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RESUMEN

La estructura fragil de la mora de Castilla (Rubus glaucus Benth) incide en un tiempo de
vida util relativamente corto y limitado por la contaminacion microbiana. El objetivo de
la presente investigacion fue estudiar el efecto de la aplicacion postcosecha de ozono
gaseoso (0,5 y 0,7 ppm) sobre la tasa respiratoria y la actividad de microorganismos
nativos (aerobios mesofilos, psicrétrofos, mohos y levaduras) y patégenos inoculados
(Botrytis cinerea, Escherichia coli, Salmonella enterica, Staphylococcus aureus). Los
resultados muestran que el tratamiento con ozono no afecto la tasa respiratoria de las
moras. Ademas, se observé un efecto antimicrobiano del ozono en aerobios mesofilos,
psicrotrofos y mohos y levaduras con disminuciones de hasta 0,75; 1,9 y 2,25 unidades
logaritmicas respectivamente. Con respecto a los microorganismos inoculados, la maxima
inhibicién en el crecimiento de B. cinerea fue de 0,69 unidades logaritmicas con la
concentracion de 0,5 ppm Oaz. En el caso de las bacterias E. coli y S. enterica se trabajo
con pulpa de mora con el pH modificado a valores dptimos para el crecimiento de cada
bacteria, existiendo una escasa reduccion de la carga microbiana debido a la accion
superficial del ozono. Finalmente, no existié crecimiento de S. aureus por factores ajenos

a la accién del ozono.

Palabras clave: Actividad antimicrobiana, aplicacién postcosecha, calidad

microbioldgica, mora de Castilla, ozonificacion
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ABSTRACT

The fragile structure of Andean blackberries (Rubus glaucus Benth) influences in a
relatively short shelf-life and limited by the microbial contamination. The aim of the
present investigation was to study the effect of the postharvest application of gaseous
ozone (0.5 and 0.7 ppm) on the respiratory rate and the activity of native microorganisms
(aerobic mesophiles, psychotrophs, molds and yeasts) and inoculated pathogens (Botrytis
cinerea, Escherichia coli, Salmonella enterica, Staphylococcus aureus). The results show
that the treatment with ozone did not affect the respiratory rate of the berries. In addition,
an antimicrobial effect of ozone was observed in aerobic mesophiles, psychotrophs and
molds and yeasts with growth inhibition of up to 0,75; 1,9 y 2,25 logarithmic units
respectively. Regarding to the inoculated microorganisms, the maximum growth
inhibition of B. cinerea was 0.69 logarithmic units with the concentration of 0.5 ppm Os.
In the case of E. coli and S. enterica, we worked with blackberry pulp, with adjusted pH
at optimum values for the growth of each bacterium, and there was limited reduction of
the microbial load due to the surface action of the ozone. Finally, there was no growth of
S. aureus due to factors other than the ozone action.

Keywords: Andean blackberries, antimicrobial activity, microbial quality, ozonation,
postharvest application
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INTRODUCCION

La mora de Castilla (Rubus glaucus Benth) es la especie de mora de mayor
importancia comercial y la mas cultivada en el Ecuador, con una superficie que asciende
a 5200 hectéreas plantadas y 11777 T producidas anualmente (INEC, 2001). Tungurahua
es la segunda provincia productora de mora en el pais, representando el 41 % de cultivo
de la produccion nacional, ademas de tener el rendimiento mas alto entre las provincias
productoras (INIAP, 2016; Mejia, 2011).

Al ser frutas con alto contenido de antioxidantes como antocianinas, carotenoides y
vitamina C, su ingesta potencia el sistema inmunologico previniendo enfermedades
cardiovasculares, neurodegenerativas, diabetes y cancer (Beattie, Crozier, & Duthie,
2005; Tavares et al., 2012).

No obstante, la mora de Castilla se considera uno de los frutos méas perecederos
debido a su estructura morfoldgica extremadamente fragil y a su alta tasa de respiracion,
que la hacen susceptible a dafios mecénicos y deterioro fisioldgico (Ayala, Valenzuela,
& Bohdrquez, 2015). Dichos dafios exponen a los tejidos afectados al ataque de bacterias
como Erwinia, Pseudomonas y hongos como Penicillium, Botrytis, Aspergillus y
Fusarium, que son los principales microorganismos causantes de pudricion (Ramirez,
Aristizabal, & Restrepo, 2013). De la misma manera, las moras de Castilla son
susceptibles a la infeccion por bacterias como Escherichia coli, Salmonella enterica y
Staphylococcus aureus que pueden constituir problemas de seguridad alimentaria en los

consumidores (Cabezas, 2017).

Como medida preventiva ante el ataque de microorganismos, los agricultores
aplican tratamientos quimicos; sin embargo, existe una creciente preocupacion sobre su
uso, debido a los efectos nocivos sobre la salud del consumidor y a la resistencia que
pueden generar los microorganismos contra dichas sustancias (Giuggioli, Briano,
Girgenti, & Peano, 2015; Schirra et al., 2002). En otras frutas se han obtenido buenos

resultados al aplicar soluciones de cloro o bicarbonato de sodio para su desinfeccion, pero

1



las moras no se lavan antes de su venta, ya que sufren dafios mecéanicos y el agua libre que
queda en su superficie potencia el riesgo de infecciones por microorganismos (Di Renzo,
Altieri, D’erchia, Lanza, & Strano, 2005; Horvitz, 2017).

El ozono puede ser una alternativa para garantizar la seguridad microbioldgica de
productos alimenticios gracias a su capacidad oxidante, penetrabilidad y eficacia contra la
mayoria de microorganismos (Prez, Sanz, Ros, Olas, & Olas, 1999). Concentraciones
relativamente bajas de 0zono y tiempos de contacto minimos son suficientes para inactivar
bacterias, mohos, levaduras, parasitos y virus y extender la vida Gtil de los productos
tratados (Guzel-Seydim, Greene, & Seydim, 2004; Kim, Yousef, & Dave, 1999). El
mecanismo de accion consiste en la produccion de radicales hidroxilo y otros radicales
libres que destruyen la membrana celular de dichos microorganismos o causan dafios a su

material genético (Tzortzakis, Singleton, & Barnes, 2007).

Ademas, la reaccion oxidativa del ozono no deja residuos toxicos, ya que
rapidamente se disocia a oxigeno (Singh, Singh, Bhunia, & Stroshine, 2002). Por otro
lado, el pH, la pérdida de peso y la tasa de respiracion de diferentes frutas y hortalizas no
se vieron afectados después del tratamiento con ozono (Aguayo, Escalona, & Artés,
2006; Horvitz & Cantalejo, 2010).

Con respecto a la efectividad antimicrobiana, las tasas de inactivacion son mayores
en los sistemas libres de demanda de ozono que cuando el medio contiene sustancias
organicas oxidables. Ademas de las caracteristicas de los microorganismos, la
concentracion de ozono, el pH del medio, el tiempo de exposicion, la humedad relativa y
el material de la superficie son variables influyentes en la supervivencia de

microorganismos (Horvitz & Cantalejo, 2014; Li & Wang, 2003).

