha demostrado su actividad en agua contra bacterias, virus, hongos y protozoarios;
su poder antimicrobiano se basa en su capacidad oxidativa. En aplicaciones de gas o
acuoso, es un agente antimicrobiano aprobado que se puede utilizar en contacto

directo con alimentos, incluyendo las frutas y verduras minimamente procesados
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(Palou et al., 2007) y de manera general, los hongos son mas resistentes a este

compuesto que las bacterias.

Uno de los casos de efectividad en la aplicacion de ozono fue la evaluacion de
concentraciones de ozono en forma gaseosa entre 500 y 1000 mg m? vy
concentracion de ozono disuelto de 1 mg L™. Los frutos se almacenaron durante 10
dias a temperatura y humedad relativa no controladas en la poscosecha de fruta
bomba (Carica papaya) var Maradol-roja para el control del crecimiento de hongos
patégenos, encontrando que el promedio del porcentaje de la superficie afectada por
la presencia de hongos en las frutas después de los tratamientos, fundamentalmente
el causante de Antracnosis, resultdé: con agua ozonizada 23%, con el gas de ozono
32%, con fungicida Amistar 40% vy sin tratamiento 60%. El lavado con agua
ozonizada fue la alternativa méas favorable. El uso del ozono en todos los
experimentos, tanto en fase acuosa y como en gas, mostr6 un retardo en la
maduracion del fruto, asi como ningun efecto negativo en el porcentaje de
germinacion de las semillas y de contenido de sélidos solubles (°Brix) (Bataller et al.,
2010).

Otro de los métodos utilizados para la conservacion de frutas y hortalizas es la
tecnologia combinada o también llamada tecnologia de barreras que consiste en la
combinacion de dos o mas factores, para producir un ambiente adverso y retardar o
prevenir el posterior crecimiento de microorganismos que deteriora el alimento (Ulloa,
2007). Dicho método ha sido probado en productos minimamente procesados como
en el caso de papaya cortada (tiras o trozos), la mezcla de acido citrico, sorbato de
potasio, bisulfito de sodio y sacarosa se usé para la disminucién de dos barreras (Aw
y pH). El tratamiento que presento una menor Aw, mayor firmeza y menor ruptura fue
el de infusidbn seca en trozos, los tratamientos en infusion humeda obtuvieron
menores valores de pH. Los panelistas aceptaron como “me gusta mucho” los
tratamientos con tecnologias combinadas, independiente del tipo de corte y de
infusion. Mientras que la papaya fresca fue la menos aceptada y recibié una
valoracion de me gusta poco (Auguste y Zhumi, 2012).
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1.3.5. Tratamiento térmico

En general, los tratamientos térmicos se han estudiado ampliamente para el
control de hongos y bacterias postcosecha, pero causan cambios en apariencia y
sensorial del producto con pérdidas de calidad, reflejadas en pérdida de color,
firmeza y aumento de algunos compuestos bioactivos y metabolitos secundarios
(Shama, 2007; Fallik, 2004; Fallik y Lurie, 2006).

El control de las enfermedades con agua caliente es econémico, no toxico y sin
residuos; actla sobre patdgenos latentes y superficiales. Ademas de lavar el
producto, homogeneiza la maduracion e incrementa la sintesis de carotenoides y es
especifico para ciertos microorganismos por ejemplo: en durazno para controlar
Monilia fructicola usando temperatura de 48.8 a 52 °C durante 3 0 4 minutos; en
aguacate y mango para Colletotrichum gloeosporioides a 55 °C por 5 minutos; en
limén y naranja para Phythophthora sp. de 46 a 48 °C por 2 minutos; en papaya para
mosca de la fruta a 43.3 °C por 60 minutos, entre otros. Sin embargo las desventajas
de este método es que acelera la maduracion y su bajo control, por lo que requiere

de precision (Almaguer, 1991).
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CAPITULO Il
USO DE LUZ UV-C EN LA CALIDAD DEL ARANDANO AZUL (Vaccinium ashei
Reade)

RESUMEN
Dentro del grupo de frutillas se encuentra el arandano azul (V. ashei Reade), fruto

cuya importancia econdmica se centra en sus caracteristicas nutrimentales y por ello,
en paises como Estados Unidos, Canada y Alemania, alcanza precio de hasta
13,000 délares la tonelada. En México en el periodo de 2005 a 2010 se incrementd la
superficie de sembrada y la produccién nacional. Dicho valor se relaciona con la
demanda no cubierta por Estados Unidos, donde se ha incrementado el consumo
percapita hasta 150 gramos, debido al cambio en los habitos de consumo de frutas y
hortalizas con alto poder antioxidante y valor nutricional. En este estudio se aplico
irradiacién con luz UV-C en dosis bajas (1, 3y 5 kJ m™) a frutos frescos de arandano
azul en postcosecha y evalué la calidad del fruto a través de pérdida de peso, color,
sélidos solubles, azlcares totales, capacidad antioxidante, antocianinas y fenoles
totales, durante 9 dias de almacenamiento a 4 y 24 °C. Las determinaciones se
realizaron en 0, 3, 6 y 9 dias, se encontrd que las dosis de irradiacion aplicadas no
afectan la calidad del fruto de ardndano azul. La pérdida de peso presentd
significancia (P<0.05) en los dias de determinacion, la dosis de 1 kJ m™ fue la que
registr6 menor pérdida, comportamiento similar con la temperatura de 4 °C; mientras
que el color (° Hue), contenido de azlcares totales y los sélidos solubles, no se
afectaron con la aplicaciéon de luz UV-C. El contenido de fenoles, capacidad
antioxidante y antocianinas aumentaron en al menos uno de los dias de
almacenamiento, siendo el contenido de fenoles totales el que presenté un aumento
de hasta mas de tres veces su valor inicial de 278 mg EAG/100 g fruto fresco. Por
tanto, la irradiacion con luz UV-C no afecta la calidad nutrimental del arandano azul
(V. ashei Reade) y puede ser usada para mantener la calidad del fruto.
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2.1. Introduccién

Las especies de frutales del género Vaccinium, son altamente demandadas en el
mercado internacional debido principalmente el contenido de polifenoles,
antioxidantes y vitaminas A y C. Una de las especies de interés comercial es

Vaccinium ashei Reade, fruto que puede alcanzar hasta $13 000 US/tonelada.

Estados Unidos es el principal productor, con més del 60% de la produccion
mundial de arandano azul, con un incremento constante en el consumo percapita con
150 gramos en 2002. Dicho incremento se relaciona con el cambio en las
preferencias de los consumidores, que cada vez se orientan hacia productos

hortofruticolas frescos y de alto valor nutritivo.

Junto con la fresa, zarzamora y frambuesa, el arandano azul pertenece a las
frutillas de mayor crecimiento en México, tal que ha aumentado su produccién en 180
% promedio anual durante los afilos 2005 y 2010 con rendimiento promedio de 8.4
toneladas por hectarea sembrada. En los estados de Jalisco, Puebla y Estado de

México, se concentra el 100% de la produccion del pais.

Debido a lo anterior, el manejo postcosecha es un factor primordial para mantener
la calidad el fruto siendo las bajas temperaturas Utiles para prolongar la vida de

anaquel del fruto, ademas de reducir la proliferacién de microorganismo patdégenos.

La calidad no solo depende de las caracteristicas organolépticas y fisiolégicas del
fruto, sino de la incidencia de hongos y bacterias que pueden contribuir a

pudriciones, pérdida de textura, pérdida de humedad y riesgos a la salud.

En los ultimos afios algunos casos de enfermedades de transmision por alimentos
han estado relacionado con consumo de frutillas (fresas, zarzamoras, arandanos y
frambuesas) en Estados Unidos, de esta manera del 2005 a 2010 se registraron mas

de 130 casos, los patdgenos involucrados fueron: Salmonella entérica, Cyclospora

27



cayetanensis, virus de Hepatitis A, Norovirus y E. coli (CDC, 2013); aunque también

se reportaron brotes por Staphylococcus aureus (Sivapalasingam et al., 2004).

Existen diversas técnicas de manejo postcosecha para evitar la contaminacion
microbiana en productos hortofruticolas, tal como el uso de compuestos quimicos,
sustancias sanitizantes e irradiacion. Dichas técnicas presentan sus variantes

dependiendo del tipo de fruto y microorganismo incidente.

La luz UV-C es una de las técnicas de manejo postcosecha, se aplica en frutas
frescas, vegetales y tubérculos antes de almacenarse para reducir la carga
microbiana inicial en la superficie del producto e inducir la resistencia del huésped a
los microorganismos. El efecto benéfico de la luz UV-C en alimentos frescos se
denomina ‘hormesis’ y el agente (luz UV) se llama ‘hormetina’ o ‘efecto hormético’
(Stevens et al., 1997, 1999). El efecto hormético de la luz UV-C puede estimular la
produccion de fenilialanina amonia-liasa (PAL) que induce la formacion de
fitoalexinas (compuestos fendlicos), que incrementan la resistencia de frutas y
hortalizas a microorganismos (Guerrero y Barbosa, 2004). El modo de accion de UV-
C se basa en la ruptura de los enlaces del DNA, retrasando su reproduccion o
muerte celular; esto significa que el efecto bactericida de la UV-C es basicamente a
nivel del &cido nucleico (Wright et al., 2000).

