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RESUMEN

El objetivo de este estudio fue conocer la calidad sanitaria de semillas de chia,
amaranto y ajonjoli y evaluar el efecto de la aplicacion de la radiacion UV-C y el aire
caliente forzado en la inactivacion de Enterococcus faecium (subrogado de S.
enterica) y en la calidad bromatoldgica y fisica de las semillas. Se recolectaron
muestras de semillas (300) de mercados y supermercados de la ciudad de
Querétaro, se cuantificaron microorganismos indicadores y se determind la
prevalencia y el contenido de Salmonella spp. Se evalu6 el comportamiento de
Salmonella en las semillas durante el almacenamiento a temperatura ambiente. Se
aplico radiacion UV-C (21.2 W m2, 5 min) y aire caliente forzado (120° C por 10 min)
a las semillas inoculadas con E. faecium; se cuantifico la poblacién sobreviviente,
se realizaron analisis bromatolégicos y se determiné el contenido de compuestos
fendlicos y color en las semillas. Los resultados obtenidos mostraron que la mediana
del contenido de BMA en chia, amaranto y ajonjoli fue de 2.1, 2.4y 3.8 Log UFC g
1, respectivamente. Los coliformes oscilaron entre 0.48 y 0.56 Log NMP g*. La
mediana de la poblacién de hongos fue <1 Log UFC g%, para las tres semillas,
mientras que para las levaduras fue de <1 Log UFC g, en chiay amaranto y de 2.3
Log UFC g en ajonjoli. La positividad de E. coli fue del 6% en chia y del 3% en
amaranto y ajonjoli. La prevalencia de Salmonella en chia, amaranto y ajonjoli fue
del 31, 15y 12%, respectivamente, y la concentracién oscilé entre 0.48 y 0.56 Log
NMP g*. Durante el almacenamiento de las semillas Salmonella se inactivé a razén
de 0.018, 0.012 'y 0.017 Log UFC h'! en chia, amaranto y ajonjoli, respectivamente.
La aplicaciéon de UV-C redujo entre 4.2 y 4.9 Log UFC g de E. faecium en los tres
tipos de semillas; el aire caliente forzado mostro reducciones de entre 4.4 y 4.9 Log
UFC g*. Con la aplicacién de las tecnologias aumenté el contenido de compuestos
fendlicos y se modificé minimamente la composicién bromatologica y el color de los
productos (p < 0.05). En conclusién, las tecnologias probadas pueden ser efectivas

para el mejoramiento de la inocuidad y calidad de semillas.

Palabras clave: Antioxidantes, Enterococcus faecium, Salmonella, inactivacion,

subrogado.



SUMMARY

The purpose of this study was to determine the sanitary quality of chia, amaranth
and sesame seeds and to evaluate the effect of the application of UV-C radiation
and forced hot air on the inactivation of Enterococcus faecium (surrogate of S.
enterica) and in the bromatological and physical quality of the seeds. Seed samples
(300) were collected from markets and supermarkets in Querétaro city, indicator
microorganisms were quantified and the prevalence and content of Salmonella spp.
Was determined. The behavior of Salmonella in the seeds was evaluated during
storage at room temperature. UV-C radiation (21.2 W m-2, 5 min) and forced hot air
(120 °C for 10 min) were applied to the seeds inoculated with E. faecium, surviving
population was quantified, bromatological analyzes were analyzed and the content
of phenolic compounds and color in the seeds were determined. The results showed
that the median APC content in chia, amaranth and sesame was 2.1, 2.4 and 3.8
Log UFC g7, respectively. The coliforms ranged between 0.48 and 0.56 Log NMP g-
1. The median fungal population was <1 Log-UFC g, for all three seeds, while for
yeasts it was <1 Log UFC g7, in chia and amaranth and 2.3 Log UFC g in sesame
seeds. The positivity of E. coli was 6% in chia and 3% in amaranth and sesame
seeds. The prevalence of Salmonella in chia, amaranth and sesame was 31, 15 and
12 %, respectively, and the concentration ranged between 0.48 and 0.56 Log NMP
gl. During the storage of the seeds, Salmonella was inactivated at a rate of 0.018,
0.012 and 0.017 Log UFC h in chia, amaranth and sesame seeds, respectively.
The application of UV-C reduced between 4.2 and 4.9 Log UFC g of E. faecium in
the three types of seeds; forced hot air, reductions between 4.4 and 4.9 Log UFC g
L. With the application these technologies, the content of phenolic compounds, the
bromatological composition and color of the products were minimally modified (p
<0.05). In conclusion, the proven technologies can be effective for the improvement

of safety and quality of the seeds.

Keywords: Antioxidants, Enterococcus faecium, Salmonella, inactivation,

surrogate.
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1. INTRODUCCION

En la actualidad, existe una tendencia hacia el consumo de productos que de
manera natural contienen una cantidad considerable de nutrientes o sustancias
bioactivas que ademas de cumplir con la funcidn nutritiva puedan auxiliar en mejorar
la salud de los consumidores; tal es el caso de las semillas y las frutas deshidratadas
(Correa, 2011). Tan solo en 2010, Estados Unidos (EE. UU.) importé mas de 62
millones de ddlares de frutas secas para satisfacer la demanda de los consumidores
(Industry Global, 2017).

Las semillas son importantes en la nutricion humana debido su-alta aportacién de
energia y nutrientes; son particularmente importantes debido a su composicion
unica en compuestos bioactivos. En la ultima década se ha generado una gran
cantidad de evidencia cientifica sobre los efectos benéficos del aumento en el
consumo de semillas de plantas y productos derivados en la salud de los
consumidores, principalmente en la disminucion del riesgo de enfermedad

cardiovascular, diabetes mellitus tipo 2 y marcadores intermedios (Ros & Hu, 2014).

Ademas de su riqueza nutrimental, las semillas han despertado especial interés,
pues en la ultima década se han vinculado con brotes de enfermedades transmitidas
por alimentos. Especificamente, en Europa en 2017 se reportd un brote de
salmonelosis asociado al consumo de semillas de ajonjoli causando mas de 40

casos de enfermedad (Brusin et al., 2017).

En el mundo, los organismos reguladores, de salud publica, industria, productores
y centros de investigacion han propuesto iniciativas para controlar la contaminacion
microbiana mediante la implementacién de practicas de reduccion de riesgos,
seleccidn fisica de las semillas contaminadas y la aplicacion de tratamientos como
la radiacion ionizante (radiacion gamma) y calor (vapor y agua caliente); sin
embargo, dichos métodos, no garantizan la conservaciéon de las propiedades
nutricionales y organolépticas ni la eliminacion de Salmonella u otros patdgenos que

pudieran estar presentes en este grupo de alimentos (Atungulu et al., 2012).



En México, la informacién relacionada con la calidad sanitaria de las semillas para
consumo humano y los métodos para eliminar la presencia de microorganismos
patdogenos es escasa. Por otro lado, la venta irregular de semillas y frutos secos
podria representar un incremento del riesgo de enfermar al que se expone el
consumidor ya que no se vigila la venta a granel y cada vez es mas comun encontrar

puestos ambulantes en semaforos y cruceros.

Por todo lo anterior, en este trabajo se determiné la calidad sanitaria de semillas de
chia, ajonjoli y amaranto, y se evalué el efecto de la luz UV-C y el aire caliente
forzado en la inactivacion de E. faecium (subrogado de S. enterica), asi como en la

capacidad antioxidante, la composicion bromatoldgica y el color de semillas.
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2. ANTECEDENTES

2.1 Alimentos de baja actividad de agua

Los alimentos de bajo contenido de humedad son aquellos que, de manera natural
o por cualquier método de deshidratacion, presentan una actividad de agua (aw)
menor a 0.85 (Badui-Dergal, 2006).

Recientemente el consumo de alimentos secos, como nueces, frutos deshidratados
y semillas se ha popularizado en todo el mundo. Entre las principales razones de
consumo de estos productos figuran las caracteristicas organolépticas y la riqueza
de nutrientes, siendo los mas destacados el contenido. de compuestos
antioxidantes, principalmente los fendlicos, pues a estos compuestos se les ha
relacionado con la prevencion de enfermedades, ya que poseen propiedades
antiinflamatorias, anticarcinogénicas, antimutagenicas, antibacteriales, etc. (Ariza et
al., 2016).

Otra de las razones de la popularidad de frutos y semillas secas es que
generalmente se considera que este grupo de alimentos presentan una vida de
anaquel prolongada y una menor probabilidad de ser vehiculos de patégenos debido
a que la humedad disponible es demasiado baja para sustentar el crecimiento

microbiano y por ende la inocuidad esta asegurada (Douglas y Lindsay, 1992).

2.2 Produccion'y comercializacion de los alimentos secos

Segun cifras dela Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la
Agricultura (FAO), se estima que al afio se desperdician mas de 1,300 millones de
toneladas de alimentos, por lo cual actualmente se promueve el consumo de
alimentos con las mismas caracteristicas nutricionales pero menos perecederos que

los alimentos frescos (FAO, 2012).

En la dltima década, la produccion total de almendra, nuez, anacardo, pistacho,
pecana, macadamia, nuez de Brasil y pifidn a nivel mundial aument6 en 3.5 millones
de toneladas (incremento del 55%) y de fruta deshidratada en 2.5 millones de

toneladas (incremento del 22%). Por otro lado, la comercializacién aumentd un 36%
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para frutos secos y un 9% para fruta deshidratada; lo cual representa mas de 30,000

millones de dolares en ganancias (International Nut and Dried Fruit, 2018).

En cuanto a la produccion de frutos secos en México, lo que mas se cultiva son
algunas variedades de nuez, como la pecana (Carya illinoinensis y Carya koch), la
de Castilla (Juglans regia L.) y la criolla, siendo Chihuahua, Sonora, Coahuila,
Durango y Nuevo Leon los estados que concentran la produccion de la primeray la
tercera, los estados de Puebla, Tlaxcala, México, Oaxaca y Querétaro siembran la
segunda. Cabe destacar que el volumen de produccion de -nueces esta
representado por el 98.8% de pecana, 1.1% de Castilla 'y 0.1% criolla (SAGARPA,
2016).

En el periodo entre 2011 y 2014, México fue el segundo exportador de nuez
pecanera a nivel mundial después de EE. UU. La Financiera Nacional de Desarrollo
Agropecuario, Rural, Forestal y Pesquero, registro el incremento de la produccion
de nuez en un 80%, alcanzando 110 mil toneladas. Los principales compradores
son EE.UU. y China, quienes emplean este fruto seco para productos de confiteria,
gracias a su nivel de calidad (SAGARPA, 2016).

2.3 Consumo de los alimentos secos

De acuerdo con la Global Industry Analysts (GIA), empresa de investigacién de
mercado, las frutas deshidratadas se estan convirtiendo en un producto de gran
potencial para. su exportacion. El estudio indica que al afio 2020, el consumo
mundial de frutas deshidratadas crecera a 4 millones de toneladas (Industry Global,
2017).

El Consejo Internacional de Frutos Secos reporta que en 2017 hubo un crecimiento
en la produccién de frutos y semillas secas. Los datos muestran un aumento de

56% en consumo de frutos secos desde 2004 y de 24% en frutas deshidratadas.

A nivel mundial, EE. UU. es el principal consumidor (y por lo tanto comprador) de

frutas deshidratadas como pifia, mango y durazno, representando el 12.9% de sus
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importaciones. Le siguen en importancia Alemania (8.8%), Rusia (5.8%), Holanda
(5.6%) y Reino Unido (5.4%). Otros paises con mayor consumo de frutas
deshidratas en 2017, fueron el Reino Unido, Kazajistan, Alemania, Francia y
Bélgica. Siendo en su mayoria paises del norte de Europa, lo cual expresa la
tendencia cultural de estas regiones por el consumo de alimentos nutritivos y libres

de aditivos o conservadores (Industry Global, 2017).

A pesar de que en México no se tienen cifras exactas sobre el consumo de frutos y
semillas secas, en los ultimos afios nuestro pais se ha destacado por la producciéon
de frutos deshidratados como uvas pasas, manzanas, peras, higosy duraznos;
siendo las uvas pasas el producto de mayor demanda en el pais y el mas exportado.
De manera general, las importaciones mexicanas de frutos secos de EE. UU.
alcanzaron 16.3 millones de ddlares en 2007, cifra. que va en aumento desde ese
periodo (SAGARPA, 2016).

2.4 Composicion de los alimentos secos

Un fruto seco es aquel cuya composicion natural (sin manipulacion humana),
contiene menos de un 50% de agua y que estan rodeados por lo general de una
cascara dura como lo son la almendra, mani, castafia, nuez, pifidn, pistachos, entre
otros (SAGARPA, 2016).

Los frutos secos destacan por su elevado contenido energético, ya que, en
promedio, 100 g-aportan entre 560 y 640 Kcal. Este contenido energético se deriva
de su escaso contenido de agua y su elevado contenido en grasas (entre 48 y 63%).
No obstante, la importancia del contenido lipidico de estos alimentos no es
Unicamente cuantitativa, sino cualitativa, ya que predominan los acidos grasos
insaturados. Todos los frutos secos tienen una composicion similar en proteinas
(entre 13 y 27%) con un valor biolégico importante. Por otro lado, el contenido de
hidratos de carbono es alrededor de 20% en la mayoria de los frutos secos.
Asimismo, este grupo de alimentos constituye una excelente fuente de vitaminas
(principalmente E y grupo B), ademas de proveer minerales y fibra (Luna-Guevara
& Guerrero-Beltran, 2010).
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Por su parte, la fruta deshidratada conserva gran parte del valor nutricional que
tienen las frutas frescas, poseen una gran cantidad de vitaminas (C, Ay K) y calcio.
De tal manera que su consumo podria reducir el riesgo de algunas enfermedades
asociadas al poco consumo de frutas; ademas, carecen de grasas saturadas,
colesterol, son bajas en sal y contienen altos niveles de fibra y potasio (Correa,
2011).

Las semillas son el componente de una fruta que alberga el embrién y que puede
derivar en una nueva planta, producto del 6évulo madurado de plantas con flores
después de la polinizacion. Las semillas son matrices complejas-desde la capa
externa hasta el germen son ricas en minerales, vitaminas, y fitoquimicos bioactivos
cuya funcién es proteger el ADN de la planta del estrés. Por su parte, el endosperma
de las semillas almacena componentes nutritivos que le serviran de sostén a la
nueva plantula: proteinas de calidad, carbohidratos complejos y lipidos (Ros & Hu,
2014).

Entre las semillas mas consumidas en México se encuentra la chia,
mayoritariamente se consumen remojadas en agua liberando un mucilago (liquido
gelatinoso) para dar sabor a jugos vegetales o esencias, también suelen secarse o
molerse para preparar harina fina de sabor intenso. El mayor centro productor de
México es Jalisco, de donde se exporta a Japon, EE. UU. y Europa (ERAM, 2015).

La semilla de ajonjoli, por otro lado, tiene gran importancia cultural y gastronémica
para nuestro pais, se usa en la elaboracién de panes, galletas y dulces. Se utiliza
ademas en la preparacion de jugos, licuados, yogures, salsas, sopas, ensaladas y
del tradicional mole. También se industrializa para producir aceites comestibles,
margarinas y hasta cosmeéticos (ANIAME, 2012).