El objetivo de la presente investigacion fue estudiar el efecto de la aplicacion
postcosecha de 0zono gaseoso sobre la tasa respiratoria y la calidad microbiolégica de

mora de Castilla (Rubus glaucus Benth).



CAPITULO |

EL PROBLEMA

1.1. Tema
Efecto de la aplicacion postcosecha de 0zono gaseoso sobre la tasa respiratoria 'y la

calidad microbioldgica de mora de Castilla (Rubus glaucus Benth)

1.2. Justificacion

La mora es una fruta de gran interés comercial en Ecuador, ya que su cultivo genera
empleo e ingresos economicos para agricultores durante todo el afio, especialmente en
Tungurahua, provincia con el mayor rendimiento en su produccion (Calero, 2010;

Farinango, 2010).

Sin embargo, la carencia de una estructura protectora y la alta tasa de respiracion de
esta fruta la hacen susceptible a dafios mecanicos, fisioldgicos y ambientales que aceleran
su deterioro y la hacen mas propensa a la contaminacion microbiana (Doyle & Erickson,
2008; Guedes et al., 2013). Las medidas empleadas tradicionalmente por los agricultores
para prevenir enfermedades en sus cultivos incluyen tratamientos con agroquimicos. No
obstante, su uso podria resultar en la formacién de subproductos toxicos o cancerigenos,
ademas del surgimiento de patdgenos resistentes a dichos compuestos (Kim, Yousef, &
Khadre, 2003; Previdi, Fiori, Dallacasa, Fortini, & Franceschini, 2016; Schirraetal.,
2002).

Por tanto, es necesario buscar tecnologias alternativas que garanticen eficiencia en
el control de la contaminacion microbiana y en la extension de la vida atil de la fruta, sin
afectar sus propiedades fisicas, nutricionales y sensoriales (Barrera et al., 2017). En este
sentido, el ozono puede inhibir microorganismos patégenos y reducir la descomposicion
de productos frescos. Ademads, es reconocido como seguro en aplicaciones sobre
alimentos por su descomposicion espontanea en productos no téxicos (Tanimura,

Hirotsuji, & Tanaka, 1998) y se ha demostrado su eficacia contra una amplia gama de



bacterias Gram positivas y Gram negativas, mohos y levaduras causantes de dafios
bioldgicos en frutas (Bataller-Venta, Cruz-Broche, & Garcia-Pérez, 2010; Khadre,
Yousef, & Kim, 2001). Sin embargo, no se ha encontrado informacién sobre sus efectos

sobre los microorganismos que afectan la calidad de la mora de Castilla.

1.3. Objetivos
1.3.1. Objetivo general
- Estudiar el efecto de la aplicacion postcosecha de 0zono gaseoso sobre la tasa
respiratoria y la calidad microbiol6gica de mora de Castilla (Rubus glaucus
Benth).

1.3.2. Objetivos especificos

= Determinar el comportamiento de microorganismos nativos (aerobios
mesofilos totales, psicrotrofos, mohos y levaduras) en moras de Castilla ante
la exposicion a diferentes concentraciones de 0zono gaseoso.

= Evaluar la actividad antimicrobiana del ozono gaseoso frente a Botrytis
cinerea, Escherichia coli, Salmonella enterica y Staphylococcus aureus.

= Determinar el efecto de la aplicacion de ozono gaseoso en la tasa respiratoria

de las moras.



CAPITULO I

MARCO TEORICO

2.1. Antecedentes investigativos

La mora de Castilla (Rubus glaucus Benth) es apreciada por su sabor Gnico y su alto

contenido de compuestos antioxidantes y bioactivos (Horvitz, 2017).

Al ser una fruta no climatérica, que una vez separada de la planta su proceso de
maduracion se detiene, se debe tener en cuenta el momento apropiado para su cosecha,
debido a que dicho factor se vera reflejado en su vida (til e incidira en el desarrollo, el
valor nutricional y la adquisicién de sabor y coloracion adecuados (Alzate, Mayor, &
Montoya, 2010).

2.1.1. Factores que afectan la calidad postcosecha de la mora de Castilla

Por sus caracteristicas fisicoquimicas, morfoldgicas y fisiologicas es susceptible a
lesiones mecanicas, deterioro fisiolégico, pérdida de agua e infeccion por
microorganismos (Bataller-Venta et al., 2010). EI manejo de factores ambientales
(temperatura, humedad relativa, composicion y concentracion de los gases de la atmésfera
alrededor del producto), fisioldgicos (produccion de etileno, velocidad de respiracion,
tasa de transpiracion) y bioldgicos (enfermedades causadas por bacterias y hongos),
pueden controlar dentro de ciertos limites, el proceso de pérdida de calidad (Cafiet,
Gordillo, Vega, & Pérez, 2004).

La manipulacion incorrecta en los procesos de almacenamiento, transporte y
comercializacion conlleva, ademas de generar perdidas econdémicas, el riesgo de los
consumidores a contraer enfermedades transmitidas por fruta contaminada. Seguln
Painter et al. (2013) la contaminacion microbiana de frutas y verduras es responsable del

2-8 % de todos los casos confirmados de enfermedades derivadas de los alimentos.



Segun datos publicados por el Ministerio de Salud Publica del Ecuador, (2018)
en el “Anuario de Vigilancia Epidemiologica 1994 — 2017” los casos de enfermedades
transmitidas por agua y alimentos han ido en aumento desde el afio 2014, alcanzando una
cifra de 11907 casos en el afio 2017.

2.1.2. Microorganismos causantes de dafios a frutas

Los principales microorganismos responsables de pérdidas postcosecha de frutas y
vegetales son hongos como Botrytis cinerea, Fusarium spp., Alternaria spp., Monilinia
spp., Penicillium spp., Rhizopus spp., y Sclerotinia spp (Barth, Zhou, Mercier, & Payne,
1995; Tzortzakis, 2015) y bacterias como Erwinia spp. y Pseudomonas spp (Wani,
Barnes, & Singleton, 2016). De la misma forma patégenos como Escherichia coli,
Listeria monocytogenes, Salmonella enterica, Enterococcus faecalis, Salmonella
typhimurium y Staphylococcus aureus han sido considerados los principales
microorganismos causantes de enfermedades transmitidas por alimentos (Alwi & Ali,
2014; Bialka & Demirci, 2007a).

Segun Miller, Silva, & Brandao (2013) el alto nivel de azUcar y otros nutrientes
presentes en la mora y el bajo pH de estos frutos favorecen el crecimiento de hongos en
comparacion con bacterias. La proliferacion de Botrytis cinerea penetra el tejido vegetal
a través de heridas o aberturas naturales causando, posteriormente, la pudricion del fruto
(Tournas & Katsoudas, 2005).