La irradiacion con luz UV-C, ha sido aplicada en diversos productos
hortofruticolas, tales como: en fresas y cerezas donde la irradiacion (luz UV-C con
dosis de 0.025, 0.05 y 0.10 J cm™) combinada con pulsos de luz de 30 ps a una
frecuencia de 15 Hz se utilizo con la finalidad de inactivar conidias de Botrytis cinerea
y Monilia fructigena, logrando la reduccién de 3 y 4 log (Marquenie et al., 2003); en
hongos shiitake (Lentinus edodes), la aplicacion de UV-C (4 kJ m™) en postcosecha
retrasé el ablandamiento y mejoré la capacidad antioxidante por el incremento en la
actividad enzimatica de catalasa, superdxido dismutasa, ascorbato peroxidasa y

glutation reductasa(Jiang et al., 2010).
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La aplicacion de la irradiacion UV-C en arandanos maduros, disminuyé la
descomposicion causada por la pudricion por Colletotrichum acutatum y C.
gloeosporioides y aumentd los niveles de antioxidantes en dosis de 2 y 4 kJ m™
(Perkins et al, 2008); en sandia (Citrulus lanatus Thunb.) Matsum fresca cortada en
cubos, la aplicacion de luz UV-C a dosis de 1.4 kJ m™, redujo la poblacién microbiana
en mas de 1 Log de bacterias mesoéfilas aerobias, a diferencia del uso de sustancias
desinfectantes como de peroxido de hidrogeno y cloro en concentraciones de 2% y

40 pLL™, respectivamente (Fonseca y Rushing, 2006);

En fresas se ha encontrado que el uso de diéxido de cloro acuoso (ClO;) o acido
fumarico combinado con luz ultravioleta-C (UV-C) aplicando dosis de 5 kJ m?
mantuvo la calidad postcosecha al reducir la poblacion de bacterias aerobias totales,
hasta 2.25 log UFC/g (Kim et al., 2010); en brécoli minimamente procesado y
almacenado a 20°C después de tratamiento, la combinacién de luz UV-C con dosis
de 8 kJ m™con aire caliente, contribuyé a mejorar la proteccién contra moléculas
oxidantes no sélo por niveles crecientes de compuestos fendlicos y acido ascérbico,
sino también al aumentar la actividad de las enzimas involucradas en la eliminacion
de moléculas de oxigeno reactivas (Lemoine et al., 2010); en frutas tropicales como
el mango “Haden” almacenado por 18 dias a 25°C posterior al tratamiento, la
irradiacion con luz UV-C en dosis de 2.46 y 4.93 kJ m™, se utilizé para incrementar
en la vida util del fruto al disminuir la severidad de ataque fungico (Gonzélez et al.,
2007).
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2.2. Materiales y métodos
2.2.1. Material vegetal

Los frutos de arandano se cosecharon en estado de madurez fisiologica (90-100
% de desarrollo de color) en un huerto comercial en la region de Zacatlan, Puebla.
La cosecha se realizo en las primeras horas de la mafana. Posterior a la cosecha,
los frutos se transportaron y conservaron en charolas transparentes a 14 °C y 50-60
% HR por 15 horas antes de aplicar los tratamientos.

2.2.2. Tratamientos

Se seleccionaron los frutos firmes y libres de dafios. Se dividié la cantidad
cosechada, en cuatro lotes (un lote por tratamiento de irradiacion) que fueron
sometidos a irradiacion con luz UV-C (254 nm) (Phillips® G30-T8) (60 cm de
distancia) a las siguientes dosis: 1) 0 kJ m™?; 2) 1.0 kJ m?; 3) 3.0 k m™; 4) 5.0 kJ m™
con tiempos de exposicion a 0, 13, 39 y 65 segundos, respectivamente.

Después de la irradiacion los lotes se dividieron en 9 charolas con 200-250 g de
fruto y se almacenaron a dos temperaturas: a) 24 °Cy 60 % HR y b) 4 °Cy 80 % HR,
durante 9 dias. Las variables se midieron en 0, 3, 6 y 9 dias del periodo de

almacenamiento.

2.2.3. Variables

Las variables fisicoquimicas evaluadas fueron: pérdida de peso, color, capacidad

antioxidante, fenoles totales, antocianinas totales y azlcares totales.
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2.2.3.1. Pérdida de peso

Para la diferencia de peso a se tomoO una charola (tres repeticiones) con 200
gramos (Figura 2.1) con balanza electronica (ALSEP modelo EY-2200 A) y se
calculo en base a la formula siguiente. :

Pi—P
PP(%) = — L 100

Donde;
PP=pérdida de peso (%)
Pi= Peso inicial (gramos)

Pf=Peso final (gramos)

Figura 2.1. Pesado de frutos de arandano azul para pérdida de peso.

2.2.3.2. Color

La variable color en epidermis del fruto, se determiné por colorimetro (Hunter Lab
D25A-PC2 optical sensor serie 15062) con escala L,a,b, (promedio de 10 frutos por
tratamiento, Figura 2.2). Los datos de los espectros L a b, se utilizaron para calcular:

°Hue, chroma, luminosidad como sigue:

a

Hue = arcotanz

Chroma = (a? + b?)'/?
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Figura 2.2. Frutos de ardndano azul seleccionados para determinar color de epidermis.

2.2.3.3. Capacidad antioxidante

Esta variable se determiné a través del método descrito por Faller y Fialho (2010),
donde se prepar6 una solucién de DPPH (1,1-difenil-1-picrilhidrazilo) 100 uM (Figura
2.3a) pesando 0.39432 g del reactivo y se afor6 a 1 L con metanol al 80%, se
tomaron 2.5 mL de ésta solucion y se aforaron a 50 mL, se midi6 la absorbancia en

espectrofotometro (Genesys® 10 UV, Termo Spectronic) a 517 nm.

La preparacion de la muestra se realizd6 pesando 5 g de ardndano azul fresco,
para posteriormente extraer el jugo (2-3 mL) con muselina, inmediatamente se
adicionaron 3.9 mL de solucién de DPPH (1,1-difenil-1-picrilhidrazilo) 100 uM. Se
agitd la muestra y se coloc6 en celdas de vidrio del espectrofotometro (Figura 2.3b),
donde se registro las absorbancia cada 10 minutos hasta completar 1 hora, tomando
en cuenta la lectura final. Se utilizé la solucién de metanol (80%), como blanco. La
capacidad antioxidante se representd como capacidad de barrido del radical (RSC)

utilizando la siguiente ecuacion:

Ag_A,

%RSC =

Donde:
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Ao: absorbancia del DPPH (1,1-difenil-1-picrilhidrazilo) sin muestra al tiempo 0 =1.1.
Valor considerado como 100%
A absorbancia de DPPH (1,1-difenil-1-picrilhidrazilo) de la muestra al tiempo final

(60 minutos)

Figura 2.3. Determinacidon de capacidad antioxidante de arandano azul: a) solucién de
DPPH 100 pM; b) celdas de lectura y decoloracion del DPPH (1,1-difenil-1-

picrilhidrazilo) +jugo arandano.

2.2.3.4. Fenoles totales

La variable de contenido de fenoles totales se determiné por método adaptado de
Rodarte et al., (2008) y se reporté como equivalentes de acido gélico. Se tomé de
cada tratamiento una muestra de 5 g de arandano fresco (tomado de 10 frutos al
azar) pesando en balanza electronica (OHAUS Voyager® Pro VP114CN) se
maceraron en un mortero con 20 mL de metanol 100 % (Figura 2.4a). La mezcla se
vacié en un tubo de centrifuga y se centrifugé a 5000 rpm por 5 minutos (centrifuga
5804 Eppendorf®), se colectd el sobrenadante teniendo un volumen de 20 mL al que
se adicionaron 100 uL del reagente Folin-Ciocalteau 2 N al 50 % (v/v), después de 3

minutos de reposo, se adicionaron 2 mL de carbonato de sodio (2 % p/v) (Figura
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2.4b). Después de 30 minutos, se midi6 la absorbancia a 750 nm en un
espectrofotometro UV-vis (SP8-100) PYE UNICAM. La curva estdndar se prepar0
usando el mismo procedimiento con &cido galico (10, 20, 50 y 100 mg/L). El
contenido de fenoles totales fue expresado en mg de equivalentes de acido galico
(GAE)/ 100 g de peso fresco.

Figura 2.4. Procesado de muestras de arandano azul para determinar fenoles totales:

a) macerado y extraccion con metanol 100%; b) coloracién de muestras.

2.2.3.5. Antocianinas totales

Se determind con el método modificado descrito por Hassimotto et al., (2008). Se
pes6 1 g de fruto fresco (muestra de 5 frutos) en balanza electrénica (OHAUS
Voyager® Pro VP114CN) de cada tratamiento, se macer6 en un mortero y 20 mL de
metanol acidificado (1% HCI, v/v) vy agité por 30 minutos, para dejar reposar la
mezcla a 4°C por una noche (12 a 14 h). El extracto se centrifugd (centrifuga 5804
Eppendorf®) a 5000 rpm por 5 minutos para separar el sobrenadante y aforé a 50
mL con metanol acidificado (1% HCI, v/v) (Figura 2.5). Se realiz6 dilucién 1:10, para
leer absorbancia a 532 nm en el espectrofotbmetro Genesys® 10 UV (Termo

Spectronic), reportando mg/ g de fruto fresco usando la férmula:
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Factor de dilucion= (100/2*10/1)=500
Coeficiente de extincion de metanol acidificado (€) =98.2

absorbancia X factor de dilucion

o mg
Antocianinas totales (?) = -

Figura 2.5. Procesado de muestras de arandano azul para determinar antocianinas
totales.

2.2.3.6. Azlcares totales

Se determindé por método modificado de Mustafa et al., (2003), en donde se
pesaron 5 g arandano fresco congelado en una balanza electronica (OHAUS
Voyager® Pro VP114CN), muestra que se macerd en seco con ayuda de un mortero
(figura 6), la mezcla se coloc6 en un tubo eppendorf de 50 mL para centrifuga
adicionando 20 mL de agua destilada en 2-3 lavados del mortero. La mezcla se
centrifugo (centrifuga 5804 Eppendorf®) a 5000 rpm por 15 minutos a temperatura
ambiente, se extrajo el sobrenadante y se filtr6 a través de papel filtro Whatman® 41
(Whatman, Kent, U.K.). El extracto se pasoé a través de cartuchos Sep-Pack C18 ec
(CHORMOBOND®, 3 mL/500 mg; acondicionados con 5 mL de metanol seguido de
5 mL de agua (Macherey-Nagel, técnica 300160); ambas soluciones grado HPLC
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obteniendo una cantidad de 2 a 2.5 mL de muestra. Posteriormente se pasoé la
solucion a través de acrodiscos Titan2® (44513-PV) (17 mm) y membrana (0.45 um)
e inyecto 10 uL a HPLC (Perkin Elmer® series 200), con automuestreador y detector
indice de refraccion (IR). Se prepar6é una solucion para la curva estandar de
azucares (glucosa, fructosa y sacarosa) de 30 mg/mL, utilizando concentraciones de

3,6,9,12y 15 mg/mL basado en solucién de agua:metanol (9:1).

Se utilizé una precolumna y columna cromatografica (TECROM GROUP®) ambas
de amino de 150 mm de longitud, didmetro interior de 4.5 mm y un tamafio de
particula de 5.0 um; usando como fase movil la solucion de acetonitrilo:agua (75:25).
El flujo de inyeccion fue de 1 mL/min y la temperatura del horno de la columna fue de
35 °C.