Otra de las semillas de mayor consumo debido a su importancia cultural es la semilla
de amaranto, cuyo consumo es principalmente como cereal reventado (79.9%), en
forma de harinas (17%) y extruido (3%). Siendo las alegrias (dulce tradicional
mexicano elaborado con semilla de amaranto y miel) el producto de amaranto mas
consumido en el pais (ANIAME, 2012).
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2.4.1 Semilla de chia

El género Salvia incluye aproximadamente 900 especies de semillas Lamiaceae, de
las cuales se destaca la chia (Salvia hispénica L.) (da Silva et al., 2017). La chia es
una planta que puede alcanzar hasta dos metros de altura. Las hojas miden de 4 a
8 cmde largoy de 3 a5 cm de ancho. Las flores son hermafroditas, de color violeta.
Florece entre julio y agosto y se cultiva, sobre todo, en México, Guatemala y Bolivia.
La planta de chia requiere un clima tropical o sub-tropical, la semilla -mide
aproximadamente 2 mm de ancho y se cultiva debido al interés que su.composicion

nutricional tiene para la industria alimentaria (Tabla 1)

Tabla 1. Composicion bromatolégica de la semilla de chia

Composicion g/100 g
Humedad 6.2
Proteinas 19.9
Lipidos 27.9
Cenizas 4.5
Hidratos de carbono 8.6
Fibra dietética 33.0

(Paula et al., 2013)

México produce anualmente casi siete mil toneladas de chia, los principales estados
productores son Jalisco, Puebla y Sinaloa; siendo la region de los Altos de Jalisco
la zona de mayor produccién en nuestro pais (88%) (SAGARPA, 2017).

Se estima que en los proximos afios la produccién y consumo se duplique debido a
la popularizacion entre la poblacion de los beneficios que trae su consumo, entre
los que se destacan la concentracion de acido graso alfa-linolénico (Omega 3),
indispensable para sintetizar otros acidos grasos esenciales, asi como el contenido
de compuestos antioxidantes con propiedades antiinflamatorias (Solchem Nature
Co., 2017).
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2.4.2 Semilla de ajonjoli

El ajonjoli es una planta cuya especie botanica es de la familia Sesamum indicum.
Su cultivo es anual, el ciclo puede variar entre 90-130 dias dependiendo de la
variedad y las condiciones ecoldgicas. La semilla es aplanada, pequefia, blanca,
gris 0 negra en su exterior; mide de 2 a 4 mm de longitud y 1 a 2 mm de ancho
(Mohammed et al., 2018). En México, la produccion anual de ajonjoli supera las 51
mil toneladas. Cabe destacar que los estados de Sinaloa, Guerrero y Michoacan
son los mayores productores de este alimento al que se destinan mas de 107 mil
hectareas para cultivarlo (SAGARPA, 2016).

Al ajonjoli se le han atribuido diversas propiedades benéficas para la salud debido
de su composicion nutricional: ayuda con el estrés, la depresion, el insomnio y otros
problemas del sistema nervioso (Tabla 2. Composicion bromatologica de la semilla de
ajonjoli. Sus altos contenidos de calcio, hierro y zinc lo hacen muy recomendable
para las personas con anemia. Por su alto contenido de fibra, el ajonjoli es un
fantastico regulador intestinal (ANIAME, 2012).

Tabla 2. Composicion bromatolégica de la semilla de ajonjoli

Composicion g/100 g
Humedad 5.0
Proteinas 17.8
Lipidos 48.0
Cenizas 8.0
Hidratos de carbono 26.2
Fibra 2.5

(Hassan et al., 2018).
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2.4.3 Semilla de amaranto

El amaranto pertenece a la familia de las Amaranthaceas, su género Amaranthus
contiene mas de 70 especies, de las cuales la mayoria son nativas de América y
solo 15 provienen de Europa, Asia, Africa y Australia (Robertson, 1981), cuyas
caracteristicas dependen del entorno y condiciones en el que crecen. El amaranto
puede consumirse casi desde la siembra, en forma de germinado, de hojas tiernas
en ensalada, o molidas para servirse en forma de sopa. Ademas, no contiene gluten
asi que es apto para el consumo de celiacos (alérgicos al gluten).

El amaranto en México es cultivado en ocho estados de la republica entre los que
destacan Estado de México, Puebla y Michoacén, tiene una gran-importancia en la
agricultura tradicional; sin embargo, en los ultimos afios ha crecido el nUmero de
hectareas cultivadas gracias a las propiedades nutricionales que se le han atribuido
a esta semilla. La superficie sembrada en nuestro pais en 2012 fue de 3,336
hectareas con una produccion de 4,278 toneladas, de las cuales cerca del 80% se
aprovechan como cereal reventado (Asociacion Mexicana de Amaranto, 2012).

En la Tabla 3 se muestran las propiedades nutritivas del amaranto, el cual posee
aproximadamente un 16% de proteina, un porcentaje un poco mas alto que el de
los cereales tradicionales como el maiz, el arroz y el trigo; sin embargo, su
importancia no radica en la cantidad sino en la calidad de la proteina con un
excelente balance de aminoacidos. Tiene un contenido importante de lisina, 16.6%,
aminoacido esencial en la alimentacién humana, que cominmente es mas limitante

en otros cereales.
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Tabla 3. Composicion bromatoldgica del amaranto

Composicion g/100g
Humedad 5.0
Proteinas 12-19
Lipidos 6.1—8.1
Fibra cruda 3.5-33
Cenizas 3.0-3.3

(Galarza et al., 2013).
2.5 Capacidad antioxidante de semillas secas

Las semillas de chia mas alla de su excelente perfil nutricional (Tabla 3), contiene
lisina, vitaminas del grupo B, calcio, fosforo, zinc, flavonoides, fenoles y demas
compuestos que le dan propiedades antioxidantes, antinflamatorias,

antimutagénico, antiviral, laxante, anticarcenogénico, etc. (Di Sarpio et al., 2008).

Por su parte, las semillas de ajonjoli también presentan un gran contenido de
compuestos fendlicos que actlian como antioxidantes y que recientemente se ha
estudiado su potencial como antimicrobianos. Es un alimento con gran capacidad
antioxidante por su contenido en vitamina E, reduce el efecto negativo de los
radicales libres previniendo el envejecimiento a nivel celular. EI sesamol, un
fitoquimico, también presenta accion antioxidante evitando la rancidez de la misma

semilla (Mohammed et al., 2018).

En los ultimos afios se ha estudiado la capacidad nutraceutica de la semilla de
amaranto. Sarker et al. (2017) reportan que la semilla de amaranto es rica en
clorofila (346.2 ug/g), B-cianinas (364 ug/g), p-xantinas (364.3 ug/g), betalainas
(723.9 ug/g), carotenos (69.8 pg/g), acido ascoérbico (92.86 ug/g) y la capacidad
antioxidante total (25.87 TEAC mg/qg); de tal manera que quedo6 demostrado que la

semilla de amaranto no solo es rica en proteinas y aceites, sino que la capacidad
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antioxidante la convierte en un producto de gran importancia econdmica y

nutraceutica.
2.5.1 Compuestos fenodlicos

Los compuestos fendlicos pueden ser definidos como sustancias que poseen un
anillo aromatico que lleva uno o mas sustituyentes hidroxilo, incluyendo sus
derivados funcionales y estos son, generalmente, sintetizados por las plantas
durante su desarrollo, como respuesta a diversas condiciones adversas como
infecciones, heridas, radiaciones, etc. (Dixon & Paiva, 1995). Se ha demostrado que
dichos compuestos fendlicos tienen beneficios a la salud de los consumidores, pues
presentan caracteristicas antimutagénicas y anticancerigenas (Yoshida et al.,
1989); también se ha estudiado el efecto positivo de estos compuestos en
enfermedades como diabetes mellitus, alergias, cancer, migrafia, ulceras gastricas

y enfermedades inflamatorias (Peterson et al., 2005).

En la Tabla 4 se muestran los principales compuestos fendlicos presentes en

plantas, incluidas las semillas.

Tabla 4. Clases de compuestos fendlicos en plantas

Clase Formula condensada
Fenoles simples (benzoquinonas) Ce
Acidos hidroxibenzoicos Ce-C1
Acetofenonas Ce-C2
Acidos hidroxicinamico Ce-Cs
Naftoquinona Ce-C4
Xantosas Ce-C1-Cs
Estiibenos, antraquinonas Ce-C2-Cs
Flavonoides, isoflavonoides Ce-C3-Ce
Lignanos, neolignanos (Ce-C3)2
Ligninas (C6-C3)n
Taninos condensados (C6-C3-Cé)n

(Soto, 2015).
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2.5.2 Flavonoides

Los acidos fendlicos se dividen en dos subgrupos, los acidos hidroxibenzoicos e
hidroxinamicos. Los flavonoides constituyen el grupo mas grande de los
compuestos fenodlicos de las plantas, siendo mas de la mitad de los ocho mil
compuestos polifendlicos de origen natural; ademas, poseen una estructura que
consta de quince atomos de carbono, dispuestos en una configuraciéon C6-C3-C6.
Esta estructura consiste en dos anillos aromaticos unidos por tres carbonos-que,

por lo general, forman un anillo heterociclico.

Las diferentes sustituciones en el anillo central dan resudado_en las principales

clases de flavonoides, flavonas, flavononas, flavanoles, isoflavonas, etc.

flavona flavonol flavanona

o NG
U 40
o

H

flavanol antocianidina

Figura 1. Estructuras genéricas de algunas clases de flavonoides
(Soto, 2015).

2.5.3 Polifenoles totales

Los polifenoles naturales poseen una alta diversidad estructural que va desde
simples moléculas tales como los &cidos fendlicos a compuestos altamente
polimerizados como los taninos. Las clases de polifenoles se muestran en la Tabla
4, de los cuales, acidos fendlicos, flavonoides y taninos son considerados como los

principales compuestos fendlicos presentes en la dieta.
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2.6 Microbiologia de semillas

Las semillas pueden contaminarse con microorganismos en todas las etapas de la
produccion, comercializacién y preparacion; pero no por ello puede ser afirmado
que el consumidor desarrollard una enfermedad de transmision alimentaria (Hasell
& Salter, 2003). Si bien, la actividad de agua baja es una limitante para el
crecimiento microbiano, no lo es para su sobrevivencia en el alimento y posible

generacion de compuestos indeseables (micotoxinas) (Badui Dergal, 2006).

Los microorganismos detectados con mayor frecuencia en este grupo de alimentos
son: bacterias acidolacticas, Enterococcus faecalis, Staphylococcus, Bacillus spp.,
levaduras y hongos (Penicillium, Aspergillus) Enterobacter, Escherichia, Bacillus,
Xanthomonas, Clostridium, Pseudomonas, Corynebacterium (Fernandez-Escartin,
2008).

2.6.1 Microorganismos patdgenos al humano en semillas

Las bacterias patdgenas no pueden desarrollar en las semillas debido a su baja aw,
pero pueden sobrevivir durante tiempo suficiente para causar enfermedad. Es decir,
la mera contaminacion del alimento representa un riesgo a la salud de los
consumidores. Algunas enfermedades causadas por patdgenos o toxinas
bacterianas (salmonelosis, hepatitis A, botulismo infantil, listeriosis) han sido
atribuidas, en su mayoria a la contaminacion por exposicion del alimento a desechos

animales o humanos (FAO, 2004).

Segun la FAO, existen multiples posibles fuentes de contaminacién de Salmonella
y E. colienterohemorragica en los frutos secos y semillas: huertos, suelo, el agua 'y
los contenedores o utensilios usados en la recoleccion de estos productos. Muchos
frutos y semillas se recolectan directamente del suelo del huerto después de ser
sacudidos mecanica o manualmente, de ser cortados manualmente del arbol y
tirados al suelo o de ser dejados caer de manera natural desde el arbol, lo que da
lugar a que se mezclen con el suelo y restos vegetales. De este modo, los
contaminantes del suelo se pueden propagar a las semillas comestibles antes o
durante el descascarillado (FAO, 2012).
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Uno de los principales factores que propicia la sobrevivencia de los
microorganismos patégenos en las semillas y en consecuencia la aparicion de
brotes de enfermedad asociados a su consumo es el alto indice de acidos grasos,
el cual puede ejercer un efecto protector para los patégenos expuestos al medio
ambiente y contra los acidos gastricos permitiendo el paso de organismos viables
al intestino una vez que han sido ingeridos. Dichos brotes son dificiles de estudiar

debido a la larga vida de anaquel de este tipo de alimentos (FAO, 2012).

Hasta la fecha, la mayor parte de los brotes asociados con alimentos de bajo
contenido de humedad se han vinculado a Salmonella spp. Sin embargo, en 2011
se produjo un brote de enfermedad asociada a la E. coli enterohemorragica derivada
del consumo de avellanas con cascara, asi como un brote posiblemente asociado
al consumo de nueces (FAO, 2012). Se ha demostrado que Salmonella es capaz
de sobrevivir por largos periodos de tiempo en ambientes de baja actividad de agua
(Burnett et al., 2000).

2.6.2 Salmonella

El género Salmonella pertenece a la familia Enterobacteriaceae, son bacilos Gram
negativos moviles que no fermentan la lactosa, aunque la mayoria produce sulfuro
de hidrégeno o gas por fermentacion de los hidratos de carbono. En la naturaleza
podemos encontrar a las-bacterias de este género en animales tanto de sangre fria
como de sangre caliente, en los seres humanos y en el medio ambiente por lo
general, incluido el suelo y el agua. Salmonella spp. tiene la capacidad de crecer o
multiplicarse en un lapso promedio de 40 minutos en un rango de temperatura de
entre 6°Cy 46°C; sin embargo, su temperatura optima es de 37°C y un rango de pH
para su desarrollo de 4 a 9, y un pH Optimo de 7 a 7.5 (D’Aoust, 1994). En
condiciones favorables, Salmonella spp. puede crecer en el rango aw de 0.94 hasta
mas de 0.99, siendo 0.99 el aw Optimo para el crecimiento (Fernandez-Escartin,
2008).
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2.6.1.2. Presencia de Salmonella en frutos secos

Se ha demostrado que la mayoria de los productos agricolas como granos, especias
y frutos secos, pueden albergar a Salmonella y otros patégenos. Eglezos et al.
(2008) y Little et al., (2009b), reportaron una incidencia de Salmonella de 1.7% en
almendras crudas, de igual forma encontraron un indice de aislamiento total de

0.87% en almendras crudas de California tomadas en un periodo de 5 afos.

Beuchat & Mann, (2014), estudiaron la presencia y sobrevivencia de Salmonella en
arandanos, pasas y fresas deshidratas y se encontr6 una clara tendencia a la
inactivacion, siendo mas rapida dicha reduccién en los frutos almacenados a 25°C
gue si fueran almacenados a 4°C. En pasas y arandanos el patégeno se inactivé a
los 21 dias, en fresas a los 42 dias y en pasta de datil a los 84 dias. De tal manera
que quedo6 demostrado que Salmonella es un género que se adapta bastante bien
a los bajos niveles de actividad de agua y los bajos valores de pH que presentan
estos frutos.