2.1.3. Alternativas de control de contaminacién microbiana

La contaminacion microbiana en frutas es cominmente controlada con
desinfectantes a base de cloro o bromo, aplicacién de fungicidas o mediante modificacién
del ambiente de almacenamiento y transporte (temperatura, humedad relativa). No
obstante, se ha observado que no controlan adecuadamente los microorganismos comunes
causantes de descomposicion ni los posibles patdgenos humanos potencialmente dafinos
(Tzortzakis, 2015).



En la blsqueda de tecnologias alternativas para controlar afecciones
microbioldgicas y mantener la calidad en postcosecha, se encontré al 0zono como una
opcion efectiva, debido a su alta capacidad oxidante y de inactivacién de microorganismos
(Bataller-Venta et al., 2010). Desde el siglo XX el ozono ha sido usado como agente
antimicrobiano en el tratamiento de aguas residuales y purificacion de agua potable, y en
el 2001, la Administracion de Alimentos y Medicamentos de los Estados Unidos (U.S.
FDA) aprobd al ozono como sustancia GRAS (Generalmente Reconocida como Segura)

para el contacto directo con alimentos (Rice, 1999).

2.1.3.1. El ozono

El ozono es un compuesto inestable que se descompone espontaneamente,
produciendo radicales hidroxilo y otras especies de radicales libres (Prez et al., 1999).
Ademés de su descomposicion a oxigeno sin generar subproductos de reaccion
indeseables y su actividad antimicrobiana contra una amplia gama de microorganismos,
el ozono puede destruir pesticidas y residuos quimicos (Horvitz & Cantalejo, 2014) lo
que ha favorecido un réapido crecimiento en el uso de este gas para aplicaciones en la

industria alimenticia.

El ozono se forma mediante un aporte de alta energia que divide el oxigeno
molecular en dos 4&tomos de O que se combinan rapidamente con O disponible para
formar Os. La fuente de alta energia puede ser electroquimica, radiacion ultravioleta o
descarga eléctrica (corona). Sin embargo, los dos primeros métodos no son usados debido
a altos costos y bajos rendimientos (Miller et al., 2013). Por tanto, el método

comercialmente mas usado para su generacion es la descarga de corona.

Una vez producido el ozono, los tratamientos pueden aplicarse en dos formas:
gaseosa, agregando este compuesto de manera continua o intermitente a una atmosfera
donde se almacena el producto, o acuosa, por inmersion del producto en agua que

contenga ozono (Perry & Yousef, 2011).



Los lavados con ozono son principalmente tratamientos superficiales por lo que no
son efectivos para reducir la descomposicién de la fruta con heridas, residuos o cualquier
material organico, que proteja a los microorganismos de su inactivacién con ozono
(Horvitz & Cantalejo, 2014). Ademas, el ozono es relativamente estable en el aire pero
muy inestable en el agua, descomponiéndose en poco tiempo (20 minutos a 20 °C), por lo
que no se puede almacenar y debe generarse continuamente (Karaca & Velioglu, 2007).

Por otro lado, el ozono tiene una vida media mas larga en forma gaseosa, alrededor
de 12 horas (Suslow, 1998). Ademas de su accidn antimicrobiana, el ozono ha sido usado
para reducir el nivel de etileno en el aire y retrasar el proceso de maduracion (Rice, 1999).
Al aplicar el gas a concentraciones adecuadas en la atmoésfera de almacenamiento, se
puede prolongar el tiempo de vida Gtil de frutas y hortalizas al protegerlas del ataque de

microorganismos, con minimo dafio fisiologico (Horvitz & Cantalejo, 2014).

En altas concentraciones, puede afectar la salud humana, por lo que la
Administracion de Seguridad y Salud Ocupacional de los Estados Unidos (U.S. OSHA)
establecio un Valor Limite Umbral para Exposicién a Corto Plazo (TLV-STEL) de 0,25
ppm para 0zono gaseoso. A esta concentracion un individuo puede estar expuesto por 15
minutos sin sufrir efectos de irritacion u otros efectos adversos (Palou, Crisosto,
Smilanick, Adaskaveg, & Zoffoli, 2002).

El mecanismo de accion microbicida del ozono es un proceso complejo, ya que el
0zono ataca proteinas, lipidos insaturados y enzimas respiratorias en las membranas
celulares, peptidoglicanos en paredes celulares, enzimas y 4&cidos nucleicos en el
citoplasma y proteinas y peptidoglicanos en capas de esporas y capsides de virus (Khadre
& Yousef, 2001). Algunos autores concluyeron que el ozono molecular es el inactivador
principal de los microorganismos, mientras que otros enfatizan la actividad
antimicrobiana de los subproductos reactivos de la descomposicién del ozono tales como
OH, Oz y HO3 (Khadre et al., 2001).

La eficacia del tratamiento con gas 0zono para inactivar microorganismos depende

de factores como la temperatura y humedad relativa del ambiente, el tipo de producto, las



caracteristicas morfoldgicas del microorganismo, el nivel de carga microbiana inicial, los
iones presente en el aire, la concentracion de ozono y el tiempo de exposicion (Horvitz
& Cantalejo, 2014). Las bajas temperaturas y una alta humedad favorecen la estabilidad

del ozono y su efectividad (Bataller-Venta et al., 2010).

Con respecto a la sensibilidad al ozono se plantea el siguiente orden descendente de
resistencia al ozono: protozoos, hongos, bacterias esporuladas, bacterias no esporuladas y
virus (Pérez-Rey, Chavez, & Baluja, 1995). El ozono acuoso ha demostrado eficacia en
la inactivacion de bacterias en diferentes frutas y hortalizas, por ejemplo en zanahorias y
lechugas inoculadas con Escherichia coli (Singh et al., 2002). En cuanto a la disminucién
de recuentos microbiol6gicos por exposicion a 0zono gaseoso se han realizado estudios
que corroboran su efectividad antimicrobiana como el realizado por Moore, Griffith, &
Peters (2000) en el que lograron reducir hasta 7,5 unidades logaritmicas de la poblacion
total de bacterias.

De la misma manera, Selma, Ibafiez, Cantwell, & Suslow (2008) aplicaron ozono
gaseoso durante el almacenamiento de manzanas y moras mostrando una reducciéon del
crecimiento fangico y un incremento en su vida de anaquel; estos resultados coinciden
con los reportados por Tzortzakis, Singleton, & Barnes (2008) en tomates, fresas, uvas
y ciruelas inoculados con Botrytis cinerea y almacenados en refrigeracion y en una
atmosfera enriquecida con bajas concentraciones de o0zono, obteniendo como resultado
una disminucién sustancial en la produccion de esporas en todas las frutas tratadas. Con
respecto a otros géneros de hongos, Palou, Smilanick, Crisosto, & Mansour (2001)
obtuvieron una reduccion del crecimiento microbiano en melocotones inoculados con

Monilinia fructicola, Botrytis cinerea, Mucor piriformis y Penicillium expansum.