2.2.4. Andlisis estadistico

El experimento fue un disefio de dos factores en completamente al azar, con
unidades experimentales de: 1 charola con 200 g para pérdida de peso, 1 fruto para
color, 5 g para capacidad antioxidante, 5 g para fenoles, 1 g para antocianinas, 5 g
para azUcares y solidos solubles; con 10 repeticiones para color, 3 para fenoles y
antocianinas y 2 para azucares y soélidos solubles; se realiz6 un analisis de varianza
y separacion de medias de Tukey (P<0.05; SAS®, v. 9.0, 2002). Se verificd la
normalidad de los resultados con la prueba de Anderson-Darling.
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2.3. Resultados y discusién

2.3.1. Pérdida de peso

La evaluacién de pérdida de peso arrojo que los frutos almacenados a 24 °C y 4
°C, presentan diferencia significativa (P<0.05), ya que a 24 °C presentan pérdidas de
hasta 25 %, mientras que a 4 °C las pérdidas fueron de hasta 12 % después de 9

dias de almacenamiento (Figura 2.6).

La pérdida de agua por transpiracion acelera el marchitamiento del fruto y
constituye uno de los principales factores de deterioro que afectan significativamente
la calidad del fruto en poscosecha y esta relacionado con el fenédmeno de
senescencia que entre otros procesos involucra, pérdidas en contenido de clorofila y
cambios en la permeabilidad de membranas que favorecen las pérdidas de agua de
células y tejidos (Buchanan, 1997). La pérdida de peso fue gradual y no existe

recuperacion de la estructura celular al liberar el agua del interior (Cuadro 2.1).

A través de los 9 dias de almacenamiento a 4 °C, la dosis de 1 kJ m™ registr6 la
menor pérdida de peso con solo 4.91 %, comparado con el testigo (0 kJ m™).
Mientras que a 24 °C no hubo diferencias significativas, de acuerdo al analisis
estadistico (Figura 2.6). Lo anterior posiblemente debido a que la pared y membrana
celular del fruto absorben energia en el rango de luz UV-C afectando su estabilidad

de manera positiva respecto a la pérdida de peso (Rivera et al., 2007)

37



Cuadro 2.1. Pérdida de peso (%) en frutos de arandano azul (Vaccinium ashei

Reade) fresco, irradiado con diferentes dosis de luz UV-C.2

TIEMPO DE ALMACENAMIENTO

(dias)
3 6 9
Temperatura Dosis PERDIDA DE PESO
(kI m?) (%)
24°C 0 7.27ab 15.55ab 23.55ab
24°C 1 4.81abc 10.21bc 16.71bc
24°C 3 7.89a 16.00a 24.94a
24°C 5 7.26ab 15.50ab 24.20a
4°C 0 4.03bc 8.10cd 11.92cde
4°C 1 1.70c 3.01d 491e
4°C 3 2.67c 5.00cd 7.36 de
4°C 5 3.82c 8.03cd 12.58 cd
CV (%) 23.67 19.59 16.51
T (P-value) * * *
D (P-value) * * *
T*D NS NS NS

% valores de la misma columna con letra diferente, son significativamente diferentes (Tukey,
P<0.05). *:significativo; NS: no significativo, D: dosis de luz UV-C; T: temperatura; CV:

coeficiente de variacion

En este estudio la pérdida de peso registrada a 4 °C con hasta 4.91 % cifra que es
similar a la registrada por Perkins et al. (2008) quienes encontraron en frutos de V.
corymbosum una pérdida de entre 0.9 y 1.2 % después de 7 dias a 5 °C mas 2 %
después de 2 dias a 20 °C, lo que indica que la refrigeracion es necesaria para
alargar la vida de anaquel del fruto y dicha pérdida también disminuyé utilizando luz
UV-C en intervalo de 1 a 4 kJ m™, por tanto la pérdida de peso de los frutos esta
relacionada estrechamente con la especie en estudio y condiciones de

almacenamiento.
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Figura 2.6. Pérdida de peso (%) en frutos de arandano azul (Vaccinium ashei Reade)
fresco, de laregion de Zacatlan, Pue. a) almacenamiento a temperatura de 24°C y 60 %
HR; b) almacenamiento a temperatura de 4°C y 80 % HR. Tukey, P<0.05; n=3 + DE.

2.3.2. Color (° Hue)

El fruto de ardndano azul presenta valores de Hue en el intervalo de 178-181; con
valores de L de 36.81 para el dia 0 de almacenamiento y con 19.01 para el dia 6,
parametro que permite ubicar al fruto de arandano azul tendiendo al negro. El valor
de chroma se ubicé entre 2.34 a 5.76, durante 3 y 0 dias de almacenamiento,

respectivamente, por lo que la pureza del color tiende a un fruto con opacidad.

El valor de Hue de la epidermis del fruto de arandano azul muestra diferencias
significativas durante los primeros tres dias de almacenamiento, siendo las dosis de
3y 5 kJ m*? las que muestran significancias en esta etapa, sin embargo de manera
general, durante los dias posteriores no existe diferencia en las dosis de irradiacion
con luz UV-C aplicadas. Esto sugiere que el color no se ve afectado por la
irradiacion, incluso se puede apreciar que la temperatura baja mantiene el color

(Cuadro 2.2). Resultados similares fueron reportados por Cia et al. (2007), quienes
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mencionan un aumento, aunque no significativo, en la luminosidad (L) en la piel y

cascara de papaya ‘Golden’ sometida a irradiaciéon con rayos Gamma en rango de

0.12 a 1.0 kGy, mismo comportamiento se presento en los valores de chroma.

Cuadro 2.2. Color (°Hue) de epidermis en frutos de arandano azul (Vaccinium ashei

Reade) fresco, irradiado con diferentes dosis de luz UV-C.2

Tiempo de almacenamiento (dias)

3 6 9
Temperatura Dosis COLOR (° Hue)
(kd m?)
24°C 0 179.88b 178.55a 180.93a
24°C 1 179.95ab 178.51a 180.5ab
24°C 3 180.00ab 178.79a 180.1abc
24°C 5 179.97ab 179.15a 179.81bc
4°C 0 179.89b 178.85a 179.09c
4°C 1 179.93ab 179.42a 179.25¢
4°C 3 179.98ab 179.13a 179.44bc
4°C 5 180.03a 179.12a 179.08c
CV (%) 0.06 0.58 0.43

T (P-value) NS NS *

D (P-value) * NS NS
TD NS NS NS

a

valores de la misma columna con letra diferente son significativamente diferentes

(Tukey, P<0.05). El valor inicial de Hue fue de 179.08 y CV de 0.07 %. *:significativo; NS: no
significativo, D: dosis de luz UV-C; T: temperatura; CV: coeficiente de variacion

En frutos de arandano azul (Vaccinium ashei Reade) los compuestos que
proporcionan el color azul-violeta oscuro en la epidermis son antocianinas,
compuestos estables en medio acido y en otros frutos alcanzan el color rojo
dependiendo del pH y comUnmente unidas a un azlcar. Dichos compuestos se

desarrollan durante el proceso de maduracion del fruto, por lo que el color dependera
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del momento de cosecha (Friend y Rhodes, 1981; Pantastico, 1984) y no de la dosis
de luz UV-C en rango de 1 a 5 kJ m™ probadas.

2.3.3. Capacidad antioxidante

La capacidad antioxidante que posee el arandano azul (% RSC), oscilé entre 79 y
90 % (Cuadro 2.3), lo que indica un excelente poder oxidativo. En frutos como
manzana, papaya y tangerina los valores que se reportan son de 68.7, 79.6 y 50.8 %;
respectivamente (Faller y Fialho, 2010).

En el presente estudio, la capacidad antioxidante presentd diferencias solo en el
tercer dia de almacenamiento, en donde todas las dosis de UV-C aplicadas
incrementaron el poder antioxidante (Cuadro 2.3 y Figura 2.7), siendo favorable para
el consumo como mencionan Avello y Suwalsky (2006), ya que al ingerir
antioxidantes como vitaminas y los compuestos fendlicos neutralizan especies
radicalarias encontradas en el plasma sanguineo previniendo asi, reacciones que
pueden generar especies aun mas nocivas (Halliwel, 1989; Garcia et al., 2001;
Salunkhe y Kadam, 1995). Considerando ademas que los frutos del genero
Vaccinium, se caracterizan por poseer una gran cantidad de diferentes compuestos
con actividad antioxidante que pueden ser inocuos para la salud y que ademas,

actian a bajas concentraciones (Gaviria et al., 2009; Beccaro et al., 2006).

El efecto de la luz UV-C sobre la capacidad antioxidante (% RSC) en arandano es
variable debido a las dosis utilizadas, el tiempo de exposicidbn y especies o
variedades estudiadas, tal que en frutos frescos de V. corymbosum L. cv. Duke
expuestos a irradiacién con UV-C con dosis de 2.15 y 4.30 kJ m™ resultaron en un
incremento en la capacidad antioxidante de mas de 10 pmol GAE/ g de peso fresco
a la dosis mayor (4.30 kJ m™)y en fresas se utilizaron exposiciones de luz UV-C de
1, 5y 10 minutos (0.43, 2.15 y 4.30 kJ m™®) lo que provocé el cambio en la actividad
enzimatica de superoxido dismutasa, glutation peroxidasa, glutation oxidasa,

dehidroascorbato reductasa, ascorbato peroxidasa en exposiciones de luz de 5y 10
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minutos; mientras que en distintos cultivares de blueberry el poder antioxidante fue
mayor en 13% en cultivar “Collins” con dosis aplicada de 2-4 kJ m?y para “Bluecorp”
la dosis de 4 kJ m? incrementa dicha capacidad (Erkan et al., 2008; Perkins et al.,
2008).