Juérez-Arana et al. (2018), estudiaron el comportamiento de S. enterica en dulces
mexicanos, elaborados con semillas y concluyeron que las condiciones que exhiben
los cacahuates garapifiados, las-palanquetas de semilla de calabaza y las alegrias
de semilla de amaranto no permiten el desarrollo de Salmonella pero si la
sobrevivencia por tiempos prolongados (40 dias en cacahuate garapifiado, 44 dias
en palanquetas y 38 dias en alegrias de amaranto), lo cual sugiere un riesgo

potencial de la presencia de Salmonella.

2.7 Brotes de enfermedad asociados a semillas

Durante el 2009-2010, se reportaron en EE. UU. un total de 1,527 brotes de
enfermedades transmitidas por los alimentos (675 en 2009 y 852 en 2010), lo que
resultd en 29,444 casos de enfermedad, 1,184 hospitalizaciones y 23 muertes. De
los 790 brotes, las bacterias causaron 413 (52%) brotes, los virus 336 (42%), los
quimicos y toxinas 39 (5%) y los parasitos solamente 2 (0.2%).

En el periodo de 1998-2008 el CDC reportd 7,724 brotes asociados a alimentos o

algun ingrediente contaminado, se incluyeron 17 categorias de productos basicos
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predefinidos: pescado, crustaceos, moluscos, lacteos, huevo, carne de res, carne
de cerdo, pollo, granos y semillas, aceites, azucares, frutas y nueces, hongos,
vegetales de hoja, vegetales de raiz, brotes y vegetales de vaina o tallo. Las
semillas, nueces y frutos secos se ubicaron como el sexto grupo de alimentos que
mas frecuentemente se asocio con casos de enfermedad (CDC, 2010). La mayoria
de los brotes de salmonelosis en EE.UU. relacionados con alimentos de baja
actividad de agua refieren el consumo de alimentos procesados como chocolate o
semillas tostadas (FAO, 2012).

En los ultimos afios la FAO ha reportado y asociado brotes de salmonelosis con el
consumo de nueces y también de otros frutos secos como almendras, pifiones
crudos y coco seco, asi como productos derivados de frutos secos como la
mantequilla de cacahuate tostado y los productos de semillas de ajonjoli (por
ejemplo, halva y tahina) (FAO, 2012) (Tabla 5).

Tabla 5. Brotes de enfermedad asociados al consumo de frutos y semillas secas

en los cuales Salmonella se ha relacionado como agente causal

Vehiculo Afo Lugar Patégeno No. de
casos
Almendras 2003- EE. UU. (Oregon) y S. Enteritidis 34
crudas 2004 Canada (12 estados)
Almendras 2005 Suecia S. Enteritidis 15
Crema de 2008- 43 estados de EE. UU. S. Typhimurium 550
cacahuate 2009
Pifiones 2011 Meryland, New Jersey, S. Enteritidis 43
New York, Pennsylvania,
Virginia

Chocolate 2006 Reino Unido S. Montevideo 45
Chocolate con 2007 Reino Unido S. Schwarzengrund 90
nueces
Semilla de chia 2014 16 estados de EE. UU. S. Newport 31
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Pasta de ajonjoli 2013 9 estados de EE. UU. S. Montevideo 16
Coco rallado 2018 9 estados de EE. UU. S. Newport 27

(CDC, 2018).

Desafortunadamente la informacion epidemiolégica en México es muy limitada y no
se tienen datos a cerca de brotes relacionados con semillas; sin embargo, la venta
irregular de este tipo de alimentos podria representar un riesgo al consumidor ya
que no se vigila la venta a granel y cada vez es mas comun encontrar puestos
ambulantes en semaforos y cruceros donde la inocuidad de los productos no se
cuestiona, ni controla. Sumado a este factor, la falta de informacion y estudios
relacionados con el riesgo de consumir este tipo de alimentos dejan un gran campo

de accion para la investigacion.
2.8 Control microbiano de frutos secos

Actualmente se han propuesto algunas  estrategias para el control de
microorganismos patdgenos y no patdgenos en semillas y frutos secos: métodos
térmicos, radiacion y tratamientos fisicos. La decision de usar uno u otro depende
de factores como la conservacion de las caracteristicas organolépticas y
nutricionales del producto y, en gran medida, a la aceptacion del consumidor
(Atungulu et al., 2012).

2.8.1 Tratamientos térmicos

Los tratamientos térmicos que se aplican comunmente a los frutos secos son: agua
caliente, aire forzado a alta temperatura o vapor, siendo éstos los mas usados ya
gue no representan riesgos significativos para la salud y, como resultado, las
semillas tratadas mediante estas tecnologias son aceptados por los consumidores.
La efectividad del proceso depende tanto de la temperatura de exposicion como del
tiempo requerido a esta temperatura para lograr la tasa de destruccion deseada y
de la resistencia del microorganismo (ABC, 2004). Por ejemplo, en la industria de
las almendras se ha probado que el tostado en aceite es efectivo para la inactivacion

de S. Enteritidis PT30 logrando una reduccion de hasta 5 Log UFC; sin embargo,

25



las almendras tratadas por este método tienen la tendencia a perder propiedades

similares a las frescas (color, sabor y textura) (Du et al., 2010).

Por otro lado, la FDA ha recomendado el uso de vapor caliente (HTST) como control
de Salmonella en semillas, y se ha aplicado con éxito en almendras logrando
reducciones de hasta 5 Log UFC en menos de 5 s para S. Enteritidis; sin embargo,
las caracteristicas fisicas, organolépticas y nutricionales de los productos se ven
altamente afectadas, pues al aplicar el vapor aumenta la humedad en las almendras
y esto provoca el ablandamiento de la corteza, la aparicién de arrugas, pérdida de

nutrientes y disminucién de la vida de anaquel (Chang et al., 2010; Perren, 2008).

Otro de los métodos térmicos que se han aplicado en nueces es el calor seco,
logrando reducciones de hasta 6 Log de Salmonella con aire caliente a 70°C pues
la condensacion y evaporacion de humedad en la superficie de la semilla altera la
resistencia térmica de la bacteria acelerando la inactivacion de la misma (Jeong et
al., 2009).

2.8.2 Radiacion

El uso de radiacién ionizante se aplica a los alimentos en general por ser un método
eficiente y ecoldgicamente limpio, estos métodos implican la exposicidén del alimento
a una cantidad de energia (particulas o rayos) cuidadosamente controlada a una
alta velocidad, ejemplos de estos tratamientos son: rayos gamma, electrones
energéticos y rayos X (Atungulu et al., 2012).

El tratamiento con radiacion en granos y semillas se aplica en dosis de entre 2-7
kGy y puede eliminar eficazmente bacterias patdégenas que no forman esporas,
como Salmonella, Staphylococcus aureus, Campylobacter, Listeria monocytogenes
0 E. coli O157:H7 con ligeros cambios en las caracteristicas generales de los
alimentos ya que no se eleva la temperatura. La sensibilidad de las células
microbianas a la irradiacion depende del contenido de humedad; en condiciones de
baja humedad, como en las semillas, las moléculas de agua producen menos

radicales y, por lo tanto, tienen menos efectos indirectos en el ADN de las células
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microbianas. Prakash et al. (2010), aplicaron radiacion ionizante en almendras
crudas (5 kGy) logrando una disminucién de hasta 4 Log UFC g de S. Enteritidis;
sin embargo, la calidad del grano se alter6. Sanchez-Bel et al. (2008), informaron
de manera similar la disminucion de las puntuaciones sensoriales de almendras
crudas con respecto al dulzor y el color cuando se utilizé la irradiacion con haz de

electrones para la descontaminacion.

Ademas de los efectos sobre los alimentos antes mencionados, en los Ultimos-afios
el uso de radiaciones ionizantes como método de control sanitario ha generado gran
controversia. Por ejemplo, en la Unién Europea el uso de radiaciones ionizantes se
regulé desde 1999 y solo es aprobada en una lista bastante corta de alimentos
catalogados como “hierbas aromaticas desecadas,. especias y condimentos
vegetales”, ya que se ha observado poca aceptaciéon de parte de los consumidores

hacia alimentos tratados con estas tecnologias (Farkas & Mohacsi-Farkas, 2011).
2.9 Tecnologias emergentes

Como se ha sefalado antes, los alimentos de baja actividad de agua (como las
semillas) requieren métodos de control sanitario que garanticen la conservacion de
vitaminas, nutrientes, antioxidantes, caracteristicas fisicas y sensoriales; para ello

se ha propuesto el uso de nuevas tecnologias.

Las tecnologias emergentes comenzaron a surgir hace mas de dos décadas,
basadas en avances tecnoldgicos o de vanguardia para abordar problemas de
productividad,-ampliando la vida atil del producto sin afectar el contenido nutricional,
atributos. organolépticos y especificaciones del producto. A pesar de que se han
desarrollado desde principios del siglo XX, sus aplicaciones para alimentos todavia
estan en una fase que necesita una cantidad sustancial de investigacion para

demostrar su factibilidad pragmatica (Jermann et al., 2015).

2.9.1 Luz UV-C
La luz ultravioleta es la region del espectro electromagnético que varia

de 100 a 400 nm. Esta variedad puede dividirse adicionalmente y clasificarse como
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UV-A (315-400 nm), UV-B (280-315 nm), UV-C (200-280 nm) y el rango de vacio
UV (100-200 nm) (Baysal et al., 2013).

Se ha demostrado que la luz UV-C tiene efectos letales sobre bacterias, levaduras,
hongos y virus (Basyal et al., 2013). Esto se debe a la capacidad de la luz UV-C
para penetrar a través de la pared celular, bloqueando la transcripcion de ADN y
replicacion, lo que finalmente detiene la capacidad del microorganismo para
crecer y reproducirse (Azimi et al., 2014).

Es una tecnologia prometedora para la conservacion de alimentos y para el
aseguramiento de la inocuidad porque es barata y facil de usar, no genera grandes

cantidades de residuos quimicos, y es letal para la mayoria de los microorganismos.

2.9.2 Uso de aire caliente forzado

El secado de frutas y verduras es una de las formas méas antiguas de preservacion
de alimentos y es el proceso mas usado en el mundo ya que tiene un gran efecto
en la calidad de los productos secos. El objetivo principal es secar los productos
agricolas, es decir, la reduccién del contenido de humedad a un nivel que permite
un almacenamiento seguro durante un periodo prolongado (Wankhade et al., 2013).

La eliminacibn de la humedad impide el crecimiento y la reproduccion de
microorganismos que causan la descomposicién, y minimiza muchas de las

reacciones de deterioro mediadas por la humedad (Badui Dergal, 2006).

Actualmente, el secado con aire caliente es el método mas utilizado en la tecnologia
poscosecha de productos agricolas. Con este método, se puede obtener un

producto mas uniforme, higiénico y de caracteristicas organolépticas aceptables.

A pesar de que el aire caliente no se ha usado con el fin de reducir o eliminar el
contenido de bacterias patdogenas de un modo directo, se sabe que tiene efectos
positivos para la inocuidad de alimentos. Por ejemplo, Venkitasamy et al. (2017)
aplicaron un tratamiento con aire caliente a pistaches y lograron reducciones de
Enterococcus faecium de hasta 6 Log UFC en periodos de aplicacién de 2 y 4 horas

a 70°C. Pan et al. (2006) y Wang et al. (2014) reportaron disminuciones de hasta 5
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Log de esporas de Aspergillus flavus en granos de arroz tratado con aire caliente-
IR a 60°C por 120 minutos.

2.9.3 Uso de microorganismos subrogados para la evaluacién de proceso

de desinfeccion.

La FDA define a un subrogado microbiano como una especie o cepa no patégena
gue responde a un tratamiento en particular de una manera equivalente a otra

especie o cepa patdgena (Hu & Gurtler, 2017).

Los microorganismos subrogados son cepas seleccionadas especialmente para su
uso en laboratorio o industrial que disminuye significativamente el riesgo de trabajar
con microorganismos patdégenos en cadenas de produccién de alimentos o en

ambientes poco controlados.

Busta et al. (2003) enlistaron 8 caracteristicas que debe poseer un microorganismo
para ser considerado como subrogado: 1) caracteristicas de crecimiento establesy
consistentes; 2) facilidad para cultivar en concentraciones altas o adecuadas; 3)
estabilidad en la concentracion de la poblacién hasta el momento de ser utilizados;
4) facilidad de crecimiento y contabilizacién; 5) facil de diferenciar de entre la
microbiota del producto; 6) capacidad de reaccion similar a la del patégeno ante la
presencia de factores externos; 7) no deben inducir el deterioro de los alimentos
para los cuales se desean usar; 8) susceptibilidad a lesiones parecidas a las del

microorganismo patégeno.

En multiples ocasiones, cuando se desea validar el uso de alguna cepa no patégena
como subrogado se recurre al analisis mediante modelos matematicos de
regresiones, numerosos estudios han demostrado que la cepa de Enterococcus
faecium NRRL B-2354 (ATCC 8459) puede usarse como subrogado de Salmonella
enterica en procesos de desinfeccion térmica debido a que su comportamiento

antes el estrés es muy parecido (Hu & Gurtler, 2017).

Ceylan y Bautista (2015) evaluaron el posible uso de E. faecium NRRL B-2354 como

un subrogado de un coctel de S. enterica en procesos térmicos de alimentos de baja
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aw, para su estudio se inocularon ambos microorganismos en alimento seco para
mascotas (<9 % de humedad) y se evaluaron a 60, 65, 71, 76, 82 y 88°C, finalmente
se concluyo que E. faecium NRRL B-2354 es un subrogado adecuado para su uso

en validacién de procesos térmicos en alimentos de baja aw.

Por su parte la Almond Board of California (ABC), valido el uso de E. faecium NRRL
B-2352 como un subrogado apropiado de S. Enteritidis PT30 en procesos de
validacion térmica (como el tostado) de almendras; Jeong et al. (2011) también
validaron el uso de la misma cepa de E. faecium como subrogado de Salmonella

PT30 en procesos con uso de vapor y aire hiumero en el mismo alimento.
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3. OBJETIVOS
3.3 Objetivo general

Evaluar el efecto del uso de luz UV-C y aire caliente forzado en la inactivacion de E.
faecium (como subrogado de S. enterica) inoculado en semillas, asi como en la
capacidad antioxidante, composicion bromatolégica y el color de semillas de chia,

amaranto y ajonjoli.