Es importante mencionar también que el tratamiento con ozono ha logrado reducir
el riesgo a la salud humana asociado con patdgenos alimentarios como Escherichia coli
(Emer, Akbas, & Ozdemir, 2008), Listeria monocytogenes (Rahman, Ding, & Deog-
Hwan, 2010) y Salmonella enterica (Bialka & Demirci, 2007a).



Sin embargo, otros autores (Glowacz, Colgan, & Rees, 2014) no observaron
reducciones de la carga microbiana en respuesta al tratamiento con ozono. Esto podria
deberse a diferentes dosis de ozono y tiempos de exposicion, ya sea bajos que no lograron
afectar los componentes de las células microbianas, o dosis altas que pudieron dafar el

tejido de la fruta o verdura tratada.

2.2. Hipotesis

Hipotesis nula
La aplicacién postcosecha de 0zono gaseoso no influye sobre la tasa respiratoria ni la
calidad microbiolégica de mora de Castilla (Rubus glaucus Benth).

Hipotesis alternativa
La aplicacion postcosecha de ozono gaseoso influye sobre la tasa respiratoria y la calidad
microbioldgica de mora de Castilla (Rubus glaucus Benth).

2.3. Sefialamiento de variables de la hipdtesis

2.3.1. Variable independiente

e Concentracion de ozono gaseoso
2.3.2. Variables dependientes

e Tasa respiratoria

e Calidad microbioldgica
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CAPITULO Il

MATERIALES Y METODOS

3.1. Materiales y Métodos

3.1.1. Materia prima
Se adquirieron 20 kg de mora de Castilla (Rubus glaucus Benth) en un mercado de la
ciudad de Ambato, se retiraron los pedunculos y se desecho la fruta en mal estado.

3.1.2. Envasado y almacenamiento

Se distribuyeron 100 £ 10 g de fruta en envases de tereftalato de polietileno (PET). Se
consideraron tres tratamientos: sin tratamiento (control), concentracién 0,5 ppm O3z y
concentracion 0,7 ppm Oz y cinco tipos de microorganismos (nativos, B. cinerea, E. coli,
S. enterica y S. aureus). Las moras se almacenaron en refrigeracion a una temperatura de

6 £ 1 °C y los analisis se realizaron los dias 1, 4, 7 y 10 de almacenamiento.

3.1.3. Reactivos

Agua de peptona tamponada (Merck KGaA, Alemania)

Medios de cultivo:
PCA (Plate count agar) (Difco, Francia)
Agar Sabouraud dextrosa con cloranfenicol (Acumedia, USA)
Agar Eosina levin azul de metileno (Acumedia, USA)
Bacto® agar SS (Becton Dickinson and Company, USA)
Agar Baird Parker (Acumedia, USA)

3.1.4. Inoculacion de microorganismos patdgenos

En las cajas en las que se evaluaron microorganismos patdgenos, las moras de Castilla
fueron inoculadas con suspensiones de 10* conidios/ml de Botritys cinerea (Bioseb
Organics Cia. Ltda., Ecuador) y 10* UFC/g de las bacterias en estudio: Escherichia coli
(ATCC 25922, USA), Salmonella enterica (ATCC 9842, USA), Staphylococcus aureus
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(ATCC 25923, USA), con una relacion de 100 ul de suspension de microorganismo por
cada 10 g de fruta.

Antes de la inoculacion con B. cinerea, las moras fueron desinfectadas en una solucion de
etanol al 70 % (v/v) durante 10 segundos, lavadas con agua destilada estéril y secadas a
temperatura ambiente, para asegurar que el crecimiento fuera solo del microorganismo

inoculado y no de mohos y levaduras nativos de la mora.

3.1.5. Aplicacion de ozono

24 horas después de la inoculacion con los microorganismos patdgenos, las moras fueron
expuestas durante 3 minutos a 0,5 y 0,7 ppm de ozono en una camara hermética
(PRECISION, Estados Unidos) utilizando un generador de ozono (ANSEROS
MONITOR MP, Alemania). La concentracion del gas dentro de la camara se midi6 en
forma continua con un analizador de ozono (ANSEROS MONITOR MP, Alemania).

3.1.6. Analisis microbioldgicos
El dia 1 y los dias 4, 7 y 10 de almacenamiento se sembraron por triplicado
microorganismos nativos (aerobios mesofilos, psicrotrofos y mohos y levaduras) y

patdgenos (B. cinerea, E. coli, S. enterica y S. aureus).

3.1.6.1. Microorganismos nativos

Se colocaron 5 g de mora de cada tratamiento y 45 ml de agua de peptona estéril en una
bolsa, se homogeneizaron durante 2 minutos a 200 rpm en un homogeneizador
Stomacher® 400 circulator (Seward, UK) y se realizaron diluciones seriadas a partir de
esta mezcla.

Se sembraron en profundidad 1000 pl de cada dilucion para el recuento de aerobios
mesofilos y psicrotrofos en agar PCA. Las placas Petri fueron incubadas durante 48 horas
a 35 °C y durante 7 dias a 7 °C para aerobios mesofilos y psicrotrofos, respectivamente.
En el caso de mohos y levaduras se utilizé el medio de cultivo Agar Sabouraud dextrosa
con cloranfenicol y se sembraron en superficie 100 ul de cada dilucion. Las placas se

incubaron durante 5 dias a 25 °C.
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3.1.6.2. Microorganismos patogenos

El dia inicial de evaluacion se realizé la activacion de las cepas de B. cinerea, E. coli, S.
enterica y S. aureus. Posteriormente se homogeneizaron en una bolsa estéril 5 g de mora
de Castilla de cada tratamiento en 45 ml de agua de peptona estéril a 200 rpm por 2 min
usando un homogeneizador Stomacher® (Seward, UK). Se realizaron diluciones seriadas
a partir de dicha dilucion.

Posteriormente, 100 pul de cada dilucion fueron sembrados en superficie en los siguientes
medios de cultivo: Sabouraud dextrosa con cloranfenicol, agar Eosina levin azul de
metileno, Salmonella Shigella y Baird Parker para B. cinerea, E. coli, S. enterica y S.
aureus, respectivamente.

Las muestras inoculadas con E. coli, S. enterica y S. aureus se incubaron a 37 °C durante

48 h y las muestras inoculadas con B. cinerea a 25 °C durante 5 dias.

3.1.7. Tasa respiratoria

Tres réplicas de 100 = 10 g de mora de cada tratamiento se colocaron en frascos de sellado
hermético abiertos y se almacenaron a 6 + 1 °C. Durante el almacenamiento, y en forma
diaria, los frascos se cerraron durante 10 horas, al cabo de las cuales se midi6 la
concentracion interna de O2y CO2 con un analizador de gases de espacio de cabeza MAPY
4.0 LE SP O2CO2 (WITT Gasetechnik, Alemania).

La cantidad de CO; producido se calculd en forma volumétrica en base a la ecuacion 1.