Cuadro 2.3. Capacidad antioxidante (% RSC) en frutos de arandano azul (Vaccinium

ashei Reade) fresco irradiado con diferentes dosis de luz UV-C.2

Tiempo de almacenamiento (dias)

3 6 9
Temperatura Dosis CAPACIDAD ANTIOXIDANTE (% RSC)
(kI m?
24°C 0 86.82ab 88.37ab 89.39a
24°C 1 89.52a 90.18a 86.79a
24°C 3 89.94a 89.66a 89.49a
24°C 5 89.21a 89.94a 89.97a
4°C 0 81.76b 79.48b 85.42a
4°C 1 89.66a 87.88ab 89.46a
4°C 3 87.03ab 85.27ab 86.39a
4°C 5 89.82a 87.21ab 87.18a
CV (%) 2.75 3.85 2.90

T (P-value) NS * NS

D (P-value) * NS NS
D NS NS NS

# valores de la misma columna con letra diferente son significativamente diferentes (Tukey,
P<0.05). El contenido inicial fue de 89.45 % y CV de 1.94 %. *:significativo; NS: no
significativo, D: dosis de luz UV-C; T: temperatura; CV: coeficiente de variacion
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Figura 2.7. Capacidad de captacion de radicales libres (% RSC) en frutos de arandano
azul (Vaccinium ashei Reade) fresco. a) almacenamiento a temperatura de 24°Cy 60 %
HR; b) almacenamiento a temperatura de 4°C y 80 % HR. Valor inicial de 89.45 % (n=3 +
DE)

Las diferencias mostradas en ardndano azul respecto al poder antioxidante, en
corto tiempo posterior a la irradiacion, puede deberse a causas de estrés que
provoca la luz UV-C, la temperatura y lesiones; que afectan la fisiologia de los frutos
por desencadenar respuestas que podrian inducir a la acumulacion de compuestos
fendlicos y otros metabolitos secundarios (Kays, 1997; Saltveit, 1997; Sinelli et al.,
2008; Perkins et al., 2008). La activacion de fenilalanina amonia liasa (PAL) es
seguida por la sintesis de compuestos fendlicos de proteccidn para reducir la pérdida
de agua o el ataque de patdgenos (Rhodes y Wooltorton, 1978). Actualmente se
acepta el concepto de hormesis que establece que es posible obtener un efecto
benéfico de la aplicacion subletal de un agente capaz de inducir estrés fisico o
quimico (Ruiz et al., 2010).
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2.3.4. Fenoles totales

La cantidad de fenoles que tiene el fruto de arandano azul es de importancia en la
salud, ya que presenta alto contenido de estos metabolitos secundarios como
compuestos que atrapan los radicales libres retardando el envejecimiento celular y
debido a esa importancia se analizd el contenido de fenoles totales (Figura 2.8 y
Cuadro 2.4). Los tipos de fenoles que contiene el fruto del género Vaccinium son
antocianinas como malvidin 3-galactésido, delfinidin 3-galactosido, delfinidin  3-
arabinosido, petunidin  3-arabinosido, petunidin 3-galactésido, malvidin  3-
arabinosido, cianidina; flavonoles como myricetina y quercetina y en menores
cantidades &cidos fendlicos como clorogénico y elagico, cianidin - 3- glucosido se
encuentra en mayor proporcion con hasta el 40 % del total de compuestos coloridos
en arandano azul (Friend y Rhodes, 1981; Salunkhe y Kadam, 1995; Sinelli et al.,
2008).

La presente investigacion muestra diferencia significativa en el contenido de
fenoles totales durante 3 y 9 dias de almacenamiento, incrementandose para primer
periodo y reduciendo en el segundo; siendo las dosis de 3 y 5 kJ m? que marcan
dicha diferencia. El contenido de fenoles totales oscilé entre 193 y 278 mg/100 g
equivalentes de acido galico (EAG); a excepcion del dia 3 de almacenamiento donde
los valores alcanzan hasta mas de tres veces el promedio del contenido inicial
(278.67 mg/100 g equivalentes de acido galico (EAG)) (Cuadro 2.4), siendo un efecto
positivo. La temperatura muestra efecto significativo en el incremento en el contenido
de fenoles totales durante los primeros tres dias de almacenamiento a 24 °C,
mientras que hasta los 9 dias de almacenamiento, la temperatura de 4 °C presenta

significancia positiva.

El incremento en el contenido de fenoles, se puede deber a la activaciéon de
reacciones enzimaticas al someter los frutos a condiciones de estrés como la luz UV,
aunado a senescencia; se sugiere que la acumulacion de fenoles es parte del

mecanismo de defensa a UV, aunque no se tienen registros de aumento
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considerable en corto tiempo de almacenamiento. Algunas de las enzimas
involucradas en este proceso son PAL y chalcona sintasa (flavonoides) (Springob et
al., 2003; Rhodes y Wooltorton, 1978; Jiang et al., 2010)

Cuadro 2.4. Contenido de fenoles totales (mg EAG/100 g de fruto fresco) en frutos de
arandano azul fresco irradiado con diferentes dosis de luz UV-C.2

Tiempo de almacenamiento (dias)

0 3 6 9
Temperatura  Dosis FENOLES TOTALES(mg EAG/100 g muestra
(kd m? fresca)
24°C 0 278.67a 927.56a 198.88ab  198.88b
24°C 1 278.67a 932.00a 198.88ab  195.24b
24°C 3 278.67a 927.56a 203.64a 196.36b
24°C 5 278.67a 847.56a 186.00b 200.84b
4°C 0 278.67a 243.11c 189.92ab 211.77a
4°C 1 278.67a 705.33b 193.28ab  210.08a
4°C 3 278.67a 932.00a 195.24ab  195.24b
4°C 5 278.67a 887.55a 195.80ab  194.40b
CV (%) 12.66 4.95 3.09 1.50
T (P-value) NS * NS *
D (P-value) NS ¥ NS *
T*D NS i * !

% valores de la misma columna con letra diferente son significativamente diferentes (Tukey,
P<0.05). El contenido inicial fue de 278.67 mg EAG/100 g muestra fresca y el CV de 12.66%.
*:significativo; NS: no significativo, D: dosis de luz UV-C; T: temperatura; CV: coeficiente de

variacion

En diversos cultivares de arandano azul, el contenido de fenoles totales
expresado como mg equivalentes de acido galico (EAG) por kg de fruto, muestra
diferencias de hasta 200 mg kg™, con un contenido total de entre 2200 y 2600 mg kg’

'y no muestran diferencias después del almacenamiento o con diversas dosis de luz
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UV-C, aunque el comportamiento entre cultivares es distinto (1-4 kJ m™) (Perkins et
al., 2008).
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Figura 2.8. Comparacién del contenido de fenoles totales (mg equivalentes de acido
galico EAG/100 g de fruto fresco) en frutos de arandano azul fresco, durante 9 dias de
almacenamiento. a) almacenamiento a temperatura de 24°C y 60 % HR; b)
almacenamiento a temperatura de 4°C y 80 % HR. Valor inicial fue de 278.67 mg
EAG/100 g muestra fresca (n=3 + DE)

El contenido de fenoles totales llega a ser del orden de 341-499 mg/100g de peso
fresco utilizando cianidin-3-O-glucosido como referencia, siendo éste un flavonoide
cuya variacion segun el estudio depende del cultivar en estudio. Otros autores como

Héakkinen y Toérronen (2000), detectaron acidos fendlicos y flavonoles, mostrando un
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contenido total de 36 a 50 mg/100 g de peso fresco, en cultivares de fresa; mientras
gue para especies de Vaccinium, los datos de compuestos fendlicos analizados fue
de 4.4 a 9.1 mg/100 g de peso fresco, valores bajos reportados por otros autores,
debido a la no cuantificacion de antocianinas donde este compuesto es mayoritario
para especies de arandano azul. Ademas, se destaca el efecto altamente
antioxidante de los frutos de Vaccinium, tres veces mas alto que en frambuesas o
fresas, lo que estd significativamente correlacionado con su contenido de
antocianinas (Gosch, 2003; Kalt et al., 1999; Connor et al., 2002).

Gaviria et al., (2009), mencionan que el contenido de fenoles totales (mg EAG/100
g de fruto fresco) esta en funcion de las variedades, ya que para mortifio (Vaccinium
meridionale o arandano silvestre de Colombia) presenta un valor de 609 mg
EAG/100 g de fruto fresco; Highbush blueberry de 181 a 473 mg EAG/100 g de fruto
fresco, rabbiteye blueberry de 230 a 457 mg EAG/100 g de fruto fresco, Lowbush
blueberry de 290 a 495 mg EAG/100 g de fruto fresco, y de 151 a 246 mg EAG/100 g
de fruto fresco para la uva (Vitis vinifera). Por lo que el arandano aqui estudiado (V.
ashei o rabbiteye), presenta un valor de 278 mg EAG/100 g de fruto fresco, valor
dentro del rango rabbiteye blueberry mencionado por el autor. Mientras que Jonhson
et al., (2011) encontré que el contenido total de polifenoles es de 0.39 a 1.00 mg

equivalentes de acido galico (GAE)/g fruto fresco para V. corymbosum.

2.5.5. Antocianinas totales

En frutos de arandano azul, las antocianinas que contiene son principalmente
agliconas como delfinidina, malvidina y petunidina, unidas a un azucar como
galactosa, glucosa o arabinosa, ademas de cianidina y peonina (Cho et al., 2004;
Makus y Ballinguer, 1973; Ballinguer y Maness, 1970; Ballinguer et al., 1972;
Ballinguer et al., 1979)

Las dosis de 3 y 5 kJ m™ mostraron significancia al aumentar el contenido de

antocianinas totales en el dia 6 de almacenamiento mostrando un incremento en este
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metabolito secundario, mientras que a 3 y 9 dias no se produce efecto significativo
(Cuadro 2.5); pero ademas la temperatura de almacenamiento a 4 °C y 80 % de HR

estos compuestos se incrementa hasta cubrir los 6 dias bajo dichas condiciones.

En frutos frescos de ardndano azul sometidos a irradiacion UV-C (Figura 2.9), el
contendido inicial fue de 162.93 mg/100g de peso fresco llegando a 286.5 mg/100g
de peso fresco, dato consistente y mayor al contenido de antocianinas en zarzamora

reportado como 125.6 mg/100g de peso fresco (Hassimotto et al, 2008).