3.4 Objetivos especificos

e Determinar pardmetros fisicos, quimicos y capacidad antioxidante (contenido
de fenoles totales y flavonoides) de semillas de chia, amaranto y ajonjoli
obtenidas en sitios de comercializacion.

e Cuantificar el contenido de microorganismos indicadores de calidad sanitaria
y determinar la prevalencia y concentracion de S. enterica en semillas de
chia, amaranto y ajonjoli obtenidas en sitios de comercializacion.

e Determinar el comportamiento de S. enterica en semillas de chia, amaranto
y ajonjoli bajo condiciones ambientales de almacenamiento.

e Evaluar el efecto de la aplicacién de luz UV-C y aire caliente forzado en la
inactivacion de E. faecium (subrogado de S. enterica) inoculado sobre

semillas de chia, ajonjoli y amaranto, asi como en la calidad de estas.
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4. METODOLOGIA
4.1 Materiales y Equipos

4.1.1. Alimentos secos

Semillas de chia
Semillas de ajonjoli
Semillas de amaranto

4.1.1 Material bioldgico

S. Enteritidis ATCC 13076

S. Typhimurium ATCC 23595
S. Typhimurium ATCC 14028
S. Thompson ATCC 8391

S. Montevideo ATCC 8387

E. faecium ATCC 8459

4.1.2 Soluciones y reactivos
Agarosa al 2, 3y 5 % (Bioline)
Agua estéril libre de DNasas-RNasas (Invitrogen)
Buffer TAE 1X
Cloroformo (Sigma-Aldrich)
Etanol 75 % (preparado con agua DEPC)
Isopropanol (Sigma-Aldrich)

Marcador de peso molecular DNA 100 bp (Promega)
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Soluciones de Trolox
Solucién de &cido galico (0.1 mg mL™t)
Solucion de carbonato de sodio (7%)

Solucion salina isotdnica estéril (0.085 %)

Sybr safe (Invitrogen)

4.1.3 Medios de cultivo

Agar de Bilis Azida Esculina (DIBICO)

Agar soya tripticasa (DIBICO)

Agar hierro y triple azucar (BD Bioxon)

Agar hierro y lisina (DIBICO)

Agar Xilosa Lisina Desoxicolato (BD Difco)
Agar sulfito de bismuto (DIBICO)

Agar de dextrosa y papa (DIBICQO)

Caldo soya tripticasa (DIBICO)

Caldo infusion cerebro corazén (DIBICO)
Caldo urea (DIBICO)

Caldo Muller-Kauffmann Tetrationate Novobiocina (Sigma)
Caldo Rappaport Vassiliadis (BD Difco)

Caldo lauril sulfato de sodio con mug (DIBICO)
Caldo verde brillante bilis al 2% (DIBICO)

Diluyente de peptona (DIBICO)
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4.1.4 Equipos

AqualLab LITE (Decagon Devises Inc.)

Camara con lampara UV-C

Cémara de electroforesis (BIO-RAD)

Campana de bioseguridad tipo Il tipo A/B3 (LABCONCO)
Centrifuga 5702 (Eppendorf)

Equipo para aplicacion de aire caliente forzado
Espectrofotometro (NanoDrop ND-1000)

Fuente de voltaje PowerPac 200 (BIO-RAD)
Fotodocumentador de luz UV (Kodak DC190)
Homogenizador mecénico Stomacher (Seward, London, England)
Incubadora CO2 HERACcell 150i (Thermo Scientific)

Sistema de documentacion de geles Gel Doc XR (BIO-RAD)
Termociclador Mastercycler® personal (Eppendorf)

4.2 Programa de muestreo

En mercados publicos y supermercados de la ciudad de Querétaro, se colectaron

muestras de semillas:

e Chia
o _Ajonjoli
e Amaranto
Se realizaron dos muestreos (en junio y diciembre 2018). Se colectaron de manera

aséptica 100 muestras de cada semilla en mercados de la ciudad de Querétaro. Las

muestras se transportaron al Laboratorio para la Evaluacién y Control de Riesgos
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Microbianos en Alimentos de la Universidad Autonoma de Querétaro (LECRIMA-

UAQ) para llevar a cabo los analisis fisicos, quimicos y microbioldgicos.

4.3 Andlisis bromatoldgicos a las semillas

Se tomaron muestras completamente aleatorizadas de cada uno de los productos y
se sometieron a analisis fisicoquimicos siguiendo las determinaciones y los métodos
sugeridos en la Norma Oficial Mexicana para calidad de semillas, cereales y sus
subproductos (NOM-247-SSA1-2008). Todas las pruebas se hicieron por triplicado

4.3.1 Humedad

Se tomaron porciones de 10 g de cada producto y se colocaron en una cpsula
(previamente tarada) en la estufa a 95°C hasta que el peso fue constante (NMX-F-
083-1986).

4.3.2 pH

Se tomaron porciones de 10 g de cada producto y se trituraron en mortero, se
mezclaron con 2 mL de agua destilada hasta formar una pasta. Luego se sumergio

el electrodo del potenciometro (previamente calibrado) y se midi6 el valor de pH.

4.3.3 Actividad de agua (aw)

Se uso6 un Aqualab (previamente calibrado) con higrémetro a punto de rocio, segun
la AOAC, 978.18. Se colocaron las muestras en charolas y se midi6 la aw de acuerdo

con las especificaciones del equipo.

4.4 Capacidad antioxidante

La actividad antioxidante de los frutos se evalué utilizando dos métodos
antioxidantes: DPPH (2,2-difenil-1-picrihidrazilo) (AOAC 22) y ABTS ((2,2'-azino-
bis- (3-etil benzotiazolin-6-sulfonato de amonio)) (AOAC 23). Los resultados se

expresaron en equivalentes de Trolox por gramos de muestra seca.
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4.4.1 Extraccion de los compuestos antioxidantes

Se tomo 1 g de cada muestra de alimento por separado y se extrajo con una mezcla
de metanol: agua (80:20 v/v) acidificada con HCI (0.1%) (Ariza et al., 2018). Los
extractos se agitaron durante 2 horas a temperatura ambiente y en ausencia de luz
para finalmente ser centrifugados a 3000 rpm durante 15 minutos, se filtraron y el
sobrenadante se congeld a -80°C hasta su utilizacion. Todas las extracciones se

hicieron por triplicado.

4.4.2 Técnica DPPH

Se preparé una soluciéon patron disolviendo 2 mg de trolox (6-hydroxy-2,5,7,8-
tetramethylchroman-2-carboxylic acid) en 10 mL de metanol al 80%. Se realizaron
diluciones (Tabla 6) para elaborar la curva estandar. Para preparar el radical DPPH
se pesaron 1.5 mg de DPPH en un matraz aforado (previamente aforado y protegido
contra la luz), y se disolvié con 20.5 mL de metanol al 80%, se complet6 el aforo

con agua destilada; la solucién se sonicé durante 5 minutos.

Para medir el poder antioxidante se tomaron alicuotas de distintos volimenes (los
mismos que para trolox referidos en la Tabla 6. Curva estandar de trolox para DPPH
de los extractos de cada muestra y se colocaron en una microplaca de 96 pozos,
luego se adicioné (con ayuda de una pipeta multicanal) 200 uL de DPPH y se dej6
reposar por 6 minutos protegido de la luz. Finalmente se ley6 la microplaca a 520
nm durante 0, 4, 10, 30, 60 y 90 minutos (Brand-Williams et al., 1995). Los

resultados se expresaron en equivalentes de trolox/g de muestra seca.

36



Tabla 6. Curva estandar de trolox para DPPH

Tubo Solucién trolox (uL) Metanol (uL)
1 10 990
2 20 980
3 50 950
4 100 900
5 200 800
6 400 600
7 600 400
8 800 200

4.4.3 Técnica ABTS

Se prepard una solucién patron disolviendo 2.5 mg de trolox (6-hydroxy-2,5,7,8-
tetramethylchroman-2-carboxylic acid) en 10 mL de metanol al 80%. Se realizaron

diluciones para elaborar una curva estandar (Tabla 7).

Tabla 7. Curva estandar de trolox para ABTS

Tubo Solucioén de trolox (uL) Metanol (uL)
1 5 995
2 10 990
3 25 975
4 50 950
5 100 900
6 500 500
7 600 400

Para preparar el radical, se pesaron 19.2 mg de ABTS en un matraz aforado
(protegido de la luz) y se disolvieron con 5 mL de agua HPLC; por otro lado, se

preparé una solucion 140 pL de persulfato de potasio (K2S20s) usando agua HPLC.

37



Se tomaron 5 mL de la solucién de ABTS y se mezclaron con 88 pL de la solucion
de K2S20s en un vial ambar y se incubo durante 12 horas a temperatura ambiente
con la finalidad de la formacion del radical. Pasadas las 12 horas de incubacion, se
tomaron 500 pL de la solucién incubada y se mezclé con 24 mL de etanol y se
comprobd que esta solucidn tenia una absorbancia de entre 0.7 y 1 (usando un

espectrofotometro a 730 nm).

Para elaborar la curva estandar se us6 una microplaca de 96 pozos y en cada pozo
se pusieron 230 pL de la solucion anteriormente preparada de ABTS 'y 20 uL de

solucion de trolox (de acuerdo con las concentraciones de la Tabla 8).

Para medir el poder antioxidante se tomaron alicuotas de distintos volimenes (los
mismos que para trolox de la Tabla 7) de los extractos de cada muestra y se
colocaron en una microplaca de 96 pozos, luego se adicion6 (con ayuda de una
pipeta multicanal) 230 pL de la solucion de ABTS y se dejé reposar por 6 minutos
protegido de la luz para finalmente ser leidas a 734 nm (Pellegrini et al., 1999).

4.5 Contenido fendlico total (CFT)

El CFT se estimo utilizando el método. colorimétrico de Folin-Ciocalteu (Cai. et al.,
2004). Se prepar6 una solucion patrén de acido galico (0.1 mg mL™1), reactivo de
Folin-Ciocalteu (1 N) y una solucion de carbonato de sodio (Na2COs) al 7% y se

realizaron diluciones-para elaborar una curva estandar (Tabla 8).

Tabla 8. Curva estandar de acido gélico para CFT.

Tubo Solucion de acido Agua HPLC  Reactivo de Na2CO3

galico (L) (uL) Folin (uL) (uL)
1 0 500 250 1250
2 20 480 250 1250
3 40 460 250 1250
4 80 420 250 1250
5 100 400 250 1250
6 120 380 250 1250
7 160 340 250 1250
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8 200 300 250 1250

9 300 200 250 1250
10 400 100 250 1250
11 500 0 250 1250

Los tubos se incubaron durante 2 horas a temperatura ambiente y en la oscuridad,

finalmente se medi6 la absorbancia a 760 nm.

Para medir el CFT de las muestras, se tomaron alicuotas de distintos volimenes
(los mismos que de acido galico de la Tabla 9), se complementaron con los demas
reactivos, se incubaron a las mismas condiciones que la curva de calibracién y se
midi6 la absorbancia a 760 nm. Los resultados se expresaron como equivalente de

acido galico (GAE), es decir, mg de acido gélico/g de peso seco de las muestras.

4.6 Contenido total de flavonoides

Se llevé a cabo mediante la metodologia propuesta por Adom & Liu (2002). Se utilizé
una soluciéon estandar de rutina (2.5 mg mL*?) para hacer una curva estandar (Tabla
9).

Tabla 9. Curva estandar para determinacion de flavonoides totales.

Tubo Solucién de rutina (uL) Metanol (uL)
1 0 2000
2 4 1996
3 8 1992
4 16 1984
5 40 1960
6 80 1920
7 160 1840
8 320 1680
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Se tomaron 50 uL de cada una de las concentraciones de la curva de calibracion y
se colocaron en una microplaca con 120 upL de wuna solucion de 2-

aminoetilfenilborato al 1 % y se leyo la absorbancia a 404 nm.

Para determinar la cantidad de flavonoides totales en las muestras se tomaron 50
uL de cada una de las muestras, se adicionaron 180 puL de metanol y 20 uL de la
solucién de 2-aminoetilfenilborato al 1% y se leyo la absorbancia a 404 nm. Este
procedimiento se hizo por triplicado para cada muestra.

4.7 Analisis microbiol6gicos
4.7.1 Cuantificacién de microorganismos indicadores

Se pesaron porciones de 10 g de muestra y se les adicionaron 90 mL de diluyente
de peptona. Las muestras se mezclaron en- un homogenizador mecanico
(Stomacher) por un minuto y se prepararon series de diluciones decimales en tubos
con diluyente de peptona. Se llevé a cabo-la cuantificacion de microorganismos
indicadores (bacterias mesdfilas aerobias, coliformes totales, E. coli, mohos vy

levaduras).

47.1.1 Bacterias mesdfilas aerobias (BMA)

El recuento de BMA se llevd a cabo mediante la técnica de vaciado en placa en agar
cuenta estandar, con condiciones de incubacion de 35 £ 1° C por 48 h (NOM-092-
SSA1-1994).

4.71.2 Coliformes totales (CT), coliformes fecales (CF) y E. coli

La cuantificacion de los CT, CF y E. coli se realiz6 mediante la técnica de numero
mas probable (NMP) (NOM-112-SSA1-1994). Para la prueba presuntiva se emple6
una bateria de 9 tubos con caldo lactosado los cuales se incubaron a 35 + 1°C por
48 h. De cada tubo positivo (los que presentaron turbidez y formacion de gas dentro
del tiempo de incubacién) se tomaron alicuotas (100 pL cada una) y se inocularon
por separado dos tubos con caldo lactosa bilis verde brillante (CLBVB) (3 mL), un

tubo con caldo lauril sulfato con MUG (3 mL) y otro con agua peptonada (1 mL). Uno
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de los tubos con CLBVB se incub6 a 35 + 1° C por 48 h; el tubo restante de CLBVB,
el de caldo lauril sulfato con MUG y el tubo de agua peptonada se incubaron a 44.5°
C en un bafio de precision durante 48 h. Para el CLBVB la presencia de gas
evidenci6é que la prueba fue positiva y para el caldo lauril sulfato con MUG el tubo
fue positivo debido a la formacion de gas y fluorescencia a luz UV (365 nm). La
produccion de indol con el reactivo de Kovac se evidencio en los tubos de agua

peptonada.

4.7.1.3 Mohos y levaduras

Se llevd a cabo por la técnica de vaciado en placa en agar papa dextrosa
enriquecido con acido tartarico al 10 % a pH 3.5. Las cajas se incubaron a 25 + 1°
C por un lapso de 120 h (NOM-111-SSA1-1994).

4.7.2 Deteccion de Salmonella spp.

Se siguio el procediemiento descrito en la NOM-210-SSA1-2014. Brevemente, se
pesaron 25 g de muestra en condiciones asépticas en un frasco estéril de boca
ancha y tapa de rosca de 500 mL. Se agregaron 225 mL de caldo soya tripticasa.
Se mezclaron y dejaron en reposo con la tapa bien cerrada, durante 60 = 5 min a
temperatura ambiente. Finalmente se aflojo la tapa a 1/4 de vuelta y se incub6
durante 24 £ 2 ha 36 + 1°C.

Finalizada la incubacién se tom6 una alicuota de 1 mL de la muestra pre-enriquecida
y se transfirid a un tubo del 10 mL de caldo Rappaport-Vassiliadis (RVS) y 1 mL a
un tubo con 10 mL de caldo Tetrationato-Novobiosina (MKTTn). Se incubé el caldo
RVS a 415 + 1°C por 24 + 3 h y el caldo MKTTn a 36 + 1°C por 24 + 3 h.
Posteriormente se procedi6 al aislamiento de Salmonella en los medios selectivos
agar XLD y ASB. Las colonias sospechosas de ser pertenecientes al género
Salmonella se inocularon en agar TSI (triple azacar hierro), agar LIA (agar lisina-
hierro) y en caldo urea para realizar una confirmacion bioquimica; a las colonias con
la morfologia caracteristica se les hicieron pruebas seroldgicas mediante el uso de
suero polivalente Salmonella 0 Antiserum Poly A-l & Vi. Finalmente se hizo la
confirmacion mediante la reaccion en cadena de polimerasa (PCR).
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4721 Confirmaciéon de Salmonella mediante PCR

La mezcla de reaccion se prepar6 con 10 pL de GoTaq Colorless Master Mix 2x,
0.77 pL InvA F primer (1.25 mM) (CGCGCGTTGATGAGCTTTACC) (Sigma
Aldrich), 1.14 pL InvA R primer (1.25 mM) (CTCGTAATTCGCCGCCATTG) (Sigma
Aldrich), 7 uL agua libre de RNasas y 1 pL de ADN de la muestra por cada reaccion.