_ "7 coz-yticom)xV
RCO; = 100XMx (tf—t;) (Ec. 1)

Donde:
RCO2: produccion de CO2 (L-kg?*-h')
ti-ti: intervalo de tiempo entre los muestreos (h)
V: volumen libre del envase (L)

M: masa del producto (kg)
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yti: concentracion volumétrica inicial de gas (%)

ytf: concentracion volumétrica final de gas (%)

Se expres6 en mg la concentracion de COz:

mgCo, (Patm x RCOy
kgh RXT

x PM) x 1000  (Ec.2)
Donde:

Patm: presion atmosférica de Ambato a 2500 m.s.n.m (atm)

R: constante de los gases (atm-L-mol?-K™?)

T: temperatura de almacenamiento (K)

PM: peso molecular CO2 (g-mol™)

3.1.8. Disefio experimental y analisis estadistico

Se realiz6 un disefio completamente aleatorizado, con tres réplicas por cada combinacién
de factores (concentracion de ozono y dia de ensayo), teniendo como variables los
microorganismos nativos y patdgenos. Los datos fueron analizados con el programa
estadistico IBM SPSS Statistics Version 24 mediante analisis de varianza y cuando este

fue significativo se utilizo el test de comparacion de medias de Tukey (o = 0,05).
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CAPITULO IV

RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Actividad antimicrobiana del 0zono gaseoso sobre la microbiota nativa de mora
de Castilla

En el grupo de los microorganismos aerobios meséfilos se encuentran las bacterias,
mohos y levaduras capaces de desarrollarse a 35 + 2 °C. Un recuento bajo no asegura la
ausencia de patdgenos de la misma manera que un recuento elevado no significa presencia
de flora patdégena (Campuzano, Mejia, Madero, & Pabon, 2015). En la figura 1 se
muestran los recuentos microbioldgicos (log (ufc-g)) de aerobios mesofilos durante el
almacenamiento en moras de Castilla control y expuestas a concentraciones de 0,5 ppm y

0,7 ppm de ozono en aire.

50
4,0 - =
o =
o0 30 ;
LB —~
Z =
50 2,0
o
p—
1,0
00 Dia 1 Dia 4 Dia7 Dia 10
Control 1,66 3,37 3,97 2,78
=0,5 ppm 2,26 3,12 3,54 4,10
=0,7 ppm 2,03 3,02 3,22 3,68

Figura 1. Recuentos de aerobios meséfilos en muestras de mora de Castilla, almacenadas
durante 10 diasa 6 £ 1°C

Los valores corresponden a la media + la desviacion estandar de tres réplicas.

Las letras mindsculas indican para cada tratamiento, diferencias estadisticamente significativas (p < 0,05) entre los dias de evaluacion.
Las letras mayusculas indican para cada dia, diferencias estadisticamente significativas (p < 0,05) entre los tratamientos aplicados a
las moras de Castilla.
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Durante el tiempo de almacenamiento la poblacion incrementd en todos los
tratamientos con respecto al primer dia de evaluacién. Ademas en los dias de evaluacion
4y 7 se evidenciaron disminuciones de 0,35 y 0,75 unidades logaritmicas en la poblacion
microbiana de moras tratadas con una concentracion de 0,7 ppm de ozono con respecto al
control. En el caso de la concentracion de 0,5 ppm de 0zono se obtuvieron disminuciones

de 0,25 y 0,43 unidades logaritmicas para los dias 4 y 7 respectivamente.

Estos resultados son similares a los reportados por Renumarn, Srilaong,
Uthairatanakij, Kanlayanarat, & Jitareerat (2014), quienes observaron una
disminucion en 1,22 unidades logaritmicas de aerobios mesofilos en brocoli sumergido
por 5 minutos en agua ozonizada con una concentracion de 1,6 ppm. De la misma manera,
Horvitz & Cantalejo (2012) al tratar muestras de pimientos minimamente procesados
CON 0ZONO gaseoso a una concentracion de 0,7 ppm obtuvieron una disminucion de hasta

2,6 unidades logaritmicas con respecto a su control.

Por el contrario, en el primer y ultimo dia de evaluacién se observé un aumento de
la poblacién microbiana de moras tratadas con ozono en relacion al control, Tzortzakis
& Chrysargyris (2017) manifiestan que al mismo tiempo que el gas elimina la microbiota
competitiva, el ozono se degrada continuamente a Oz, aumentando el recuento de
microorganismos aerobios, es asi que esta pudo ser una causa de la mayor cantidad de

microorganismos en las muestras expuestas a 0zono.
En la tabla 1 se presentan los resultados promedio de recuentos microbiologicos de

psicrétrofos en moras de Castilla tratadas con ozono y control, observando diferencias

significativas tanto entre tratamientos como entre dias de evaluacién.
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Tabla 1. Recuentos de microorganismos psicrotrofos en muestras de mora, almacenadas

durante 10 diasa 6 + 1°C

Recuentos microbioldgicos (log(ufc-g™))

Dia Control 0,5 ppm 0,7 ppm
1 540+0,16 Bb 573+0,03Aa 496+0,01Ch
4 7,13+0,06 Aa 523+0,00Ch 584 +0,06Ba
458+0,02Ad 3,50+0,06 Bd 441+0,27Ac
10 483+0,17Ac 467+0,03AcC 3,65+0,01Bd

Los valores corresponden a la media + la desviacion estandar de tres réplicas.
Las letras minusculas indican para cada tratamiento, diferencias estadisticamente significativas (p < 0,05) entre los dias de evaluacion.
Las letras mayusculas indican para cada dia, diferencias estadisticamente significativas (p < 0,05) entre los tratamientos aplicados a

las moras de Castilla.

La eficiencia del tratamiento con ozono gaseoso fue mas evidente en los dias 4 y 10
con reducciones de 1,9 y 1,18 unidades logaritmicas en muestras de mora tratada con 0,5
ppm de ozono gaseoso. Con respecto, a los dias 1 y 7 se obtuvieron reducciones méas
significativas al aplicar la concentracién de 0,7 ppm de 0zono gaseoso, obteniendo valores
de 0.44 y 1,08 unidades logaritmicas. Asimismo Horvitz & Cantalejo (2012), obtuvieron
reducciones de 0,7 unidades logaritmicas en bacterias psicrotrofas de pimientos
minimamente procesados, expuestos a 0zono acuoso (1 mg/L) o gaseoso (0,7 ppm) por 1

minuto.

De la misma forma, Selma, Beltran, Chacén, & Gil (2006) al estudiar la reduccién
de microbiota nativa (bacterias mesoéfilas y psicrétrofas) en papas utilizando una
concentracion mas alta (5 ppm) de agua ozonizada por 1 minuto, obtuvieron una reduccién
de 0,7 unidades logaritmicas de psicrétrofos y no lograron reducciones adicionales en los

grupos microbianos cuando el tiempo de exposicion aumento de 1 a 7 minutos.