Cuadro 2.5. Contenido de antocianinas totales (mg/100 g muestra fresca) en frutos

de ardndano azul sometido a diferentes dosis de luz UV-C.2

Tiempo de almacenamiento (dias)

3 6 9
Temperatura ANTOCIANINAS TOTALES (mg/100 g muestra
Dosis fresca)
(kd m?
24°C 0 227.09a 254.92a 239.65ab
24°C 1 239.48a 206.21abc 197.21b
24°C 3 182.79a 246.44ab  282.07a
24°C 5 205.02a 277.32a 286.49a
4°C 0 179.06a 180.41bc  231.84ab
4°C 1 209.44a 172.27c 254.92ab
4°C 3 193.14a 246.95ab  237.44ab
4°C 5 168.71a 204.01abc  193.99b
CV(%) 12.71 11.61 12.37
T (P-value) * * NS
D (P-value) NS * NS
D NS NS *

% valores de la misma columna con letra diferente son significativamente diferentes
(Tukey, P<0.05). El contenido inicial fue de 162.93 mg/100 g muestra fresca y CV de 9.21
%. *:significativo; NS: no significativo, D: dosis de luz UV-C; T: temperatura; CV: coeficiente

de variacion
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Investigaciones indican que el contenido de antocianinas totales para géneros de
Vaccinium, en el caso de mortifio (Vaccinium meridionale) o arandano silvestre de
Colombia es de 201 mg equivalentes de cianidin - 3- glicosido/100 g fruta fresca
(Gaviria et al., 2009), mientras que para los frutos de otras especies, se encuentra en
el rango de 92 a 235 mg equivalentes de cianidin - 3- glicosido/100 g fruta fresca
para el Northern Highbush blueberry (Vaccinium corymbosum); de 60 al87 mg
equivalentes de cianidin - 3- glicosido/100 g fruta fresca para el Rabbiteye blueberry
(Vaccinium ashei) y de 290 a 300 mg equivalentes de cianidin - 3- glicosido/100 g
fruta fresca para Lowbush blueberry (Vaccinium angustifolium) (Prior et al., 1998; Kalt
and Dufour, 1997; Capocasa et al., 2008). Wang y Ballington (2007), encontraron
para el deerberry (Vaccinium stamineum) un contenido de 371 a 630 mg

equivalentes de cianidin - 3- glicosido/100 g fruto fresco.
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Figura 2.9. Contenido de antocianinas totales (mg/100g fruto fresco) en frutos de
ardndano azul. Disefio experimental dos factores en completamente al azar, ANOVA
(Tukey, P<0.05). Valor inicial fue de 162.93 mg/100 g muestra fresca, n=3 + DE
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2.5.6. AzUcares totales

Los sélidos solubles totales estan involucrados con el sabor de los frutos y son un
indicador del momento de la cosecha en arandano azul. Los datos obtenidos
muestran que no existen diferencias significativas (P<0.05) en el contenido de
sélidos solubles totales (°Brix), ni con las dosis de luz UV-C aplicadas ni con la
temperatura de almacenamiento (Cuadro 2.6), por lo que las dosis aplicadas no
afectan los solidos solubles totales (SST). El intervalo de SST estuvo entre 11 y 14
°C, informacion que coincide con autores como Figueroa et al. (2010) y Lobos (1988)
gue consideran °Brix de entre 12 y 14 °C como 6ptimo y aceptable para cosechar el

fruto, aunque Galleta et al., (1990) considera que puede llegar a 15 °Brix.

La técnica utilizada para detectar el contenido de azlcares en frutos ardndano
azul (V. ashei Reade) sometidos a irradiacion con luz UV-C, no detect6 presencia de
sacarosa, por lo que el arandano azul (Vaccinium ashei Reade) posee azlcares

simples como glucosa y fructosa.
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Cuadro 2.6. Contenido de sdlidos solubles totales (°Brix) en frutos de arandano azul

sometido a diferentes dosis de luz UV-C.2

Tiempo de almacenamiento (dias)

3 6 9
Temperatura Dosis SOLIDOS SOLUBLES TOTALES (SST, 2Brix)
(kd m?
24°C 0 13.48a 13.75ab 14.03a
24°C 1 13.20a 12.38b 12.93a
24°C 3 12.38a 14.85a 12.93a
24°C 5 12.10a 14.58ab 12.65a
4°C 0 12.10a 12.93ab 14.58a
40C 1 12.10a 14.03ab 13.20a
40C 3 12.92a 12.93ab 12.10a
40C 5 12.37a 14.03ab 12.65a
CV (%) 6.18 4.26 6.62

T (P-value) NS NS NS

D (P-value) NS NS NS

T*D NS * NS

% valores de la misma columna con letra diferente son significativamente diferentes
(Tukey, P<0.05). El contenido inicial fue de 13.20 °Brix y coeficiente de variacion (CV) de
5.89 %. *significativo; NS: no significativo, D: dosis de luz UV-C; T: temperatura; CV:

coeficiente de variacion.

Los frutos de ardndano azul almacenados a 24 °C muestran mayor contenido de
azucares totales (%) (Figura 2.10) (P<0.05) de casi 2 % que aquellos almacenados a
4 °C. En el caso de las diferentes dosis de irradiacion con luz UV-C no existe
diferencia significativa con respecto al testigo (0 kJ m?), lo que implica que el
contenido de azlcares totales en V. ashei Reade no es diferente con 0 sin

irradiacion.
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Cuadro 2.7. Contenido de azucares totales (glucosa y fructosa) (%) en frutos de

arandano azul sometido a diferentes dosis de luz UV-C.2

Tiempo de almacenamiento (dias)

3 6 9
Temperatura  Dosis
(kd m?) AZUCARES TOTALES (% FRUC + GLUC)
24°C 0 6.22a 5.91a 5.85c
24°C 1 5.57a 5.24a 5.93bc
24°C 3 5.28a 6.10a 5.86bc
24°C 5 5.30a 6.35a 5.54c
4°C 0 6.23a 5.76a 8.28a
4°C 1 5.09a 6.08a 7.59a
4°C 3 5.33a 5.52a 7.15abc
4°C 5 5.47a 6.28a 7.47ab
CV (%) 7.68 5.82 6.10
T (P-value) NS NS *
D (P-value) * NS NS
T*D NS NS NS

% valores de la misma columna con letra diferente son significativamente diferentes (Tukey,
P<0.05). El contenido inicial fue de 5.84 @g/100 g muestra fresca (%) y CV de 23.24 %.
Fructosa: FRUC, glucosa: GLUC, sacarosa: SAC. *:significativo; NS: no significativo, D: dosis

de luz UV-C; T: temperatura; CV: coeficiente de variacion
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Figura 2.10. Contenido de azlcares totales (GLUC+FRUC, %) en frutos de ardandano
azul. Disefio experimental dos factores en completamente al azar, ANOVA (Tukey,
P<0.05). n=2 + DE. a) almacenamiento a temperatura de 24°C y 60 % HR; b)
almacenamiento a temperatura de 4°C y 80 % HR. Valor inicial fue de 5.84 % /100 g
muestra fresca (%).

Algunos autores como Kader et al., (1993) encontraron que los azucares
predominantes en V. corymbosum son glucosa y fructosa, y estan presentes en
aproximadamente la misma proporcién (glucosa: fructosa, proporcién de 1) y la
proporcion de sacarosa presente oscila entre 1.6 y 14.6 g por 100 g de azlcar total;
mientras que Jonhson et al., (2011) el contenido de azucares reductores (glucosa y
fructosa) es de 6.4 % a 15.2 % en la misma variedad.
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Ayaz et al., (2001), reporta que para Vaccinium arctostaphylos y V. myrtillus en
tres estados de madurez, contienen diferentes proporciones de azucares glucosa,
fructosa y sacarosa, siendo el estado de madurez fisiologica 26.20, 25.32 y 1.02 %
en base fresca, respectivamente, para la primer variedad y 32.90, 32.90 y 1.81 %
para la segunda variedad, ademas de determinar algunos alcoholes, que en conjunto
con los azlcares muestran un total de 52.23 y 63.92 % para las variedades

sefaladas.

Para evitar las pérdidas por deterioro de la fruta en postcosecha, es indispensable
la aplicacién de pre-frio rapido a la fruta después de cosechada (Sudzuki, 1983), de
esta manera se evitan altas pérdidas postcosecha del fruto, que se arrugue la
epidermis y ablandamiento por pérdida de agua, incluso mostrando una textura
adecuada hasta 9 dias a 4°C y 80 % HR.

2.4. Conclusiones

La luz UV-C en dosis probadas de 1 a 5 kJ m? no afectaron las propiedades

nutricionales del fruto de arandano azul (V. ashei Reade).

La capacidad antioxidante, contenido de fenoles y antocianinas, se mantuvieron
con las dosis de UV-C aplicadas y en algunos casos aumentaron su contenido
durante periodo de almacenamiento, sobresaliendo las dosis 3y 5 kJ m™.

Los azUcares presentes en frutos de arandano azul (V. ashei Reade) estuvieron
en el rango de 5 a 7% y fueron glucosa y fructosa en proporciéon cercana a 1:1, no

modificandose el contenido con las dosis de UV-C aplicadas.

Los solidos solubles totales para el momento de cosecha se presentaron en un

intervalo de 11 a 14 °Brix, sin cambios con las dosis aplicadas de irradiacion UV-C.
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CAPITULO Il
EFECTO DE LUZ UV-C EN LA SOBREVIVENCIA Y CRECIMIENTO DE Salmonella
typhimurium EN FRUTOS DE ARANDANO AZUL (Vaccinium ashei Reade)
FRESCO

RESUMEN
Los microorganismos patégenos causantes de las enfermedades transmitidas por

alimentos (ETA'’s), producen cuantiosas pérdidas econdémicas cada afo. Por ello se
busca la aplicacién de tecnologias que disminuyan o eliminen su proliferacién. Con el
consumo en fresco de productos hortofruticolas, existe alta posibilidad de
contaminacion si la cadena comercial no es cuidadosa en el manejo de los
productos. Salmonella es uno de los principales patdgenos relacionados con las
ETA's, de ahi el objetivo de evaluar el efecto germinicida de dosis bajas de luz UV-C
en Salmonella enterica serovar typhimurium ATCC23564, resistente a kanamicina
(Sigma-Aldrich®) (50 pg/mL), (S. typhimurium) en frutos frescos de arandano azul,
artificialmente inoculados con la bacteria. Los resultados mostraron que las dosis de
UV-Cal,3,5,7y9kJm?de luz UV-C no tienen efecto significativo (Tukey, P<0.05)
en la sobreviviencia de S. typhimurium aunque la aplicacién de 3y 7 kJ m™ redujo la
poblacién (0.6 logip) de la bacteria. De la misma manera, no se afectd
significativamente (Tukey, P<0.05) el crecimiento de la bacteria. El tiempo de
generacion de S. typhimurium estuvo en el rango de 60 y 96 segundos. Debido a lo
anterior, bajo las condiciones probadas, las dosis de luz UV-C aplicadas no tienen
efecto en la sobrevivencia, crecimiento ni tiempo de generacion de S. typhimurium

St4-Km®° inoculada en frutos de arandano azul fresco.
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3.1. Introduccién

Los patégenos conocidos ocasionan 9,4 millones de enfermedades transmitidas
por alimentos cada afio en los Estados Unidos (Scallan et al., 2011). Para el periodo
de 2009-2010, la CDC (2013) report6 1,022 brotes con etiologia conocida (67%) (790
confirmados y 232 sospechosos). De los brotes confirmados, las bacterias causaron
413 (52 %), los virus 336 (42 %), los productos quimicos y toxinas 39 (5%), y los
parasitos 2 (0,2%). Norovirus es la causa mas comun de brotes de enfermedades,
que representa 331 (42 %) de los confirmados, seguido de Salmonella, con 234
(30%) casos, de los cuales 225 fueron confirmados y el serotipo Enteritidis fue el méas
frecuente con 76 brotes (34 %). Escherichia coli productora de toxinas Shiga (STEC,
por sus siglas en inglés) de con 58 brotes confirmados, de los cuales 53 fueron por
serogrupo O157. De las 29,444 enfermedades detectadas en dicho periodo, 1184
casos requirieron de hospitalizacion, siendo Salmonella el patégeno causante de la
mayoria de las hospitalizaciones con el 49%, seguido de la bacteria STEC con 16% y

el norovirus con 9%.