La confirmacion mediante PCR se realiz6 en 30 ciclos segun las condiciones

propuestas por Liu et al., 2002 (Tabla 10).

Tabla 10. Condiciones de PCR para Salmonella.

Etapa Condiciones
Desnaturalizacion 95°C/5 min
Desnaturalizacion (30 ciclos) 95°C/30 s
Alineacion 60°C/90 s
Extension 72°C/90 s
Extension final 72°C/5 min

Posteriormente los productos amplificados se sometieron a electroforesis en un gel
de agarosa al 2 % a 100 W durante 30 minutos, transcurrido este tiempo se observo
el gel de agarosa en un fotodocumentador de luz UV (Kodak DC190) para analizar

el tamafio de las ampliaciones generadas.

Finalmente, las cepas de Salmonella se almacenaron a -70°C para llevar a cabo

estudios posteriores.
4722 Cuantificacion del contenido de Salmonella en semillas

Una vez seleccionadas aquellas muestras en las que Salmonella estuvo presente,
se cuantifico su contenido mediante la técnica de numero mas probable (NMP) de
acuerdo con el Bacteriological Analytical Manual (BAM, 2008) y las normativas
mexicanas (NOM-SSA1-210-2014).
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4.8 Evaluacion del comportamiento de S. enterica en semillas.
4.8.1. Preparacion del in6culo

Cinco cepas de S. enterica (S. Enteritidis ATCC 13076, S. Typhimurium ATCC
23595, S. Typhimurium ATCC 14028, S. Thompson ATCC 8391 and S. Montevideo
ATCC 8387) resistentes a rifampicina fueron incubadas, de manera independiente,
en caldo soya tripticaseina (Bioxon, BD) a 35° C por 24 h. Las cepas se lavaron dos
veces en solucion salina isotonica (NaCl, 0.085%) y las células fueron
resuspendidas en solucion amortiguadora de fosfatos a pH 7.2. Volumenes iguales
de cada una de las cepas fueron mezcladas es un._tubo estéril y se hicieron
diluciones decimales en diluyente de peptona. La concentracion final del coctel de
cepas fue calculada mediante la técnica de extension en superficie en agar soya
tripticaseina (Bioxon BD) suplementada con rifampicina (200 ppm). Las placas

fueron incubadas a 35° C por 24 h.

4.8.2. Inoculacion de las muestras.

Un kg de semillas de chia, amaranto y ajonjoli se extendieron de manera
independiente en charolas de acero inoxidable estériles y se colocaron en el interior
de una campana de bioseguridad. Se inocularon por aspersién con 15 mL de un
coctel de 5 cepas de S. enterica enterica (S. Enteritidis ATCC 13076, S.
Typhimurium ATCC 23595, S. Typhimurium ATCC 14028, S. Thompson ATCC 8391
and S. Montevideo ATCC 8387) resistentes a rifampicina (8 Log UFC mL™?). Las
semillasinoculadas se secaron durante 45 min en el interior de la campana de flujo
laminar (hasta alcanzar la aw inicial), se determiné la concentracién final de S.
enterica mediante recuentos de dilusciones seriadas en placas de AST con
rifampicina (200 ppm) y luego se almacenaron en bolsas de plastico
herméticamente selladas a temperatura ambiente y protegidas de la luz.
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4 .8.3 Cuantificacion de Salmonella.

En periodos de 48, 72y 242 h, se cuantificé la poblacion de Salmonella empleando
la técnica de extension en superficie en placas de agar soya tripticasa adicionado
de rifampicina (200 ppm); las placas se incubaron a 35°C durante 24 h (Gabriel,
Tongco, & Barnes, 2017).

Finalmente, los resultados obtenidos se modelaron mediante el modelo de Baranyi
(Baranyi & Roberts, 1994) usando el programa DMfit v3.0 (ComBase;
http://www.combase.cc/tools/) y se calculo la tasa de inactivacion.

4.9 Verificacion del uso de E. faecium como subrogado de S. enterica

Para verificar el uso de E. faecium como subrogado de S. enterica se determin6 su
comportamiento en semillas. Para ello se inoculé 1 Kg de cada una de las semillas
con 15 mL del microorganismo (8 Log UFC mL) resistente a rifampicina (100 ppm)
siguiendo la metodologia descrita en el apartado 4.8. Periédicamente (cada 24 y 48
h) se cuantifico la poblacion de E. faecium en Agar Soya Tripticaseina adicionada

con rifampicina (100 ppm).

Los resultados fueron comparados con los obtenidos del comportamiento de S.

enterica y se determiné la similitud estadistica.

4.10 Aplicacion de radiacion UV-C y aire caliente para la descontaminacion de

semillas

La evaluacion del efecto de la luz UV-C y de aire caliente se llevé a cabo en el
Centro de Investigacién en Ciencias Aplicadas y Tecnologia Avanzada del Instituto
Politécnico Nacional Campus Querétaro. Se disefiaron los equipos tomando en

cuenta el tipo de alimento a tratar.

4.10.1 Preparacion de las muestras

Se adquirieron semillas de chia, amaranto y ajonjoli en establecimientos de la

ciudad de Querétaro de calidad promedio, tamafio uniforme y libre de suciedad
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aparente. Las semillas se extendieron sobre charolas estériles y se les midio la aw
(Ver apartado 4.4.3).

4.10.2 Preparacion del inoculo.

Se preparé el inéculo a partir del E. faecium (subrogado de Salmonella) almacenado

a -70° C en caldo soya tripticaseina con glicerol al 15 %.

Se tomaron tres porciones de 100 yL del cultivo E. faecium y se transfirieron a tubos
con 3 mL de caldo soya ftripticaseina y se incubaron a 35°C por 24 h; este
procedimiento se realizé en tres ocasiones consecutivas. Una vez realizados los 3
pases se realizo una centrifugacion a 15000 rpm durante 2 minutos, seguido de un
lavado con solucion salina isotonica estéril al 0.085%, se realizé nuevamente una
centrifugacion y otro lavado con solucion salina; las células lavadas se suspendieron
en diluyente de peptona en botellas estériles con aspersores para ser empleados

en la inoculacion de las muestras.
4.10.3 Inoculacién de las muestras.

Se tomaron porciones de 25 g de cada una de las semillas y se extendieron en una
charola estéril dentro de una campana de bioseguridad. Cada porcidén se inoculd
por aspersion con 3 mL del indculo de E. faecium con una concentracion de 8 Log

UFC mL* se secarona flujo laminar durante 45 minutos.

Para verificar la presencia de E. faecium se hicieron recuentos antes y después del
secado mediante la técnica de extension en superficie en placas de agar selectivo

ABAE; las placas se incubaron a 36 + 1°C por 24 h.

4.10.4 Exposicién a UV-C

Se disefié un equipo de UV-C que constaba de un tubo de acrilico envuelto por una
capa externa de aluminio, y en el interior una lampara de luz UV-C (254 nm)
(EVANS) de 6 x 6 x 60 cm. (Ver anexo 1).

Se colocaron 10 y 30 g (de manera independiente) de cada tipo de semilla

(inoculada previamente) en el equipo a no mas de 2 cm de distancia con la lampara
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emisora. Se sometieron a radiacién UV-C usando una potencia constante de 4 kJ/m?
(Li et al., 2014), en una campana de bioseguridad, usando vueltas germicidas

fluorescentes (GE 30 W) con un pico de emision de 254 nm.

La dosis de radiacion se vario usando el tiempo de exposicién entre 1 y 5 minutos,

mientras que la intensidad de radiacién se mantuvo constante a 21.2 W/m?Z.

4.11Exposicion a aire caliente

El equipo constaba de una pistola de aire caliente (STEINEL) con control de
temperatura y flujo de aire sujetada a un soporte universal mediante un anillo de
metal y un tazén de vidrio refractario cubierto por una malla de metal de 0.25 mm

de poro y una base giratoria de metal y madera (Ver anexo 2).

Se tomaron como referencia la metodologia propuesta por Venkitasamy et al.,
(2017). Se tomaron 10 y 50 g (de manera independiente) de cada tipo de semilla
previamente inoculadas con E. faecium y se transfirieron al recipiente del secador
de aire caliente forzado a flujo de aire constante de 1 m/s, los tiempos probados

fueron de 1 a 5 minutos y las temperaturas 100, 120 y 140°C.

4 .12 Cuantificacion de E. faecium

Después de la aplicacion de los tratamientos de luz UV-C y aire caliente se cuantifico
la poblacion de E. faecium sobreviviente mediante la técnica de extension en

superficie en medio selectivo ABAE. Las placas se incubaron a 36 = 1°C por 24 h.

Para cada tratamiento se calcularon los valores de reduccion de las poblaciones
microbianas, se construyeron las graficas de muerte y se calcularon las ecuaciones

de la recta en base a un modelo lineal.

Con'la ecuacion de la recta se calculo el valor D para cada tecnologia y para tiempo

de exposicion de acuerdo con la siguiente formula:

D; = o b = valor de la pendiente
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4.13 Determinacion de la capacidad antioxidante, composicién bromatoldgica

y color en las semillas tratadas.

Semillas no inoculadas se sometieron a los tratamientos de UV-C y aire caliente que
mostraron la mayor tasa de inactivacion de E. faecium. A las semillas tratadas se
les determind el poder antioxidante de acuerdo con la metodologia propuesta en el
apartado 4.2., y los cambios en la composicion bromatologica se midieron de

acuerdo con la metodologia descrita en el apartado 4.3.

El color se midié con un colorimetro (modelo Color-Snap de Sherwin Williams) y se
determinaron las variables a*, b* y L. Se calculd el AE para conocer los cambios de

color totales en cada tipo de semilla.

4.14 Andlisis estadistico

Los resultados del contenido de microorganismos indicadores fueron transformados
a Log UFC g'vy se calcularon las medianas. Se aplic6 una comparacion no
paramétrica de las poblaciones microbianas mediante la prueba de
Wilcoxon/Kruskal-Wallis. El contenido de S. enterica se expresé en Log NMP gy

la prevalencia en porcentaje (%).

Para la comparacion del comportamiento de E. faecium y S. enterica, en las tres
especies de semillas analizadas, se us6 un analisis de varianza (ANDEVA) bajo la
hipétesis de que las ‘medias de ambas poblaciones a los distintos tiempos de

exposicion eran iguales.

Para cada tratamiento de exposicion a luz UV-C y aire caliente se seleccionaron las
mejores condiciones de acuerdo con un modelo bifactorial completamente
aleatorizado en donde la variable respuesta fue la tasa de inactivacion de E. faecium
para ambos casos. Para comparar los resultados de las reducciones se aplicé un
ANDEVA de una via.

Para la comparacién del comportamiento de E. faecium y S. enterica se usd un
ANDEVA bajo la hipétesis de que las medias de ambas poblaciones a los distintos

tiempos de exposicion eran iguales.
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Todas las pruebas estadisticas se hicieron empleando el programa JMP 10.0.0 (SAS

Institute Inc., Cary, NC) y los graficos fueron modelados en GraphPad Prism 5.0.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 Caracterizacion fisica, quimica y bromatolégica de semillas de chia,

amaranto y ajonjoli.

Las semillas de las tres especies analizadas poseen una actividad de agua (aw)
<0.8, lo cual confirma su clasificacion como alimentos de baja actividad de agua,
mientras que el pH de las semillas es cercano a la neutralidad (Tabla 11). Los
valores obtenidos para ambos parametros sugieren que las semillas no son
perecederas si se conservan en condiciones de baja humedad relativa (Badui-
Dergal, 2006). En relacion con los analisis bromatologicos, el'amaranto mostro el
mayor porcentaje de carbohidratos (69.1 %), mientras que el -ajonjoli contiene la
mayor concentracion de lipidos (45.1 %) y proteinas (23.8 %). Estos resultados
coinciden sensiblemente con lo reportado por Paula et al. (2013); Hassan et al.
(2018) y Bojoérquez-Velazquez et al. (2018)

Tabla 11. Caracterizacién bromatoldgica de las semillas

Semilla aw pH Humedad* Lipidos? Proteinas? Minerales2  Carbohidratos?
g 100 g*
Chia 0.46 7.14 4.65+0.54 33.93+0.84 20.65+0.95 6.09+055 34.68+0.43

Amaranto 0.51 7.22 4.49+0.70 6.57 £ 0.07 16.70+0.17 3.13+0.18 69.10+0.38

Ajonjoli 049 7.06 3.04+0.37 45.07+2.85 23.80+047 6.25+0.61 21.82+0.27

! Media de 5 muestras; 2 Media de 3 muestras. Los resultados se expresan en base

seca

Los nutrientes presentes en las semillas podrian representar un excelente sustrato
para el desarrollo de las bacterias y en algunos casos también una barrera de
proteccion para los microorganismos. Por ejemplo, se ha reportado que los lipidos
presentes en el chocolate proporcionan una barrera protectora para que S. enterica
sobreviva a pesar de la baja humedad del producto (Nascimento et al., 2015;
D’Aoust et al., 2013).
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5.2 Contenido fendlico total (CFT), flavonoides y capacidad antioxidante en

las semillas.

Los compuestos fendlicos, constituidos por flavonoides, acidos fendlicos y taninos,
determinan la capacidad antioxidante de un producto y como se ha mencionado con
anterioridad, éstos compuestos presentan propiedades biologicas y nutricionales
importantes para la salud humana. Dichos compuestos neutralizan las especies
reactivas de oxigeno colaborando, asi, en la reduccion de la degradacion de
biomoléculas (Mercado-Mercado et al., 2013). Por otro lado, el consumo de
compuestos antioxidantes reduce la produccién de compuestos terminales de la

oxidacion lipidica en el sistema digestivo (Ariza et al., 2018).

En la jError! No se encuentra el origen de la referencia., se observa que las
semillas de las tres especies analizadas presentan valores importantes de
capacidad antioxidante. Especificamente las semillas de chia presentaron mayor
contenido de flavonoides totales (0.083 mg QE g?) y contenido fendlico total (0.22
mg EAG g?) que las semillas de amarantoy ajonjoli. En cuanto a la capacidad
antioxidante, independientemente del método empleado las semillas de chia
mostraron también los valores mas altos (5.42 mM TE g para ABTS y 0.9 mM TE
g* para DPPH), seguido de las semillas de amaranto (5.38 y 0.83 mM ET g, por el
método ABTS y DPPH, respectivamente) y finalmente las semillas de ajonjoli (3.67

y 0.81 mM ET g%, por el método ABTS y DPPH, respectivamente).
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Tabla 12. Contenido total de flavonoides, fendlico total (CFT) y capacidad
antioxidante en semillas

Flavonoides CFT Capacidad antioxidante
Semilla (Mg QE %) (Mg GAE g Método ABTS Método DPPH
(mM TE g?)
Chia 0.083 £ 0.042A 0.224 + 0.005%A 5.42+0.13A 0.900 + 0.03A
Amaranto <0.08 0.025+0.001B 5.38+£0.13A 0.828 £ 0.01A
Ajonjoli <0.08 0.035+0.003C 3.67 £0.16B 0.812 + 0.00A

@ Se muestra la media + desviacién estandar (N=9), letras distintas indican
diferencias estadisticas (p < 0.05)

*Valores por debajo del limite de deteccion de la técnica (<0.08 mg QE g?)