Por otro lado, Allende, Marin, Tomas-Barberan, & Gil (2007) identificaron que
el almacenamiento de fresas durante 12 dias en una atmosfera con 5000 mg/L O3z no

incidio en una disminucion de bacterias psicrétrofas, mesoéfilas ni mohos y levaduras
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comparado con frutas no tratadas a pesar de la alta dosis aplicada. Segin Tzortzakis &
Chrysargyris (2017) una exposicion prolongada a ozono puede causar dafio al tejido de
la fruta, haciendo que esta sea mas susceptible a la contaminacion microbiana en un
periodo de tiempo mas corto.

La actividad antifangica del ozono fue evaluada en mohos y levaduras nativos de
moras control y tratadas con ozono y almacenadas durante 10 dias a 6 £ 1°C como se

presenta en la figura 2.
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' T

<

I
6,0 I

]

~—~ 50 L
A <
&N =
e 40 =———
=
S0 B
OD —
@]
— 20
1,0
0.0 == = = =
Dial Dia4 Dia7 Dia 10
Control 5,20 6,14 6,77 6,36
=0,5 ppm 3,17 4,31 5,56 6,08
=0,7 ppm 2,95 4,57 6,10 6,15

Figura 2. Recuentos de mohos y levaduras en muestras de mora, almacenadas durante
10 diasa 6 + 1°C

Los valores corresponden a la media + la desviacion estandar de tres réplicas.
Las letras mindsculas indican para cada tratamiento, diferencias estadisticamente significativas (p < 0,05) entre los dias de evaluacion.

Las letras mayusculas indican para cada dia, diferencias estadisticamente significativas (p < 0,05) entre los tratamientos aplicados a
las moras de Castilla.

Segun Horvitz, Chanaguano, & Arozarena (2017), el elevado contenido de agua,
azUcares y otros nutrientes, junto con un pH bajo de las moras de Castilla, favorecen el

crecimiento fangico en estas frutas, pues a diferencia de bacterias, los conidios de los
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mohos germinan en medios acidos de pH entre 3,0 y 7,0 (Cabezas, 2017). Es asi que en
los resultados obtenidos se observan aumentos significativos en los recuentos

microbiologicos de mohos y levaduras en el transcurso de los dias de evaluacion.

Por otro lado, en los dos tratamientos con 0zono gaseoso Yy en todos los dias de
evaluacion, existieron disminuciones en los recuentos de mohos y levaduras, con una
reduccion méaxima de 2,25 unidades logaritmicas en el dia 1. Estos resultados son
similares a los reportados por Crowe, Bushway, & Davis-Dentici, (2012) quienes
evaluaron la efectividad antimicrobiana de agua ozonizada (1 mg/L) en ardndanos
almacenados a -18 °C durante 12 meses, observando disminuciones significativas en los
conteos de mohos y levaduras. Sin embargo, en el estudio realizado por Smilanick,
Crisosto, & Mlikota (1999), con fresas almacenadas durante 2 dias a 6 °C, se determino
que la carga microbiana de mohos y levaduras disminuyd hasta en un 15% pero después
del cambio de las muestras ozonizadas a una temperatura de 20 °C, la carga microbiana

de mohos y levaduras aumentd.

Bataller-Venta et al. (2010) mencionan que las bajas temperaturas y la alta
humedad favorecen la estabilidad del ozono y su efectividad. Por tanto un tratamiento con
0zono en contraste con un almacenamiento a bajas temperaturas resulté efectivo en la

disminucion de la carga microbiana.

En el caso del dia 10 aunque existieron diferencias significativas entre el control y
los tratamientos con ozono, los valores de reduccion fueron minimos. Dichos resultados
concuerdan con los reportados por Sharpe et al. (2009) en su estudio realizado en
arandanos para evaluar el efecto del ozono gaseoso sobre B. cinerea, en donde no existid
una inhibicion significativa por el tratamiento con 0zono gaseoso, que podria atribuirse a
una infeccién latente ocurrida en la etapa de crecimiento de la fruta, en donde el 0zono no

pudo penetrar el tejido de la fruta para matar los hongos.
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Otra razdn del escaso efecto del 0ozono en mohos y levaduras es debido a la estructura celular
de estos microorganismos, ya que la pared celular de hongos esta compuesta ademas de
glucanos, glucosamina y glicoproteinas, por quitina, misma que también es un
componente de exoesqueletos de insectos y ocupa entre el 10 y 20% de la pared celular
fangica, lo que hace que se requiera de una dosis mayor de Oz 0 mayor tiempo de

exposicion para generar la des N-des acetilacion de la quitina (Kabal et al., 2001).

4.2. Actividad antimicrobiana del ozono gaseoso en patdgenos inoculados en mora de
Castilla

En la tabla 2 se presenta la evolucion de los recuentos microbiol6gicos de Botrytis
cinerea durante el almacenamiento refrigerado en moras control y tratadas con o0zono

gaseoso.

Tabla 2. Recuentos de Botrytis cinerea en muestras de mora, almacenadas durante 10
diasa6 £ 1°C

Recuentos microbioldgicos (log(ufc-g™))

Dia

Control 0,5 ppm 0,7 ppm
1 5,02+0,11 B bc 4,33+0,04Aa 542+0,07Ca
4 4,79+0,06 Aa 474+0,15AD 477+0,03ADb
7 523+0,16 Ac 528+0,12Ac 530+0,11Aa
10 4,87+0,04 Aab 4,46 +0,04Ca 4,72+0,05Bb

Los valores corresponden a la media * la desviacion estandar de tres réplicas.

Las letras mindsculas indican para cada tratamiento, diferencias estadisticamente significativas (p < 0,05) entre los dias de evaluacion.
Las letras mayusculas indican para cada dia, diferencias estadisticamente significativas (p < 0,05) entre los tratamientos aplicados a
las moras de Castilla.

En los dias 1 y 10 se observan diferencias significativas entre los tratamientos con
ozono con relacion al control, observando un mayor poder antifingico en la concentracion
0,5 ppm con una reduccion de hasta 0,69 unidades logaritmicas en el primer dia de
evaluacion. Ademas, no existieron diferencias significativas de la accion antimicrobiana

del tratamiento entre las concentraciones de 0,5 ppm y 0,7 ppm (Figura 3).
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Figura 3. Crecimiento de Botrytis cinerea en muestras de mora control (A), expuestas a
0,5 ppm O3 (B) y 0,7 ppm O3 (C)

De la misma manera, Sarig, Zutkhi, Monjauze, Lisker, & Ben-Arie (1997)
comprobaron que la exposicion al ozono (8 mg Os/minuto) es una buena alternativa para
controlar la proliferacion en B. cinerea en uvas de mesa y ademas, observaron que el
ozono provocd la produccion de fitoalexinas como resveratrol y pterostilbeno, que son
polifenoles naturales sintetizados ante la presencia de factores estresantes, como la
contaminacion fungica (Gambini et al., 2012). Por tanto, la accién oxidante del ozono
sumado con la produccion de dichos compuestos incidieron en la eliminacion de
microorganismos causantes de deterioro.