Aunque la mayoria de los brotes por Salmonella se han asociado al consumo de
productos carnicos y lacteos, también existen casos relacionados con el consumo de
productos hortofruticolas frescos como chile, melon cantalope, tomate, lechuga, entre
otros (CDC, 2013). Este tipo de brotes se han incrementado en los ultimos afios,
dado el aumento en el consumo de frutas y verduras frescas (Beuchat, 2002).
Estados Unidos es el pais con mayor cantidad de casos registrados por
salmonelosis, con un promedio de 40,000 a 45,000 casos al afio; sin embargo, este
numero puede ser mayor ya que se registran menos del 4% de los casos (Madigan et
al., 2004). En México para el afio 2010 se detectaron 40,903 casos por intoxicacion
alimentaria sin especificar el patdogeno, 120,414 casos por paratifoidea y otras
salmonelosis, 44,757 por fiebre tifoidea, 11,378 por shigelosis, 20,678 por giardiasis
y 18,398 por hepatitis tipo A (CENAVECE, 2011).
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Estudios muestran registros de casos relacionados con la presencia de
Salmonella en productos hortofruticolas, tal es el caso de alcachofa, chile, lechuga,
perejil y repollo en Espafa; germen de soya en Suecia y Tailandia; coliflor, hinojo,
espinaca y lechuga en Paises Bajos; cilantro en Surinam; cebolla y lechuga en lItalia;
chile en Suecia; ensalada de hojas verdes en Egipto (Beuchat, 2002); entre otros

productos de importancia comercial.

3.2. Caracteristicas del género Salmonella

El género Salmonella pertenece al grupo de bacterias entéricas, gram negativas,
de forma bacilar no esporulados, moviles, anaerobios facultativos, que no fermentan
la lactosa, de 0.7-1.5 x 1.0-5 pym. Los miembros del género, son usualmente
patdogenos, bien para humanos o para otros animales de sangre caliente. En
humanos, las enfermedades mas comunes son la fiebre tifoidea y gastroenteritis. Los
tipos de salmonella se caracterizan inmunolégicamente sobre la base de tres
antigenos superficiales, el antigeno O de pared celular (somético); el H o flagelar y el
Vi (capa externa polisacaridica) que se encuentra en las cepas causantes de las
fiebres tifoideas (Madigan et al., 2004; ICMSF, 1998). Se reconocen dos especies de
Salmonella, S. bongori y S enterica. Esta ultima especie comprende diferentes
subespecies y serotipos (recientemente designados como serovares). Por ejemplo,
S. enterica subsp. enterica comprende los serovares Enteritidis, Typhi, Choleraesuis
y Typhimurium. Sin embargo, algunos autores consideran a los serotipos
subespecies. Augue algunos otros consideran que Typhi no pertenece a la especie
S. entérica. Por convencién, las subespecies se abrevian, de modo que el serotipo S.
enterica Paratyphy A se transforma en S. paratyphi A. (Madigan et al., 2004;
Terragno et al., 2003; Fernandez et al., 2002). De ahi que no se siguen las reglas de
nomenclatura internacional que se da a las subespecies, ya que el serotipo queda

como la especie en el nombre de la bacteria.
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3.2.1. Fuentes de contaminacién y brotes asociados

El género Salmonella se encuentra distribuido por todo el mundo, habita en el
tracto intestinal del hombre y de animales silvestres y domésticos, aves, reptiles,
anfibios y artrépodos (Gorbach et al.,, 2004). Dado que normalmente habita en el
intestino de los animales, se le puede encontrar en las aguas residuales y por tanto
en desastres naturales es comun tener brotes de salmonelosis (Madigan et al.,
2004). La fuente principal de contaminacién son las heces fecales cuando éstas se
liberaran al medio ambiente; la bacteria es capaz de sobrevivir 87 dias en agua, 148
en heces de roedores, 199 en heces de cucarachas, 300 dias en polvo y 530 en

tierra himeda (Fernandez, 2000).

Los cuadros clinicos en una infeccion por esta bacteria se presentan con fiebre,
dolor de cabeza, nauseas, vomito, dolor abdominal y diarrea, con un periodo de
incubacion de una a dos semanas y una duracion de la enfermedad variable
(Gorbach et al., 2004). Su modo de transmision es de forma oral a través de agua y

alimentos y de persona a persona via fecal-oral (Fernandez, 2000).

El nimero de brotes de enfermedades gastrointestinales asociadas al consumo de
productos frescos como frutas y verduras ha aumentado en los ultimos afios, siendo
Salmonella uno de los principales patégenos asociados a éstos (Sivapalasingam et
al., 2004). Tan solo en 2008, se presentaron en Estados Unidos 1,442 casos de
salmonelosis, relacionados con el consumo de productos frescos (chiles y tomates),

mientras que en Autralia y Europa se registraron 175 casos (Lynch et al., 2009).

Las frutillas, como fresas, frambuesas, zarzamoras y arandanos, también han sido
asociadas a diversos brotes (Calder et al., 2003; Sivapalasingam et al., 2004). En
USA, por ejemplo, se reportaron nueve brotes por el consumo de frutillas de los
cuales, cuatro fueron provocados por Cyclospora cayetanensis, cuatro por el virus de
la hepatitis A y uno por Staphylococcus aureus (Sivapalasingam et al., 2004).

Aunque no se han registrado brotes por Salmonella asociados con las frutillas, la
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FDA (1999), ha documentado que una de cada 143 muestras de fresa puede
encontrarse contaminada con esa bacteria (Bialka y Demirci, 2007b).

3.2.2. Efecto germicida de lairradiacién UV-C

A pesar de los riesgos, las frutilas no son lavadas antes de salir al mercado,
debido al efecto negativo en la calidad y reduccion en la vida postcosecha. Con el
incremento de brotes asociados a frutos frescos, se ha hecho necesario evaluar
tecnologias como la luz UV-C que no destruyan o comprometan la integridad del
producto. La luz UV-C (254 nm) es una alternativa estudiada en frutos como fresa,
durazno, manzana, mandarina, fresa y frambuesa entre otros (Bialka y Demirci,
2007b), y se aplica para aumentar la vida de anaquel del ardndano, y disminuir la
incidencia de microorganismos patdégenos (Bialka y Demirci, 2007a).

El efecto germicida de la irradiacion UV-C se ha empleado en diferentes alimentos
como un método de desinfeccién superficial a temperatura ambiente que no deja
residuos en el producto, por lo que se considera una alternativa para la conservacion
de alimentos. Algunos beneficios atribuidos a la irradiacion UV-C son: induccion de
mecanismos de defensa (sintesis de fitoalexinas), los cuales se relacionan
positivamente con la resistencia a diferentes patdogenos y con la reduccion de

desérdenes fisiologicos (Rivera et al., 2007).

El ardndano azul es una frutilla de importancia econdmica y nutricional a nivel
internacional, debido a su resistencia a condiciones ambientales adversas y al alto
contenido de antioxidantes como flavonoides, antocianinas, polifenoles y &acido
ascorbico (Faria et al., 2005). Sin embargo, durante la produccién, colecta y manejo
postcosecha de este cultivo existe el riesgo potencial de contaminacién con
patdogenos de humanos por lo que el objetivo de este estudio fue evaluar el efecto
germinicida de la luz UV-C en Salmonella typhimurium en frutos frescos de arandano
azul, artificialmente inoculados con la bacteria, como medida preventiva de

enfermedades gastrointestinales asociadas a su consumo.
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3.3. Materiales y métodos

3.3.1. Preparacion del inéculo

La cepa utilizada fue Salmonella enterica serovar typhimurium ATCC23564 (S.
typhimurium), resistente a kanamicina (Sigma-Aldrich®) (50 pg/mL) (St4-Km®©).
donada por el Centro de Investigacion en Alimentacion y Desarrollo, A. C. (Landa et
al., 2009), y almacenada en una solucién de agua-glicerol (50:50) a -20 “C. Previo al
establecimiento de los experimentos, la bacteria se reactivd en caldo soya
tripticaseina (CST) mas kanamicina (CST-Km®®) a 37 °C por 48 h, y se creci6 en agar
soya tripticaseina mas Km>® (AST-Km™°). De las cajas con crecimiento bacteriano se
preparé el inéculo en agua peptonada amortiguada (APA) 0.1 %, con 7.0 de pH. Los
frutos se inocularon durante las primeras 2 h después de haberse preparado el

in6culo.

3.3.2. Inoculacion de frutos de arandano

Se usaron frutos frescos de arandano (Vaccinium ashei Reade), cosechados
en madurez fisioldgica en una huerta comercial de Zacatlan, Puebla, México. Sobre
la superficie de 10 a 12 frutos de arandanos (10 g), colocados en charolas PET
reciclables denominadas "clamshells" de 170 g, se depositaron 100 uL de inéculo de
de una suspensién en agua destilada estéril de S. typhimurium St4-Km> con 5 logao
de unidades formadoras de colonias (UFC), distribuidos en pequefias gotas.
Después de la inoculacion, los frutos se mantuvieron en una camara de bioseguridad
(ThermoForma®, Class Il Biological Safety Cabinet) por una hora a temperatura
ambiente para permitir la evaporacion de la suspension y la adherencia de la

solucién con la bacteria.
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3.3.3. Tratamientos con luz UV-C

Se utilizaron dos lamparas de luz UV-C (longitud de onda de 254 nm en rango
germicida), marca Phillips® G30-T8, a distancia de 60 cm. Una charola con 10 g (10
a 12 frutos) se consider6 como una unidad experimental (repeticién). Cada unidad
experimental se sometié por separado a las siguientes dosis (tratamientos) de luz
UV-C continua: 1, 3, 5, 7y 9 kJ m™ con tiempos de exposicién de 13, 39, 65, 91y
117 s, respectivamente. Como testigo se usaron unidades experimentales inoculadas
con la solucién bacteriana pero sin aplicacién de luz UV-C (0 kJ m?). Cada

tratamiento de luz contd con seis repeticiones.