CFT: contenido fendlico total

QE: equivalentes de quercetina

GAE: equivalentes de acido galico

TE: equivalente de trélox

Los valores del contenido de flavonoides, contenido fendlico total y capacidad
antioxidante en las tres especies de semillas en nuestro estudio coinciden con los
reportado por otros autores (Alcantara et al., 2018; Alghawi et al., 2017; Bodoira et

al., 2017, Oliveira-alves et al., 2017).

El hecho de que las semillas de chia presentaron un mayor contenido de
compuestos fendlicos y, por ende, de capacidad antioxidante, puede asociarse a la
presencia de acido omega-3 (presente en el aceite de la semilla) (Ixtaina et al.,
2011) y a la cantidad significativa de la fibra dietaria proveniente, en su mayor parte,

del polisacérido mucilaginoso que rodea a la semilla (Mufioz et al., 2013).

5.3 Cuantificacion de microorganismos indicadores de calidad sanitaria.

Durante los meses de junio (2018) a febrero (2019) se colectaron de mercados,
supermercados y vendedores ambulantes de la ciudad de Querétaro, 100 muestras

de cada una de las semillas seleccionadas para este estudio.
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Tabla 13. Contenido de microorganismos indicadores en semillas comercializadas en Querétaro

BMA Mohos Levaduras CT CF
Semilla
Log UFC g Log NMP gt
Chia 2.1 (<1.0-5.1)2A <1.0 (<1.0-3.0)A <1.0 (<1.0-4.5)A 0.48 (<0.48-3.0)A <0.48 (<0.48-3.0)A
Amaranto 2.4 (<1.0-5.5)A <1.0(<1.0-2.3)A <1.0 (<1.0-4.6)A 0.48 (<0.48-3.0)A 0.48 (<0.48-3.0)B
Ajonjoli 3.8 (<1.0-5.3)B <1.0(<1.0-2.5)A 2.3 (<1.0-5.4)B 0.56 (<0.48-3.0)A 0.48 (<0.48-3.0)B

aLos datos representan la mediana y el rango de 100 muestras. Los valores de las medianas, seguidos de letras distintas,

expresan diferencias estadisticamente significativas (P < .0.05) usando una comparacion no paramétrica de

Wilcoxon/Kruskal Wallis.
CT: Coliformes Totales

CF: Coliformes fecales
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Figura 2. Diagrama de caja y brazos del contenido de bacterias mesdofilas aerobias (a), mohos (b), levaduras (c),
coliformes totales (d) y coliformes fecales (e) en semillas de chia, amaranto y ajonjoli. En el grafico se muestran los
valores de la mediana, percentiles (25 y 75 %) y valores minimos y maximos de 100 muestras analizadas.
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En la jError! No se encuentra el origen de la referencia. y la Figura 2 se muestran
los resultados del contenido de microorganismos indicadores de calidad sanitaria de

las semillas de chia, amaranto y ajonjoli comercializadas en la ciudad de Querétaro.

El contenido de BMA en las semillas de ajonjoli, amaranto y chia fue de 3.8,2.4y 2.1
Log UFC g7, respectivamente. En todos los casos, los valores de la mediana
estuvieron por debajo del limite méximo permitido establecido por la normatividad
mexicana (NOM-247-SSA1-2008) para cereales y semillas comestibles (<4 Log UFC

gh).

En la Figura 2 (a) se puede observar que a pesar de que el valor de la mediana de
las BMA en los tres productos analizados se encuentra dentro de los limites de
calidad que marca la normativa mexicana, los rangos son muy amplios, de tal manera
gue existen muestras en donde el valor de BMA sobrepasa el limite de aceptacion.
Un alto contenido de BMA en las muestras evidencia un mal manejo del producto

durante su cadena venta.

En el caso del contenido de mohos, en general se encontraron niveles por debajo de
los limites de deteccién de la técnica (<1.0 Log UFC g1) y por lo tanto el valor de la
mediana se encontré dentro de los limites establecidos (<2.47 Log CFU g?) en la
norma para calidad microbiolégica en granos y semillas comestibles (NOM-247-
SSA1-2008); sin embargo, en el caso de ajonjoli y amaranto algunos valores

méximos observados estuvieron muy cerca al limite maximo permitido.

Por otro lado, el contenido de levaduras encontrado en las semillas de chia y
amaranto también estuvieron por debajo del limite de deteccion de la técnica,
mientras que para el ajonjoli se obtuvieron concentraciones de 2.3 Log UFC g. La

regulacién mexicana no especifica los limites de levaduras permitidos en semillas.

En el caso del contenido de coliformes totales fueron muy similares en las tres
especies de semillas (0.53 Log NMP g en ajonjoli y 0.45 Log NMP g en amaranto
y chia). En las tres semillas el valor de la mediana cae dentro de los valores
establecidos por las instancias mexicanas de calidad (<1.47 Log NMP g%1); sin

embargo, nuevamente el valor maximo observado sobrepasa los valores permitidos
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para este grupo de microorganismos. En los tres tipos de semillas se encontraron
muestras con presencia de coliformes fecales en bajas concentraciones (0.48 a 1.63
Log NMP g™).

Finalmente, E. coli estuvo presente en todos los productos analizados, siendo la
semilla de ajonjoli la que present6 la mayor prevalencia (6 %) seguida del amaranto
(4 %) y el ajonjoli (1 %) (Tabla 16). La concentracion de E. coli en las muestras
positivas fue baja y oscilé entre 0.48 y 1.63 Log NMP g La presencia de este
microorganismo en las semillas indica contaminacion de origen fecal y podria
deberse, entre otras razones, a que este tipo de productos son cosechados a nivel

del suelo y a la técnica de secado tradicional en sistemas solares al aire libre.

Tabla 14. Prevalencia y contenido de E. coli en semillas colectadas en la ciudad de

Querétaro
Prevalencia Contenido
Semilla
% (P/n)? Log NMP g
Chia 1 <0.48 (<0.48-1.36)"B
Amaranto 4 0.48 (<0.48-1.36)B
Ajonjoli 6 0.48 (<0.48-1.63)B

& Porcentaje de muestras positivas (NUmero de muestras positivas/Numero total de
muestras analizadas).

b |os valores seguidos de diferentes letras representan diferencias estadisticamente
representativas (P < 0.05).

Como se ha mencionado con anterioridad, existe una gran variabilidad en el
contenido de los grupos de microorganismos indicadores en las tres especies de
semillas. Este hecho podria ser atribuido a la diversidad de fuentes de contaminacion
a las que las semillas son expuestas durante el almacenamiento, distribucion y venta,
gue pueden comprometer no solo la calidad, sino también la inocuidad microbiana

de los productos.
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De manera general, los resultados obtenidos en este estudio concuerdan con otros
estudios en donde se hace referencia al contenido de microorganismos indicadores
en alimentos de baja actividad de agua. Comi & lacumin (2018) reportaron
contenidos de <4.1 Log UFC g de BMA, <3.1 Log UFC g de coliformes totales y
<1 Log CFU g de E. coli en frijol mungo en un periodo de monitoreo de 5 afios.
Mientras que Eglezos (2010) report6é un contenido de 2.5 Log UFC g* de BMA para

cacahuates, almendras, nueces de Brasil, nueces de la India y avellanas.

5.4 Prevalencia y contenido de Salmonella spp. en semillas

La prevalencia de Salmonella spp. en las semillas distribuidas en la ciudad de
Querétaro es muy alta (Tabla 14). En semillas de chia fue del 31 %, mientras que en

amaranto y semillas de ajonjoli fue de 15y 12 %, respectivamente.

Tabla 14. Prevalencia y concentracion de Salmonella spp. en semillas colectadas

en la ciudad de Querétaro.

Prevalencia Concentracion
Semilla
% (P/n)2 Log NMP gt
Chia 31 0.56 (<0.48-1.88)"B
Amaranto 15 0.48 (<0.48-1.66)A
Ajonjoli 12 0.56 (<0.48-1.63)B

@ Porcentaje de muestras positivas (nUmero de muestras positivas/nimero total de
muestras analizadas)

b os valores seguidos de letras diferentes representan diferencias estadisticamente
significativas (P < 0.05).

Los reportes de prevalencia de Salmonella spp. y otros patdgenos en semillas es
limitado. Eglezos et al. (2008) reportaron una prevalencia de S. enterica de 1.7 % en
almendras crudas, mientras que Little et al. (2010) encontraron que en el mismo
producto en un estudio realizado en un periodo de 5 afios, el patdogeno estaba

presente en el 0.87 % de las muestras.
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En México, la informacion referente a la prevalencia de Salmonella en semillas es
escasa. Aguilar-Vazquez et al. (2015) reportaron una prevalencia de S. enterica del
31 % en cacahuate crudo, 40 % en nuez pecanera, 30 % en uva pasa, 56 % en
jitomate deshidratado y 26 % en chocolate.

Es importante destacar que cuando Salmonella spp. estuvo presente en las semillas
de chia, amaranto y ajonjoli, su concentracién fue baja y oscilé entre 0.48'y 1. 88 Log
NMP gL,

Los resultados obtenidos en nuestro estudio reflejan que la baja Aw y el alto
contenido de compuestos antioxidantes (con potencial antimicrobiano) en las
semillas, no impiden la supervivencia de bacterias patégenas como Salmonella.
Beuchat & Mann (2015), observaron que Salmonella es una bacteria que se adapta
bastante bien a los ambientes de baja actividad de agua ya que evidenciaron su
presencia en uva pasa, fresas y arandanos deshidratados y almacenados en

condiciones ambientales de temperatura.

La presencia de Salmonella en. semillas mexicanas podria deberse a una
contaminacion de origen o bien, ‘a una recontaminacion durante el proceso de
distribucion, ya que como se ha mencionado con anterioridad, fueron colectadas de
mercados tradicionales, supermercados y vendedores ambulantes que recurren en

la venta a granel de estos alimentos.

Por otro lado, a pesar de que las semillas se someten algunas veces a un proceso
de tostado (temperaturas entre los 60 y 100°C), dichos tratamientos no resultan
efectivos para la eliminacion de bacterias patdgenas en las semillas analizadas en
este trabajo. Farakos et al. (2017), demostraron que Salmonella tiene una alta
resistencia a la inactivacion en productos de baja aw, COmoO nuez pecanera y
mantequilla de cacahuate, aun cuando los productos son sometidos a tratamientos

térmicos por encima de los 100°C.

Resulta de especial interés la elevada prevalencia de Salmonella en las semillas
estudiadas, ya que generalmente se perciben como alimentos listos para el consumo

y no reciben ningun tratamiento que asegure su inocuidad antes de ser consumidos.
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Esta situacion podria complicarse si consideramos que las semillas comunmente son
mezcladas con otros alimentos como ensaladas, jugos, postres, panes, etc., en
donde las poblaciones del patégeno podrian aumentar al encontrar condiciones de
mayor humedad. Por otro lado, es importante destacar que las semillas al ser
alimentos no perecederos tienen una larga vida de anaquel, lo que podria aumentar
el riesgo al consumidor ya que este puede disponer del mismo lote contaminado

durante un periodo prolongado.

5.5 Relacién Salmonella-E. coli en semillas.

La presencia de Salmonella en los alimentos se asocia a la contaminacion de origen
fecal. Para evidenciar este tipo de contaminacién se lleva a cabo la cuantificacion de
E. coli, que es un miembro de la familia Enterobacteriaceae ampliamente distribuido
en el intestino de humanos y animales de sangre caliente (Fernandez-Escartin,
2008). De tal manera que a E. coli se le conoce como organismo “indice” para
evidenciar la probabilidad de contaminacién con patégenos (como Salmonella).

Tabla 15. Relacion entre el contenido de Salmonella spp. y E. coli en semillas
colectadas en la ciudad de Querétaro

Salmonella spp.

Producto E. coli : :
Ausencial Presencia?
Ausencia 68 31
Chia _
Presencia 1 0
Ausencia 81 15
Amaranto _
Presencia 4 0
o Ausencia 82 12
Ajonjoli
Presencia 6 0

1 Namero de muestras en las cuales no se detect6 la presencia de Salmonella en
ausencia o presencia de E. coli segun sea el caso que se indica en la casilla.

2 Nimero de muestras en las cuales se detecté la presencia de Salmonella en
ausencia o presencia de E. coli segun sea el caso que se indica en la casilla.
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Sorprendentemente, en ninguna de las tres semillas se tuvo la presencia simultanea
de ambos microorganismos, situacion que es alarmante, ya que como se menciono
previamente, en frutos y productos frescos a E. coli se le conoce como el
microorganismo indice de Salmonella (Fernandez-Escartin, 2008) (Tabla 15). En las
semillas en donde E. coli estuvo presente en ausencia del patégeno (11 muestras),
al igual que las semillas en las cuales ambos microorganismos estuvieron presentes

(231 muestras), la relaciéon E. coli-Salmonella resulté ser la adecuada.

Segun estudios realizados por Aguilar-Vazquez (2015), en alimentos de baja aw,
como el cacahuate, nuez, uva pasa y jitomate deshidratado, la presencia o ausencia
de E. coli no reflejan el comportamiento de Salmonella, al igual que en nuestro
estudio. Por su parte, Eglezos et al. (2008) no reportan la presencia de E. coli en

productos similares, pese a que si tuvieron muestras positivas para Salmonella.

Leal-Cervantes et al. (2018), reportan que en tomates cherry frescos la deteccién de
S. enterica y E. coli concordd en un 92 % de las muestras, de tal manera que
concluyen que E. coli es un buen indice de S. enterica debido a que las condiciones

de almacenamiento favorecen la presencia de ambos microorganismos.

En el caso de productos secos las condiciones de almacenamiento (baja aw) podrian
no favorecer la presencia de E. coli en los productos, de tal manera que no se le
puede considerar-un buen indice en este grupo de alimentos; sin embargo, los

estudios que se centran en la relacién de estos microorganismos son limitados.

5.6 Comportamiento de S. enterica en semillas

Se sabe que los alimentos de baja aw, como las semillas, se estabilizan
microbiolégicamente mediante el proceso de secado y tostado, ya que se disminuye
el nUmero de microorganismos que pudieran estar presentes en estos productos; sin
embargo, también se sabe que poblaciones de Salmonella que pudieran resistir a
estos procesos térmicos, se adaptan muy bien logrando sobrevivir por periodos muy

prolongados de tiempo (FAO, 2012).
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En la Figura 3, se observa que S. enterica sobrevive en todos los productos, con una
clara tendencia a la inactivacion, aunque de manera lenta. A los 240 dias
(aproximadamente 8 meses) de almacenamiento de la semilla de chia, amaranto y
ajonjoli se observaron reducciones de 3.3, 2.5 y 2.6 UFC g, respectivamente. La
velocidad de muerte de Salmonella en amaranto fue menor en relacion con la
observada en chia y ajonjoli (P < 0.05) (Tabla 12). Es decir, el patdgeno tiene una

mayor capacidad para sobrevivir cuando esta presente en amaranto.