Ademas, Krause & Weidensaul (1978) realizaron estudios in vivo e in vitro y
determinaron que 0,3 puL/L de exposicion a ozono en dos periodos de seis horas cada uno
inhibieron la germinacion y esporulacion de B. cinerea, contrastando con Glowacz et al.
(2014), quienes observaron que la incidencia de la enfermedad conocida como
podredumbre gris causada por B. cinerea no siempre se puede reducir en los productos
tratados con ozono; sin embargo, la exposicion al ozono reduce la propagacion de la
enfermedad por reduccién de la produccién y la viabilidad de las esporas.
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Por el contrario, en el dia 7 no se evidenci6 una disminucion de la carga microbiana
como respuesta al tratamiento con ozono gaseoso. La forma irregular de la mora, pudo
hacer que las esporas de B. cinerea se alojaran en los espacios entre bayas, haciendo dificil
el acceso a la oxidacion. Das, Giirakan, & Bayindirh, (2006) determinaron que el nivel
de reduccion de los recuentos microbianos en zanahorias y lechuga fue menor en
comparacion con tomates debido a que, en una estructura rugosa, las células bacterianas
estuvieron protegidas del ozono. Por tanto, tiempos de exposicion méas largos y
concentraciones mas altas podrian mejorar la accion antimicrobiana del gas llegando a
zonas donde los microorganismos pueden estar protegidos. A la vez, un tratamiento con
0zono acuoso es mas eficiente en productos con superficies rugosas, debido a que la accién
mecanica del agua desplaza las células microbianas de la superficie del fruto (Alwi & Ali,
2014; Palou et al., 2002).

Los microorganismos patdgenos Escherichia coli, Salmonella enterica y
Staphylococcus aureus mostraron una inhibicion de crecimiento que podria atribuirse al
efecto del pH, puesto que la muestra de mora tuvo un pH de 2,9 y el pH minimo de
crecimiento para E. coli, S. enterica y S. aureus es 4,4; 3,8 y 4,2 respectivamente
(Fundacién Vasca para la Seguridad Agroalimentaria Elika; 2013a, b y c). Por lo
tanto para comprobar la eficacia del ozono, se trituraron muestras de mora a las que se les
ajusté el pH con hidréxido de sodio (0,1 N), con el fin de alcanzar el valor 6ptimo para

cada microorganismo.

Los resultados de la actividad antibacterial del ozono evaluada en pulpa de mora

inoculada con E. coli y almacenada durante 10 dias a 6 + 1°C se presentan en la figura 4.
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Figura 4. Recuentos microbioldgicos de E. coli en muestras de mora, almacenadas
durante 10 diasa6+ 1 °C

Los resultados se expresan como la media de seis mediciones y las barras de error representan el intervalo de confianza del 95 % de la
media. Las letras mayusculas diferentes indican, para cada dia, diferencias significativas entre los tratamientos aplicados a las moras

de Castilla. Las letras minusculas diferentes indican, para cada tratamiento, diferencias significativas entre los dias de evaluacién.

En los dias 1 y 4 se obtuvieron diferencias significativas entre los tratamientos, sin
embargo no se comprueba una accion antibacteriana en las muestras tratadas con ozono
en relacion al control. Con respecto a los dias 7 y 10, no existieron diferencias entre los

tratamientos, ni una reduccion significante de la carga microbiana en relacién al control.

Algunos investigadores han indicado que la viabilidad de E. coli no se vio afectada
por la exposicion a corto plazo al gas ozono, pero la permeabilidad de la membrana se vio
comprometida. Sin embargo, cuando las células de E. coli se sometieron a una exposicion
prolongada al ozono, las proteinas intracelulares y el ADN se vieron afectados y hubo una

disminucion en la viabilidad de las células (Komanapalli & Lau, 1996).
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Bialka & Demirci, (2007b) observaron una reduccién de hasta 2,9 y 5,6 unidades
logaritmicas en fresas y frambuesas respectivamente, inoculadas con E. coli y expuestas
a una concentracion de 50000 ppm en tiempos de 1 hasta 60 minutos. Bermudez-Aguirre
& Barbosa-Céanovas (2013) determinaron que el tratamiento con 0zono gaseoso a una
concentracion de 5 ppm por 3 minutos fue efectivo para reducir en 2,2 unidades
logaritmicas los recuentos de E. coli. Es asi que probablemente se pueden lograr
reducciones microbianas mas altas con mayores dosis de ozono. Sin embargo, como la
sensibilidad del ozono varia en diferentes productos, es necesario establecer una dosis

Optima para cada uno, en especial para la mora debido a su estructura fragil.

En la tabla 3 se presentan los resultados de la actividad antibacterial del ozono
evaluada en pulpa de mora inoculada con S. enterica y almacenada durante 10 dias a 6 +
1°C.

Tabla 3. Recuentos de Salmonella enterica en muestras de mora, almacenadas durante
10diasa 6 + 1°C

Recuentos microbioldgicos (log(ufc-g™))

Dia Control 0,5 ppm 0,7 ppm
548+ 0,01ADb 6,25+0.11Ba 6,97+0,03Ca
4 6,50+ 0,08 Aa 6,37 +£0,03Aa 6,46 £ 0,10 Ab
7 4,65+0,06 Ac 6,07+0,03Bb 6,16 £0,10B ¢
10 4,08+0,14 Ad 354+0,07B¢c 3,30+0,24Bd

Los valores corresponden a la media + la desviacion estandar de tres réplicas.
Las letras minusculas indican para cada tratamiento, diferencias estadisticamente significativas (p < 0,05) entre los dias de evaluacion.
Las letras mayusculas indican para cada dia, diferencias estadisticamente significativas (p < 0,05) entre los tratamientos aplicados a

las moras de Castilla.

Como se puede observar, no se obtuvo una reduccion de la carga microbiana en las
muestras tratadas con 0zono en los primeros dias de evaluacion; sin embargo en el dia 10

existieron diferencias significativas entre el control y los tratamientos con ozono,
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observando ademas una disminucion de la carga microbiana de 0,54 y 0,78 unidades
logaritmicas en el tratamiento con 0,5y 0,7 ppm de 0zono gaseoso con respecto al control.

Selma et al. (2008) obtuvieron una mayor reduccion de carga microbiana en
melones maduros expuestos a una concentracion de 10000 ppm de 0zono gaseoso por 30
minutos al vacio, con un valor de 2,8 unidades logaritmicas. De la misma forma, Alwi &
Ali (2014) estudiaron la actividad antimicrobiana del 0zono gaseoso a una concentracion
de 9 ppm por 6 horas en pimientos cortados e inoculados con S. enterica obteniendo una

reduccion de 2,89 unidades logaritmicas.

No obstante, las dosis utilizadas en el presente estudio no fueron suficientes para
lograr un estrés oxidativo a las células de S. enterica y E. coli que altere su estructura y
provoque una lisis celular. Ademas, Prez et al. (1999) mostraron que la N-
acetilglucosamina, un compuesto presente en el peptidoglicano de la pared celular
bacteriana, fue resistente a la accion del ozono en soluciones acuosas con pH entre 3,0 y
7,0.