3.3.4. Analisis microbioldgico

Después de la aplicacion de los tratamientos, la recuperacion de Salmonella SE
realizo de acuerdo a la NOM-114-SSA1-1994. Para esto los frutos se depositaron en
bolsas estériles con filtro para stomacher (Seward®) y se mezclaron con 90 mL de
0.1 % de agua peptonada buferada (APB). Esta mezcla se maceré en un molino
(Seward®, stomacher 400 circulator) por 1 min a 300 rpm. De cada macerado
obtenido se hicieron diluciones seriadas y de cada dilucién se tomaron 100 yL para
depositarse por separado en cajas Petri con agar entérico Ektoen mas kanamicina
(50 mg/mL) (AEH-Km®°). Las cajas se incubaron a 37 °C por 48 h para estimar el
nimero de UFC/ mL de S. typhimurium St4-Km>°.

3.3.5. Crecimiento y tiempo de generacion de S. typhimurium

Para estimar el efecto de las dosis bajas de luz UV-C en el crecimiento de S.
typhimurium St4-Km®°, se seleccionaron al azar dos colonias de las recuperadas de
los frutos inoculados e irradiados en AEH-Km®. Cada colonia de cada tratamiento se
deposité por separado en un matraz Erlenmeyer de 50 mL con 20 mL de caldo soya
tripticaseina mas kanamicina (50 mg/mL) (CST-Km®®) y se mantuvieron a 37 + 1 °C
por 12 h sin agitacion. Durante 12 h, cada dos horas de cada medio con crecimiento

se tomaron dos alicuotas; una para determinar la densidad Optica en un
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espectrofotometro (Genesys® 10 UV, Termo spectronic) a 560 nm; y otra, para hacer
diluciones seriadas. De cada dilusion se tomaron muestras de 100 pL y se
sembrarén en AEH-Km®. Con los datos del nimero de UFC obtenidas se generaron

curvas de crecimiento por tratamiento de acuerdo a las siguientes ecuaciones

X=2" Xo; despejando n:
Log (X/Xo)=n log 2

n = log (X/Xo)/log 2

Asi como a la siguiente formula
G=t/n
donde:
X=numero de bacterias final
Xo= numero de bacterias inicial
n= numero de generaciones
t=tiempo (h)
G= tiempo de generacién (h); calculado en dos puntos de la fase exponencial

(mayor crecimiento de la curva microbiana).

3.3.6. Andlisis estadistico

Se aplico un disefio experimental completamente al azar con analisis de varianza
y separacién de medias de Tukey (P<0.05, SAS®, v. 9.0, 2002), usando las pruebas
de normalidad de Anderson-Darling. Con 6 repeticiones para evaluacion de

sobrevivencia y 2 repeticiones para crecimiento y tiempo de generacion.
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3.4. Resultados y discusién

3.4.1. Efecto de luz UV-C en la sobrevivencia

Bajo las condiciones probadas en este estudio, la luz UV-C (254 nm) continua
aplicada a 60 cm de distancia no tuvo efecto en la sobrevivencia de S. typhimurium
en frutos frescos de arandano azul. Aunque con los tratamientos 3 y 7 kJ m™? se
registré la mayor reduccion en la poblacion bacteriana (0.6 logip UFC), ninguno de
los tratamientos (1, 3, 5, 7'y 9 kJ m™) aplicados a los frutos de ardndano azul afecté
de manera significativa (P<0.05) la sobrevivencia de la bacteria (Figura 3.1, Cuadro
3.3).

La informacién anterior coincide con otros estudios que muestran que Salmonella
es un género de bacteria resistente a varios tratamientos o condiciones extremas,
comparado con otras enterobacterias, dado que desarrolla cierto tipo de proteccion
contra tratamientos de dosis de luz UV-C. Dicha proteccién involucra regeneracion o
mutagénesis a nivel de ADN como maquinaria de reparacion para continuar su ciclo
metabdlico generando proteinas encargadas de reparar los dafios ocasionados por la
luz UV-C (Sedgwick et al, 1991).

69



5.0 -
4.48a
4.04a 3.89a 4.14a 3.883 3.97a

log,; UFC/mL

Dosis de luz UV-C (kJ m2)

Figura 3.1. Efecto de lairradiacion de luz UV-C en la sobrevivencia de S. typhimurium

en frutos de arandano azul. Indculo inicial de 5 log;o. (Tukey, P<0.05), n=6 + DE)

Los resultados obtenidos en la sobrevivencia de salmonella contrastan con lo
reportado por Bialka y Demirci (2007a), quienes sefialan que la irradiacion con luz
UV aplicada por 60 s a 8 cm de distancia en frutos frescos de ardndanos (Vaccinium
corymbosum) inoculados con Salmonella y E. coli O157:H7 ocasion6 una reduccion
méaxima de 43 y 29 logyy unidades formadoras de colonias (UFC)/g,
respectivamente, en la poblacién de estas bacterias. En fresas y frambuesas se logré
la maxima reduccion de 3.4 y 3.9 logio unidades formadoras de colonias (UFC)/g
para Salmonella y E. coli 0157:H7 con irradiacién de 5.9 kI m?a 3, 5, 8y 13 cm de

distancia entre la fuente de luz y los frutos (Bialka y Demirci, 2008).

Es probable que la diferencia entre los resultados registrados en este estudio con
los reportados por Bialka y Demirci (2007a) se deba a la forma de aplicacion de la luz
UV (continua vs pulsos) y a las distancias de irradiacion (60 vs 8 cm) mas que al
efecto mismo de la luz. De igual manera algunos autores mencionan que la

efectividad de la irradiacion con luz UV-C se reporta con diferentes niveles de
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potencia, tiempos de exposicion, distancias y espesor del fruto para lograr la
inactivacion variada en los niveles de muchos patégenos (Mukhopadhyay y
Ramaswamy, 2012) incluso dentro de las variantes de Salmonella. Por lo anterior, los
parametros de aplicacion de luz UV-C (254 nm) como distancia de la fuente al fruto,
tiempo de exposicion, tipo de fruto, espesor del fruto; son variantes que influyen en la
efectividad en la reduccion de microorganismos patdgenos como Salmonella,

incluyendo la respuesta de esta bacteria en los diversos serotipos existentes.

Algunas otras investigaciones muestran el uso de la luz UV-C (254 nm) con efecto
bactericida en la sobrevivencia de microorganismo patdégenos como Salmonella spp.
y Escherichia coli 0157:H7 inoculadas in vivo en la superficie de frutos de manzanay
lechuga de hoja verde logrando reducir la poblacion mayormente (3.3 logig) €en
manzana inoculada con Salmonella spp., pero no encontrando significancia (P<0.05)
lechuga de hoja verde donde ninguna poblacién de estos microorganismos se logra
inactivar la poblacion (Yaun et al., 2004).

Salmonella es capaz de formar de biopeliculas sobre superficies bidticas y
abioticas, lo que puede estar relacionado con su resistencia a la accion de estrés
como la desecacién, aplicacion de desinfectantes e irradiacion; siendo una
importante estrategia de supervivencia dentro o fuera del huésped (Robijns et al.,
2011; Wong et al., 2010) .

3.4.2. Efecto de luz UV-C en el crecimiento

El crecimiento de los microorganismos como las bacterias se refiere al aumento
en el numero de células mas que a un aumento en el tamafo celular. Una forma
grafica de expresar dicho crecimiento es en forma de curvas de crecimiento. Las
bacterias muestran curvas de crecimiento caracteristicas donde se aprecian las
diversas fases a través del tiempo y existe una correlacion entre la cantidad de
células y la densidad Optica, ya que a mayor cantidad de células presentes en una

solucion, mayor el valor de densidad 6ptica (Figura 3.2).
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Cuadro 3.1. Datos promedio de absorbancia de suspensiones de S. typhimurium
(St4-Km*%)* en CST-Km* a 37 + 1 °C, después de aislarse de frutos de arandano
azul (Vaccinium ashei Reade) irradiados con luz UV-C.

Dosis de luz UV-C ABSORBANCIA a 560 nm
kJ m?
Oh 2h 4h 6 h 8h 10 h 12 h
0** 0.006 0.009 0.021 0.110 0.421 0.639 0.693
1 0.011 0.013 0.030 0.125 0.431 0.628 0.686
3 0.002 0.004 0.010 0.029 0.150 0.520 0.659
5 0.009 0.014 0.027 0.232 0.491 0.642 0.697
7 0.006 0.011 0.040 0.209 0.568 0.665 0.723
9 0.002 0.006 0.021 0.187 0.565 0.662 0.722

*Inoculo inicial de 5 logy; ** Suspensiones de St4-Km®°, aislada de frutos de

arandano no irradiados.

El comportamiento del crecimiento de Salmonella typhimurium (St4-Km®).
sometida a los diferentes tratamientos se muestra en la Figura 3.3. Se aprecia que
bajo las diferentes dosis de irradiacion la bacteria manifiesta un comportamiento
similar a aquel que presenta con el tratamieto sin irradiacion; de manera similar, el
analisis estadistico de los datos no muestra diferencias significativas (P<0.05) entre
tratamientos, aunque la mayor reduccién de la poblacién de la bacteria a 3 kJ m™
(Cuadro 3.3). Lo anterior debido a la variacién de los datos, ya que solo se tienen dos
muestras por tratamiento y esto implica mayor cantidad de insumos para esta

prueba.

El comportamiento del crecimiento bacteriano es conocido, aunque los efectos
debidos a las condiciones de desarrollo y de manejo del microorganismo suelen ser
diversos. Salmonella typhimurium es una bacteria resistente a diversos métodos de
control es por ello que continuamente se estan validando diversas metodologias para
determinar su efectividad en frutos contaminados con la bacteria como lo podrian ser

los frutos de arandano azul.
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El deterioro por los microorganismos (hongos y bacterias) en productos
hortofruticolas no es la causa primaria, sino que condiciones como: alta temperatura,
producto dafiado mecanicamente, producto sobremaduro, los niveles perjudiciales de
CO, y el tiempo de desarrollo; favorecen el crecimiento lo que resulta en altas
poblaciones, por ello es dificil su control. Las dosis de irradiacion que causan lesion
inicialmente puede reducir las poblaciones de bacterias y hongos, pero se regeneran
muy rapidamente debido a un sustrato apropiado para el crecimiento con
disponibilidad del tejido dafiado (Zagory, 1999).