Las diferencias entre los tiempos de sobrevivencia del patdégeno en las semillas no
estan claras, aunque probablemente sea debido a las diferencias en el contenido
bromatolégico, ademas Hertwig et al. (2018) han propuesto que el hecho de que un
microorganismo se adapte mejor a un fruto puede depender de la matriz y las

caracteristicas superficiales del mismo fruto.
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Figura 3. Comportamiento de S. enterica en semillas de chia, amaranto y ajonjoli
durante el almacenamiento a temperatura ambiente (~25° C)
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Tabla 16. Tasa de inactivacion de S. enterica en semillas

Velocidad de inactivacion

Producto

(Log UFC h'Y)
Chia 0.018 + 0.0002 2A
Amaranto 0.012 £ 0.0001 B
Ajonjoli 0.017 £ 0.0002 A

@ Los valores representan el promedio de 9 datos. Los valores seguidos de letras

diferentes representan diferencias estadisticamente significativas (P < 0.05)

Con las tasas de inactivacion se hizo una estimacién de los tiempos que serian
necesarios para la completa muerte de una poblacién de 5.5 Log UFC g de S.
enterica en condiciones ambientales de almacenamiento en Querétaro. Se
requeririan de 67, 46 y 44 semanas para que el patdégeno ya no pudiera ser detectado

en amaranto, ajonjoli y chia, respectivamente.

Los resultados obtenidos en este trabajo concuerdan con los reportados por otros
autores. Harris et al. (2012) observaron que S. Enteriditis fagotipo 30 puede
sobrevivir hasta por 550 dias en almendras almacenadas a condiciones ambientales.
Por su parte, Farakos et al. (2017), monitorearon la sobrevivencia de un coctel de S.
enterica (11 Log UFC g?) en diferentes especies de nueces almacenadas a 25°C
durante un afio, y estimaron la inactivacion del patdégeno en 24 semanas en
avellanas, 34 semanas en nuez pecanera y 52 semanas en pifiones. En otro estudio,
Beuchat & Mann (2015), reportaron la sobrevivencia de un coctel de S. enterica en
mantequilla de cacahuate y en una crema de chocolate para galletas rellenas en 70

y 112 dias, respectivamente.

El hecho de que este patdégeno pueda sobrevivir durante mas de 240 dias en las
semillas indica que es urgente el desarrollo de estrategias para el control
(inactivacién) de Salmonella de estos alimentos, ya que si durante el almacenamiento

se dan condiciones mas favorables, la poblacién de la bacteria podria incrementarse
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y posiblemente el grado de virulencia tras el estrés al cual fue sometido también

podria aumentar (Finn, Condell, Mcclure, Amézquita, & Fanning, 2013).

5.7 Verificacion del uso de E. faecium como subrogado de S. enterica en las

semillas

Como ya se ha mencionado con anterioridad, la USDA define a un subrogado como
cualquier cepa o especie no patdgena que se comporte equivalentemente, ante un

tratamiento especifico, a otra cepa o especie patdogena (Hu & Gurtler, 2017).

Una de las finalidades de nuestro estudio fue evaluar distintas alternativas para el
control de S. enterica en semillas, para ello se usé E. faecium ATCC 8459 como

microorganismo subrogado de S. enterica en semillas de chia, amaranto y ajonjoli.
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Figura 4. Comparacion del comportamiento de E. faecium y S. enterica en semillas
de chia (a), amaranto (b) y ajonjoli (c)
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En la Figura 4 se observa que el comportamiento de E. faecium es similar al de S.
enterica durante las 300 h en las que se monitoreo6 la poblacién. Ambas bacterias
tienden a la inactivacién lenta en los tres productos probados como se habia

observado en el estudio previo en el que se evalud la sobrevivencia de Salmonella.

En la Tabla 17 se muestran las velocidades de inactivacion tanto de E. faecium como
de S. enterica predichas por DMfit bajo el modelo de Baranyi (Baranyi & Roberts,
1994). Se observa que el comportamiento de ambas bacterias es similar al no
encontrarse diferencia estadisticamente significativa (P = 0.05) entre las velocidades

de inactivacion de ambos microorganismos en cada una de las semillas.

Tabla 17. Velocidad de inactivacion de S. entericay E. faecium en semillas.

Velocidad de inactivacion

Semilla (Log UFC h)
S. enterica E. faecium
Chia 0.0058 + 0.0001°A 0.0049 + 0.0002 2A

Amaranto 0.0034 +0.00012 A 0.0027 +0.0001 A
Ajonjoli 0.0039 +0.00014 A 0.0041 +0.0002 A

@Las medias seguidas de letras diferentes representan diferencias estadisticamente

significativas (P < 0.05).

En base a los resultados obtenidos del comportamiento de E. faecium ATCC 8459
en semillas de chia, amaranto y ajonjoli se comprobd que esta bacteria podia ser

usada como subrogado de S. enterica en este grupo de alimentos de baja aw.

5.8 Uso de tecnologias emergentes como control de S. enterica en semillas:

luz UV-C y aire caliente forzado.

En este trabajo se evaluaron dos tecnologias emergentes para el control de
microorganismos patdgenos en semillas: la luz UV-C y el aire caliente forzado. Para
probar el efecto de ambas tecnologias fue necesario primeramente desarrollar los

equipos, esto se hizo en colaboracion con el Centro de Investigacion en Ciencia
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Aplicada y Tecnologia Avanzada (CICATA) del Instituto Politécnico Nacional (IPN)

campus Querétaro.

Para estandarizar el funcionamiento de ambos equipos, se realizaron una serie de
ensayos preliminares probando distintas porciones de muestra. En el caso del equipo
de aire caliente forzado se elaboré una rampa de temperatura con la finalidad de
conocer las condiciones reales alcanzadas por el equipo y soportadas por las

semillas.

Finalmente, y en base a los estudios preliminares en los equipos y la informacion
obtenida de otros estudios, se establecieron las condiciones a probar para cada
tecnologia.

5.8.1 Luz UV-C

Se evalug el efecto de la luz UV-C a una longitud de onda constante de 254 nm sobre
semillas de chia, amaranto y ajonjoli. inoculadas con E. faecium, que como se
menciond anteriormente se usa como subrogado de S. enterica. La radiacién se
aplico sobre porciones de 10 y 30 g de producto durante 1, 2, 3, 4 y 5 min.

Tabla 18. Reduccion de la poblacion de E. faecium por efecto de la aplicacion de
luz UV-C en semillas.

Reducciones

Tiempo
(Log UFC g%
(min)
Chia Amaranto Ajonjoli
109 30¢g 10g 30g 10g 309
1 3.52+0.17*A 3.30+0.27*A 299+ 0.39A 244+0.17A 3.29+0.04A 3.331+0.23A
2 4,19+0.14B 4.02£0.18B 2.96 £ 0.11A 3.01+£0.19B 4.06+0.37B 3.54+0.17A
3 5.09 + 0.25C 4.32+0.15B 3.48+0.18B 3.11+0.18B 4.29+0.29B 3.97+0.12A
4 5.18 +0.12C 450 + 0.19B 3.98+0.12B 3.80+0.22B 4.69+0.12C 4.31+0.22B
5 5.68 + 0.16D 4.84 +0.21C 421+0.16C 4.19+0.18C 4.94+0.29C 4.54+0.29B

*Media £ desviacion estandar de 18 datos. Letras distintas representan diferencias
estadisticas en prueba de Tukey (p < 0.05).

Al primer minuto de contacto con la luz UV-C en las porciones de 10 g de las semillas

de chia, amaranto y ajonjoli se observaron reducciones en las poblaciones de E.
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faecium de 3.52, 2.99 y 3.29 Log UFC g, respectivamente. Al aumentar el tiempo
de exposicion de las semillas también se observd un incremento en la muerte
microbiana; a los 5 minutos de contacto se redujeron 5.68 Log UFC g en semillas
de chia, 4. 21 Log UFC g en semillas de amaranto y 4.94 Log UFC g en semillas
de ajonjoli. En las porciones de 30 g la tendencia observada fue estadisticamente

similar tras 5 minutos de exposicion.

De acuerdo con la FDA, para la descontaminacion de alimentos de bajo contenido
de humedad para consumo humano, se recomienda la disminucién de al menos 5
Log UFC g (99.99% de la carga microbiana) (FDA, 2016), de tal manera que usando
la luz UV-C y bajo las condiciones del equipo ensamblado, se cumple la
recomendacion de la FDA en el caso de las semillas de chia desde los 3 minutos de
exposicion. Aunque en amaranto y ajonjoli el valor promedio de la reduccién no fue

de 5 Log si fue muy cercano.

En la Figura 5 se presenta las poblaciones de E. faecium sobrevivientes en las tres
especies de semillas analizadas tras la aplicacion de los tratamientos; se incluye la
linea de tendencia (bajo un comportamiento lineal) y la ecuacion en el grafico. Con
la informacion obtenida de la Figura 5, se calcularon los valores D correspondientes
a las reducciones de E. faecium por efecto de la exposicion a la luz UV-C en las tres
semillas (Tabla 19).

Tabla 19. Valor D para la inactivacion de E. faecium en semillas expuestas a luz

Uv-C.

Producto Valor D (min)
Chia 1.02 £ 0.040* A
Amaranto 1.42+0.038 A
Ajonijoli 1.20 + 0.063 A

*Media * desviacion estandar de 18 datos para cada tipo de muestra. Los valores
seguidos de letras diferentes indican diferencia estadistica significativa en prueba de
Tukey (P < 0.05).
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Figura 5. Efecto de la luz UV-C en la viabilidad de E. faecium inoculado en semillas
de chia (a), amaranto (b) y ajonjoli (c).

Los valores D que se obtuvieron en nuestro estudio contrastan con lo obtenido en

otros estudios tanto para productos frescos como de baja aw.

Gabriel etal. (2017) reportaron reducciones de S. enterica de entre 3.01 y 3.04 Log
UFC g*en porciones de 2 g de hojuelas de coco rallado y deshidratado tras 40 min
de exposicién en una camara semiabierta provista de una lampara de luz UV-C (254
nm de longitud de onda). También reportaron que la mayor inactivacion del patégeno
ocurrié durante el primer minuto de exposicion con valores D entre 0.65 y 0.82
minutos; sin embargo, observaron que luego del primer minuto de exposicion la
reduccion del patégeno fue mas lenta, y aunque se sugiere algun tipo de adaptacion

de Salmonella a la radiacion no se muestran mas datos ni informacién de este
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fendmeno. Finalmente, los autores concluyeron que el valor D en coco deshidratado

rallado era de 24.2 minutos.

En otro estudio, Sommers et al. (2010), reportaron reducciones de hasta 3.8 Log UFC
g! de Salmonella spp. en tomates romanos frescos tras 5 min de exposicioén continua

a radiacion UV-C.

Por su parte Lim & Harrison (2016) reportaron reducciones de 4.39 Log UFC g de
S. enterica en tomates frescos tras una exposicion de 4 minutos a una camara de luz
UV-C (254 nm) recubierta con un reflector de radiacion. Los autores sugieren que
para incrementar la eficiencia de penetracion la radiacién a los alimentos y/o

superficies es necesario usar algun tipo de material reflejante.

En nuestro caso, los valores D finales oscilaron entre 1.02 y 1.42 minutos para las
tres semillas analizadas, de tal manera que, y en contraste con otros estudios, el
equipo de radiacion UV-C construido fue mas eficiente para la inactivacion de E.
faecium. Esto puede deberse a que: a) el equipo disefiado en este estudio esta
provisto de una ldmina de metal que refleja la radiacion hacia todas las direcciones
y b) permite la rotacién de producto, eliminando asi las sombras que se formarian al

acomodar el alimento en capas sobre una superficie plana.

Como perspectiva a futuro se sugiere aumentar la cantidad de producto que se
somete al tratamiento para evaluar si se tienen las mismas reducciones bacterianas
con cantidades mas grandes, esto con la finalidad de poder usar el equipo de luz UV-

c a escalas‘industriales.

5.8.1 Aire caliente forzado

Porciones de 10 g de las semillas inoculadas con E. faecium se trataron en el equipo

de aire caliente a 100, 120 y 140° C hasta por 5 minutos.

Como se puede observar en la Tabla 20, para todas las especies de las semillas
probadas, se obtuvieron reducciones considerables siendo la semilla de amaranto la

gue mostrd la mayor reduccién tras 10 minutos de tratamiento constante a 100°C
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(4.21 Log UFC g1), seguido de la semilla de ajonjoli y la de chia (3.91 y 3.42 Log

UFC g%, respectivamente).

En el caso de este tratamiento, no se logré la reduccién de los 5 Log UFC g que
recomienda la FDA; sin embargo, las reducciones alcanzadas son aceptables
considerando que hay pocas alternativas de desinfeccion efectivas en este tipo de

productos.

En la misma Tabla 20 se muestran las reducciones alcanzadas para las tres especies
de semillas probadas con un tratamiento de aire caliente constante a 120°C. Se
observa que las se logré eliminar a una mayor proporcion de la poblacién del
subrogado de Salmonella. La semilla con la mayor reduccién fue la de chia (4.89 Log
UFC g1) seguida del ajonjoli y el amaranto (4.87 y 4.39 Log UFC g%,

respectivamente).
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Tabla 20. Reducciones de E. faecium en 10 g de semillas tratadas con aire caliente forzado.

Tiempo
. Chia Amaranto Ajonjoli
(min) 100°C 120°C 140°C 100°C 120°C 140°C 100°c 120°C 140
Reduccién (Log UFC g?1)
1 0.82 £ 0.23*A 3.71+057A 4.10+0.06A 2.01+0.32A 2.74+0.45A 3.17+0.25A 1.71+0.09A 3.18+0.40A 3.94 + 0.50A
2 1.37 £ 0.38A 439+0.23B 4.77+0.24B 247+0.20B 3.24+0.23B 4.06+0.30B 1.88+0.19A 3.96+0.18B 4.09 £ 0.25A
3 2.01 £0.09B 439+0.68B 5.17+0.62B 2.88+0.29B 3.25+0.25B 4.18+0.31B 251+0.20B 4.09+0.18B 3.91+0.34A
4 2.16 £ 0.07B 444 +0.33B 5.17+0.38B 3.28+0.19C 3.17+0.14B 4.47+0.36B 3.76+0.54C 4.45+0.19C 4.37+0.22B
5 2.88 £0.30C 476+0.19B 5.17+0.19B 3.49+0.14C 3.57+0.12B- 5.19+0.20C 3.73+0.12C 4.73+0.10C 4.70+0.14C
10 3.42 £ 0.24D 4.89+0.23C 5.29+0.44C 4.21+0.19D 4.39+023C 531+0.19C 391+0.17C 487+0.23C 5.02+0.21D

*Media + desviacion estandar de 18 datos por muestra. Letras distintas entre columnas representan diferencias

estadisticas bajo la prueba de Tukey (p < 0.05)
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A pesar de las variaciones observadas para los dos tamafios de muestras, se puede
considerar que el uso de aire caliente forzado es un tratamiento efectivo pues se

lograron reducciones considerables del microorganismo probado.