De la misma forma, se identificd una disminucion en la efectividad del tratamiento
con ozono cuando se aplico en frutas cortadas, debido a que estas producen jugos
organicos como lignina y suberina en la superficie cortada y estos compuestos protegen
contra la actividad antibacteriana del ozono (Alexopoulos et al., 2013). Por otro lado,
Kim et al. (1999) mencionaron que la descomposicion del ozono es tan rapida en la fase
acuosa de los alimentos que su accion antimicrobiana puede tener lugar principalmente en
la superficie, por lo tanto ésta podria ser la principal causa de la escasa o nula actividad

antibacteriana del ozono en E. coli y S. enterica.

Finalmente, con respecto a la bacteria S. aureus, no se observo crecimiento en
ninguno de los tratamientos, incluido el control a pesar de haber corregido el pH para que
sea el optimo para su crecimiento. La principal causa de esta inhibicion pudo deberse a
gue se ha encontrado que compuestos fendlicos en berries, especialmente del género
Rubus, llamados elagitaninos, son capaces de inhibir el crecimiento de bacterias Gram

25



Tasa respiratoria (mg CO, kg1 h~1!

positivas y Gram negativas, siendo S. aureus la méas susceptible (Puupponen-Pimia et
al., 2005).

4.3. Analisis de la tasa respiratoria de moras de Castilla expuestas a 0zono gaseoso

En la figura 5 se presenta la tasa respiratoria de moras de Castilla control y expuestas
a concentraciones de ozono de 0,5 y 0,7 ppm durante 3 minutos y almacenadas en

refrigeracion a 6 + 1 °C durante 10 dias.
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Figura 5. Comportamiento de la tasa respiratoria de moras de Castilla control y expuestas
a concentraciones de ozono de 0,5 y 0,7 ppm, almacenadas en refrigeracion a 6 + 1°C
durante 10 dias.

Los resultados se expresan como la media de nueve mediciones y las barras de error representan el intervalo de confianza del 95 %
de la media
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Independientemente del tratamiento considerado, la tasa respiratoria de las moras
aumento durante el almacenamiento. Ademas el comportamiento de la tasa de respiracion
de los diferentes tratamientos es propio del caracter no climatérico de los frutos de la mora
de Castilla.

Por otro lado, no se observaron diferencias significativas en las muestras tratadas
con 0Zono gaseoso con respecto al control. Este resultado concuerda con los hallados en
lechugas recién cortadas lavadas con agua ozonizada en las que no se observaron
diferencias en la concentracion de gas y la tasa de respiracion debido al tratamiento con
Os (Beltran, Selma, Marin, & Gil, 2005). Asimismo, en el estudio realizado por Palou
et al. (2002) con duraznos expuestos a 0,3 ppm de 0zono gaseoso se determind que el

tratamiento con 0zono no afecto la tasa de respiracion.

Segun Miller et al. (2013), las bajas concentraciones de ozono por lo general no
tienen un efecto significativo sobre la respiracion durante el almacenamiento, sin
embargo, algunos hallazgos han reportado dafios fisioldgicos en los productos tratados en
los que se ha utilizado concentraciones mayores de ozono. Se constata que las dosis de
ozono utilizadas (0.5 y 0.7 ppm) no causaron alteraciones en la tasa respiratoria de moras
de Castilla.

4.4. Verificacion de hipétesis

De acuerdo a los resultados obtenidos se acepta la hipétesis nula debido a que el
tratamiento de moras de Castilla con 0zono gaseoso no influy6 en la tasa respiratoria de
la fruta.

Con respecto a la actividad antimicrobiana se acepta la hipétesis alternativa puesto que la
aplicacion postcosecha de 0zono gaseoso si influyé en la calidad microbiologica de mora
de Castilla.
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CAPITULO V

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1. Conclusiones

La aplicacion postcosecha de ozono gaseoso en concentraciones de 0,5 ppm y 0,7 ppm
durante 3 minutos en mora de Castilla (Rubus glaucus Benth) incidié en la calidad
microbioldgica, pero no afecto la tasa respiratoria de la fruta almacenada en refrigeracion
durante 10 diasa 6 = 1 °C.

Los microorganismos nativos (aerobios mesofilos totales, psicrétrofos, mohos vy
levaduras) de moras de Castilla demostraron una disminucion de su carga microbiana ante

la exposicidn a diferentes concentraciones de 0zono gaseoso durante 3 minutos.

El ozono gaseoso demostro tener actividad antifungica contra B. cinerea. En el caso de
las bacterias E. coli y S. enterica, a pesar de la modificacién de las condiciones de pH
para su crecimiento no se observd una reduccion significativa de carga microbiana

después del tratamiento con ozono

No se observo crecimiento en S. aureus en ninguno de los tratamientos, incluido el control,
posiblemente debido al efecto de compuestos fendlicos presentes en moras de Castilla,

capaces de inhibir el crecimiento de esta bacteria.

La aplicacion de 0zono gaseoso a concentraciones de 0.5 ppm y 0.7 ppm por 3 minutos
en moras de Castilla, seguido de un almacenamiento refrigerado a 6 £ 1 °C no causaron

cambios en la tasa respiratoria de los frutos.

5.2. Recomendaciones
Determinar la capacidad antimicrobiana del ozono en moras de Castilla a diferentes
temperaturas de almacenamiento y diferentes porcentajes de humedad, con el fin de

encontrar el tratamiento 6ptimo para la conservacion de esta fruta.
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Identificar el efecto del ozono en la actividad fisioldgica, especificamente en la
produccién de etileno de frutas climatéricas de la provincia, mediante cromatografia de

gases.

Realizar un estudio a nivel molecular en moras de Castilla tratadas con ozono gaseoso
para determinar el mecanismo de defensa que los componentes de la fruta desarrollan ante

el estrés por ataque de microorganismos.
Determinar cuantitativamente la presencia de compuestos fenolicos denominados

elagitaninos en moras de Castilla, y evaluar su aplicacion en el desarrollo de productos

gue beneficien la salud de la poblacion.
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ANEXOS
Anexo A. Fotografias de la fase experimental

Figura 8. Medicion de la concentracion gaseosa para la determinacion de la tasa
respiratoria




Figura 9. Ajuste de pH en pulpa de mora para la inoculacion de E. coli, S. entericay S.
aureus

A) Placa control; B) Placa expuesta a 0,5 ppm 03; C) Placa expuesta a 0,7 ppm O3z

Figura 10. Colonias de aerobios mesdfilos en placas control (A), expuestasa 0,5 (B) y
0,7 (C) ppm de 0zono gaseoso

A) Placa control; B) Placa expuesta a 0,5 ppm 0z; C) Placa expuesta a 0,7 ppm O3

Figura 11. Colonias de mohos y levaduras
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A) Placa control; B) Placa expuesta a 0,5 ppm 03; C) Placa expuesta a 0,7 ppm O3

Figura 12 Colonias de Salmonella enterica

Figura 13. Colonias de Escherichia coli
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