Densidad dptica (560nm)

0 2 4 6 8 10 12

Tiempo de incubacion (h) a37 + 1 eC

Figura 3.2. Crecimiento de S. typhimurium en caldo soya tripticaseina a 37 + 1°C. La

bacteria se obtuvo de frutos inoculados e irradiados con luz UV-C. Dénde:-m-

corresponde al tratamiento sin irradiacion (0kJ m?); ..A...,al1kdm?% -0-,a3kIm? e,

a5kJm? -0-a7kim?y, Aa9kdm? (Tukey, P<0.5).
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Figura 3.3. Crecimiento de Salmonella typhimurium (St4-Km>®) en caldo soya
tripticaseina a 37 + 1 °C. La bacetria se recuperé de frutos de arandano azul
(Vaccinium ashei Reade) inoculados e irradiados con luz UV-C Donde: A) 1 kJ m? B) 3
kd m? C)5kJm? D)7kdm? E)9kIm? TN: sin irradiacion (0 kJ m?).
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Los efectos de la irradiacion UV-C en el crecimiento de Salmonella no son
significativos (P<0.05) entre tratamientos, aunque la dosis de 3 kJ m™ presenta la
mayor reduccion (Cuadro 3.2). Posiblemente cuando la bacteria se somete a dosis
de luz UV-C igual o mayor a 5 kJ m™ se activan ciertos mecanismos como la sintesis
de compuestos que aceleran el crecimiento de las células o bien que reparan
rapidamente la molecula de ADN (Howart, 1965; Bialka y Demirci, 2008) (Figuras 3.2
y 3.3).

Cuadro 3.2. Analisis del crecimiento de S.typhimurium (St4-Km*®%)* en CST a 37
+ 1 °C sin agitacion. La bacteria se aislé de frutos de arandano azul inoculados

e irradiados con luz UV-C.

Tratamiento

KJ m2 Valor 1 Valor 2 Media
o** 7.46 7.33 7.34a
1 7.44 7.25 7.40a
3 7.35 7.45 7.03a
5 7.05 7.02 7.36a
7 7.27 7.46 7.55a
9 7.64 7.46 7.01a

*Inoculo inicial de 8 logg

** Syspensiones de St4-Km®, aislada de frutos de arandano no irradiados.

Las celulas Salmonella typhimurium (St4-Km®°) contienen plasmidos (moléculas
pequefias de DNA de doble cadena circular cerrada presentes en casi todas las
especies bacterianas, son autbnomos en la replicacion lo que facilita su propagacion)
gue portan genes que ayudan a sobrevivir en condiciones adversas o competir con
otras bacterias de la misma o diferente especie (Sanchez e ifiiguez, 1998). Es
posible que la presencia de estas estructuras en las células de la bacteria este
relacionada con la resistencia registrada, en este estudio, a la irradiacion con dosis

bajas de luz UV-C. Es sabido que la presencia de estos plasmidos impide su accion
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en los ribosomas y mantiene un espectro antimicrobiano en bacterias Gram positivas

y negativas (Padilla et al., 2011).

3.4.3. Tiempo de generacion de Salmonella typhimurium

Ademés de la sobrevivencia y crecimiento Salmonella typhimurium (St4-Km®°) en
frutos de arandano azul (Vaccinium ashei Reade) también se evalué tiempo de
generacion, siendo el tiempo que le lleva a una nueva célula dividirse o el tiempo
requerido para que la poblacion se duplique. Para una poblacién celular se le llama
comunmente “tiempo de generacidon promedio” (tG tiempo/generacién). Bajo
condiciones dadas de crecimiento (medio, temperatura, pH, etc) cada especie
bacteriana tiene un tiempo de generacién determinado genéticamente (Madigan et
al., 2004; Jiménez y Guerrero, 1982).

Cuadro 3.3. Significancia de sobrevivencia, crecimiento y tiempo de generacion
de S. typhimurium (St4-Km®®) después de su recuperaciéon de frutos de

arandano azul previamente inoculados e irradiados con luz UV-C 2.

_ _ o Tiempo de
Tratamiento Sobrevivencia* Crecimiento** .,
K ) generacion***
Jm logi0 UFC/mL logi0 UFC/mL _

(min)

0 4.48a 7.34a 67.64a

1 4.04a 7.40a 101.10a

3 3.89a 7.03a 88.16a

5 4.14a 7.36a 62.94a

7 3.88a 7.55a 98.81a

9 3.97a 7.01a 66.44a
CV (%) 14.15 4.45 26.40

% valores de la misma columna con letra diferente son significativamente diferentes

*Promedio de seis repeticiones. (Tukey, P<0.05)
**Promedio de dos repeticiones. (Tukey, P<0.05)

***Promedio de dos repeticiones. (Tukey, P<0.05)
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Las dosis de irradiacion UV-C aplicadas no mostraron diferencias significativas
(P=<0.05) en los tiempos de generacion de la bacteria; asi para las dosis de 0, 1, 3, 5,
7'y 9 kJ m? corresponden los tiempos de generacion de 67.64, 101.10, 88.16, 62.94,
98.81 y 66.44 minutos, respectivamente (Figura 3.4); dado que en la fase
exponencial es donde la bacteria muestra su mayor vigor traducido a mayor
crecimiento, lo que indica que estos valores corresponden al tiempo de duplicacion
de la poblacién bacteriana (tiempo para completar un ciclo de division); siendo las
dosis de 1, 3y 7 kJ m™ las que presentaron el mayor tiempo, mentras que las dosis 5
y 9 kJ m? son similares al testigo (sin irradiacién) por lo que a ciertas dosis de
irradiacion la bacteria se ve afectada en el tiempo de generacion aunque no se
detecta estadisticamente, por lo que se pueden ampliar la cantidad de muestras

analizadas.

120 -
101.10a 98.81a
100 - 88.16a
<
£ 62.94
= go | 67642 @ 66.44a
‘O
S
©
S 60 s
5 &
Q II.I
ke} I.II
o 40 - )
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E I.II
@ =
T =
L
I.II
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0 1 3 5 7 9
Dosis de luz UV-C (kJ m-2)

Figura 3.4. Tiempo de generaciéon en minutos de Salmonella typhimurium (St4-Km*)
después de su recuperacion de frutos de arandano azul previamente inoculados e

irradiados con luz UV-C. (ANOVA, Tukey, P<0.05). n=2 + DE
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Algunas investigaciones mencionan que el tiempo de generacién de Salmonella
puede variar de 20 a 70 minutos (Kjeldgaard et al., 1958) lo que coincide con Keller
et al. (2013) quienes encontraron tiempos de generacién de 31 y 38 minutos para la
bacteria inoculada en chile e incubada a temperaturas de 35°C y 25°C
respectivamente; mientras que para E. coli el tiempo de generacion se encuentra en
el rango de 30 a 67 minutos (Jiménez y Guerrero, 1982); sin embargo, existen
factores que determinan la duplicacion de la poblacion bacteriana como la
temperatura de incubacion, o tipo de medio de cultivo en que se desarrolla el
microorganismo, incluso se menciona que el tipo de Salmonella también define este
tiempo de generacién y evaluando a Salmonella typhimurium (St4-Km®®) como una

bacteria resistente a antibiético como kanamicina.

Dado que en este estudio, se muestran diversos comportamientos en la
sobrevivencia, crecimiento y tiempo de generacion de Salmonella typhimurium,
estadisticamente no existen diferencias significativas (Cuadro 3.3); dado que Apellay
Araujo (2005) mencionan que las irradiaciones UV y las de menor longitud de onda
(ionizantes o gama) tienen fuertes efectos sobre hongos y bacterias, tanto
mutacionales como letales, segun el microorganismo de estudio; pero el efecto de
estas irradiaciones estd4 relacionado con el tiempo de exposicion y con las
condiciones experimentales; ademas depende del estado del organismo (siendo mas
efectivas en fase exponencial que en fase lag o estacionaria) y de las condiciones
ambientales durante la exposicion. Considerando también que algunas bacterias
poseen un eficiente mecanismo de fotorreactivacion para reparar el dafio causado
por irradiacion UV-C cuando se exponen inmediatamente después a la luz visible
(Carrillo, 2003).
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3.5. Conclusiones

Bajo las condiciones probadas en este estudio, la luz continua UV-C (254 nm)
aplicada a 60 cm no tuvo efecto en la sobrevivencia, crecimiento y tiempo de
generacion de S. typhimurium en frutos frescos de arandano azul. La mayor
reduccion en la poblacion bacteriana (0.6 logip) no fue significativa (P<0.05) respecto

al valor del control sin irradiacién y correspondié a 7 kJ m™.

La aplicacion de la irradiacion con luz UV-C (254 nm) en frutos de la especie V.
ashei Reade es una alternativa potencial para obtener arandanos azules frescos de
calidad microbiologica aceptable, por lo que se puede ampliar y mejorar la forma de

aplicacion de la irradiacion.

El control de Salmonella en arandano azul es de relevancia importante, dado que
€S un microorganismo que genera estrategias de resistencia a condiciones

ambientales, incluyendo medidas de desinfeccion del fruto.

La implementacion de medidas preventivas como las Buenas Practicas Agricolas
y las Buenas Préacticas de Manejo son hasta ahora la mejor estrategia para asegurar
la inocuidad de este producto agricola, asi mismo evitar la contaminacién por

patbgenos como Salmonella.
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CONCLUSIONES GENERALES

La irradiacién con UV-C en ciertas dosis ( de 1 a 5 kJ m?) no afecta las
propiedades nutricionales como: capacidad antioxidante, contenido de fenoles y

antocianinas; del fruto de arandano azul (V. ashei Reade).

Es conveniente aplicar dosis bajas de UV-C como 1 kJ m? en frutos de V.
ashei Reade para lograr la menor pérdida de peso en combinacién con

temperaturas de refrigeracion.

El fruto de arandano azul (V. ashei Reade) en postcosecha, presenté un
contenido de azucares totales que oscil6 entre 5y 7%, mientras que los soélidos
solubles totales estuvieron entre 11 y 14 °Brix; sin afectar su contenido por la
irradiacion UV-C de 5 kJ m™.

Bajo las condiciones probadas en este estudio, la irradiacion con UV-C (254
nm) continua aplicada a 60 cm en dosis de hasta 7 kJ m™, no tuvo efecto en la
sobrevivencia, crecimiento y tiempo de generacion de S. typhimurium en frutos

frescos de arandano azul.

La aplicacion de la irradiacion con luz UV-C (254 nm) en frutos de la especie
V. ashei Reade es una alternativa potencial para obtener arandanos azules
frescos de calidad microbiolégica aceptable, por lo que se puede ampliar y

mejorar la forma de aplicacion de la irradiacion.
La implementacion de medidas preventivas como las Buenas Practicas

Agricolas y las Buenas Practicas de Manejo son hasta ahora la mejor estrategia

para asegurar la inocuidad de este producto agricola.
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