Finalmente, se muestran las reducciones de E. faecium alcanzadas con un
tratamiento de aire caliente constante a 140° C; se observa nuevamente que hay
mucha dispersion en los resultados obtenidos. Para este tratamiento la mayor
reduccion se obtuvo en las semillas de amaranto (5.31 Log UFC g), seguido por las

de chiay el ajonjoli (5.29 y 5.02 Log UFC g, respectivamente).

En este caso si se alcanzaron los 5 Log UFC g de reduccién que recomienda la
FDA, lo cual indica que a pesar de la dispersion de datos se puede establecer este

meétodo de desinfeccion como efectivo para el caso de semillas con baja aw.

Con el proposito de evaluar el comportamiento del microorganismo ante una cantidad
mayor de producto se sometieron 50 g de cada semilla (de manera independiente)
al tratamiento con aire caliente forzado a 120°C, debido que fue en esta temperatura
donde se alcanzaron las mayores reducciones de E. faecium (Tabla 21).

Tabla 21. Reducciones de E. faecium en 50 g de semillas tratadas con aire caliente
forzado a 120°C.

Tiempo
(min) Chia Amaranto Ajonjoli
Reducciones
(Log UFC g?)
1 0.98 + 0.18*A 1.12 £ 0.21A 0.89 + 0.12A
2 1.21 £ 0.31A 1.84 £ 0.32B 1.32+0.11B
3 1.71+0.21B 2.28+0.21B 1.71+0.21C
4 1.96 £ 0.19B 2.79£0.19C 2.29 £ 0.34D
5 3.31+0.21C 3.21 +0.09D 2.93+0.27E
10 3.98 + 0.22D 4.01 £ 0.23E 3.75+ 0.19F

*Media + desviacion estandar de 18 datos por muestra. Letras distintas entre

columnas representan diferencias estadisticas bajo la prueba de Tukey (p < 0.05)
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En la Tabla 21 se observa que con 50 g de producto los resultados de reduccion de
E. faecium son iguales a los obtenidos con 10 g de producto (P < 0.05). Se observo
que al aumentar la cantidad de producto en el equipo la rotacién de la semilla fue
mas lenta, lo que podria llevar a una reduccion menor en cantidades mas grandes

de semilla.

Al igual que con la luz UV-C se establece como perspectiva a futuro, probar la
tecnologia con cantidades mas grandes de semilla, con la finalidad de adaptar la

técnica a un nivel industrial de desinfeccion.

En base a los resultados obtenidos de los experimentos a las distintas temperaturas,
se calcularon los valores D para E. faecium (Tabla 22).

Tabla 22. Valores D para E. faecium en semillas tratadas con aire caliente forzado.

Producto = Temperatura (°C) Valor D (min)
Chia 100 1.83 +0.10 @A
120 0.62 +£0.04 B
140 0.66 £ 0.06 B
Amaranto 100 161+0.18A
120 1.02+0.09B
140 1.06+0.25B
Ajonijolf 100 1.37 +0.10 A
120 0.93+0.12B
140 0.93+0.01B

@ Media + desviacion estandar; los valores seguidos de letras diferentes representan

diferencias estadisticamente significativas (P < 0.05).

En el caso de laimplementacion del aire caliente, para todas las especies de semillas
probadas en este estudio, las temperaturas que produjeron la mayor reduccion en
las poblaciones de E. faecium fueron 120 y 140°C; ambos tratamientos fueron
igualmente efectivos (P < 0.05). Por lo tanto, se concluyo que el tratamiento con aire
caliente forzado mas eficiente para la reduccion de E. faecium como subrogado de

S. enterica fue 120° C durante 10 minutos de exposicién constante.
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Desafortunadamente existen pocos estudios relacionados con el uso de aire caliente
forzado como método de descontaminacion para alimentos de baja aw como el caso
de las semillas, siendo mas bien una tecnologia que se emplea para desinfectar

superficies y utensilios.

Entre los estudios en donde han implementado esta tecnologia en alimentos, se
encuentra lo reportado por Venkitasamy et al. (2017), quienes combinaron la
tecnologia de aire caliente con la irradiacién IR en un mismo equipo con la finalidad
de reducir la humedad y mejorar la calidad sanitaria en pistachos frescos.
Observaron que tras 2 horas de tratamiento con aire caliente a 70°C se alcanzaron
reducciones de 2 Log UFC g de E. faecium en los pistachos. Concluyeron que para
aumentar la reduccion del microorganismo era necesario.combinar el aire caliente
con algun otro método de descontaminacion, pues cuando se combinaron 1 h de
radiacion IR con 2 horas de aire caliente se lograron reducciones de hasta 5 Log UFC

g en el mismo producto.

En contraste con nuestro estudio, Venkitasamy et al. (2017) reportaron reducciones
menores en mayores tiempos de exposicion, lo cual se puede explicar debido a que
Su equipo esta provisto de una lamina vibratoria que mantiene el alimento en

constante movimiento pero sin-lograr el giro de los pistachos.

En el equipo disefiado en este trabajo, debido a que la fuente de aire es directa sobre
la semilla 'y al ligero peso de esta, se logra un giro completo y constante de la semilla
haciendo que el calor llegue a todos los sitios del alimento, logrando con esto un
mejor efecto sobre la reduccién del microorganismo. Sin embargo, es importante
destacar que las temperaturas probadas en nuestro trabajo fueron mas elevadas a

las que se evaluaron en el estudio de Venkitasamy et al. (2017).

Por su parte, Ding et al. (2015) reportaron que al someter granos de arroz a un
tratamiento de aire caliente combinado con radiacion IR puede obtenerse el mismo
nivel de humedad que si se secara el producto al sol mejorando considerablemente

la calidad y disminuyendo los tiempos de produccion.
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En otro estudio, Wang et al. (2014) observaron que al someter arroz y nueces de
macadamia a aire caliente intermitente seguido de un atemperado, mejora la calidad
de ambos productos pues se reduce la aparicion de insectos y se disminuye la
humedad.

Bingol et al. (2011) reportaron reducciones de hasta 4 Log UFC g de E. faecium en
almendras crudas tratadas con aire caliente y radiacion IR a 80°C durante 22
minutos. Este resultado es parecido a lo encontrado en nuestro trabajo; sin embargo,
el tiempo de exposicion es superior reportandose cambios sensoriales importantes

en las almendras.

Por otra lado Pasquali et al. (2010), sometieron huevos enteros contaminados con S.
enterica serovar Enteritidis a aire caliente a 600°C durante 8 s seguido de una rafaga
de aire frio durante 30 s, con la finalidad de descontaminar la superficie de los
huevos. Los autores reportaron un valor D de 6.7 s con una reduccion de 2 Log UFC
g?. En contraste a nuestro estudio la inactivacion fue superior; sin embargo, es
importante considerar que la matriz del alimento es distinta, de tal manera que si se
guisiera someter las semillas a estas condiciones se tendrian que considerar otras

variables fisicas como el qguemado de esta.

A pesar de las diferencias encontradas en cada uno de los estudios referidos, en el
trabajo realizado en_este proyecto de investigacion se obtuvieron reducciones
significativas (entre 4'y 5 Log UFC g?) del subrogado de S. enterica para las tres
especies de semillas estudiadas y por lo tanto, en la mayoria de los casos, se cumple

con lo establecido por la FDA.

5.9 Efecto de la aplicacion de luz UV-C y aire caliente forzado sobre la calidad

fisica, quimica y bromatoldgica de las semillas

Las condiciones a las cuales hubo mayor reduccion de E. faecium en cada especie

de las semillas probadas fueron:

e Luz UV-C: 5 minutos de exposicion continua a 254 nm.

e Aire caliente forzado: 120°C durante 5 minutos.
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Una vez establecidas estas condiciones, fue necesario evaluar su efecto sobre las

caracteristicas fisicas, quimicas y bromatologicas de las semillas.

Para ello se sometieron 10 g de cada producto, de manera independiente,

nuevamente al tratamiento en ambos equipos bajo las condiciones sefalas en el

parrafo anterior, pero esta vez sin inocular y se determind el contenido de

flavonoides, CFT, capacidad antioxidante, caracteristicas bromatélogas, posibles

cambios en el color y la oxidacion de lipidos.

5.9.1 Efecto de la aplicacién de luz UV-C y aire caliente forzado sobre el

contenido de flavonoides, CFT y capacidad antioxidante de semillas

Tabla 23. Contenido de flavonoides, CFT y capacidad antioxidante en semillas
tratadas con UV-C y aire caliente.

Flavonoides CFT Capacidad antioxidante
Producto  Tratamiento (mg O g (g GAE g% ABTS DPPH
(mM TE g?)
Chia SIT 0.08 £ 0.04 %A 0.22+0.05%A 2.07+0.10A 0.82+0.01 A
uv-C 0.13+0.02C 0.35+0.01C 553+0.04B 0.90+0.01B
AC 0.12+0.04 B 0.38+0.10B 5.54+0.02B 0.90+0.01B
Amaranto  S/T 0.04 £+ 0.03 A 0.06£+0.02A 546+0.15A 0.83+0.08A
uv-C 0.06 £+ 0.02 C 0.10+£0.02C 562+0.03A 0.86+0.01B
AC 0.06 £ 0.08 B 0.09+0.02B 544+0.15A 0.86 +0.02B
Ajonjoli SIT 0.03+0.01 A 0.06 +0.03A 3.67+x0.16 A 0.82+0.06 A
UVv-C 0.06 £0.02B 0.10+0.02B 5.63+0.06B 0.85+0.01B
AC 0.06 £ 0.00 B 0.10+0.02B 5.53+0.04B 0.90+0.08 B

a Media + desviacion estandar (n=9); letras diferentes expresan diferencias
estadisticamente significativas (Prueba de Tukey P < 0.05).
QE: quivalentes de quercetina
GAE: equivalentes de acido gélico
TE: equivalente de trolox

S/T: muestras sin tratamiento (control)
UV-C: muestras tratadas con luz UV-C (5 min a 254 nm).

AC: Muestras tratadas con aire caliente forzado (120°C por 5 min).
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En la Tabla 23 se pueden observar los cambios que ocurrieron en el contenido de
flavonoides, CFT y la capacidad antioxidante de las tres especies de semillas
analizadas luego de la aplicacion de los tratamientos con luz UV-C y aire caliente. En
las tres semillas se observé un incremento en el contenido de flavonoides después
de la aplicacion de ambos tratamientos probados (luz UV-C durante 5 minutos y aire
caliente forzado a 120° C por 5 minutos) en relacién con las muestras no tratadas.
La misma tendencia se observé en el CFT, y en la capacidad antioxidante (en'ambos
métodos).

El aumento en el contenido de flavonoides, compuestos fendlicos y capacidad
antioxidante puede estar relacionado con la respuesta de proteccién de las plantas
ante factores externos, como la radiacion UV. Yang et al. (2019) reportaron que
durante la exposicion a rayos UV-A/-B/-C a organismos vegetales (pre y post
cosecha) se generan cambios en la expresion genética (especificamente los genes
VCcLAR y VCANR) los cuales estan estrechamente relacionados con la biosintesis de

compuestos fendlicos.

Se ha reportado en diversos estudios que al someter a los frutos a radiaciéon UV se
promueve la generacion de compuestos fendlicos, y se ha explorado el uso de esta
tecnologia como una herramienta que ayuda a producir frutos mas saludables. El
efecto de la radiacion UV promovié la acumulacion de flavonoides en peras (Zhang
et al., 2013), fresas (Xie et al., 2015), manzanas (Ubi et al., 2006), uvas (Zhang et al.,
2012) y arandanos (Nguyen et al., 2014).

Yang et al. (2018) reportaron que el efecto de la radiacion sobre el fruto depende,
entre-otras cosas, de la longitud de onda a la que se someten y aunque el mecanismo
gue llevan a cabo los frutos durante la post cosecha para llevar cabo estos procesos
son aun desconocidos, se sabe que ademas del contenido de compuestos fendlicos,

se retrasa la senescencia y por ende aumenta la vida de anaquel del producto.

Recientemente, un analisis transcriptomico revel6 que el gen regulador VVMYBF1
(inducido por la luz UV-C) esta altamente relacionado con la expresion de VVFLS1 y

la biosintesis de flavonoides y compuestos fendlicos (Czemmel et al., 2017).
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Por otro lado, se ha reportado también que al someter frutos a distintas variaciones
de temperatura se pueden ver aumentados los niveles de compuestos fendlicos. Por
ejemplo, Mphahlele et al. (2016) reportaron un aumento en la concentracion fendlica
total en cascara de granada tras haberla sometido a distintos tratamientos de secado
al horno (40, 60 y 80°C).

En otro estudio, Asami et al. (2016) observaron que el secado con aire caliente
promueve la oxidacion y condensacion de compuestos fendlicos si se expone el fruto
durante periodos prolongados al calor. Sin embargo, también reportan que cuando
se liofiliza la cascara de granada, esta aumenta la concentraciéon de compuestos

fendlicos de manera considerable.

En nuestro estudio se muestra un aumento (aunque no considerable) de los
compuestos fendlicos en las semillas. Esto se puede deber al hecho de que un gran
porcentaje de estos compuestos estdn unidos a estructuras celulares, y los
tratamientos de deshidratacion liberan fitoquimicos unidos de la matriz para hacerlos
mas accesibles en la extraccibn aumentando, por ende, la concentracién de

compuestos con capacidad antioxidante (Mphahlele et al., 2016).

El aumento de compuestos antioxidantes como efecto de los tratamientos de luz UV-
C puede explicarse debido a que se considera que las semillas estan en un periodo
de quiescencia, lo cual significa que se encuentran en un periodo de reposo, han
perdido agua, se ha interrumpido la transcripcion genética y la sintesis de proteinas,
se ha reducido la respiracion, pero alin conservan un metabolismo; es decir, adn son
viables para germinar y por lo tanto aun reaccionan (aungue en menor grado) a los

estimulos del exterior, como a la luz UV-C (Mantilla, 2016).

5.9.2 Efecto de la aplicacién de luz UV-C y aire caliente forzado sobre la

composicién bromatol6gica de semillas

Como se ha expresado con anterioridad, el consumo de semillas ha ido en aumento
en los ultimos afos, entre otras cosas, debido a la composicidon bromatoldgica de

estas; por lo que es de vital importancia medir cualquier tipo de modificacién en
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cuanto a su composicion luego de haber recibido los tratamientos de desinfeccion

con luz UV-C y aire caliente.

En la Tabla 24 se muestran las comparaciones de la composicién bromatolégica de

las semillas antes y después de cada uno de los tratamientos recibidos.

Tabla 24. Efecto del aire caliente forzado y la luz UV-C sobre la composicion
bromatoldgica de semillas.

Producto Tratamiento Humedad Lipidos Proteinas Minerales Carbohidratos
g 100 g*

Chia SIT 4.65+0.542A 33.93+0.84A 20.65+0.95A 6.09+055A 34.68+0.43A
uv-C 497 +0.09A 27.21+0.19B 22.89+0.04B 525+0.22A 39.67+0.26B

A.C 2.06+0.10B 31.30+0.36B 23.96+0.13B 5.12+0.15A 37.55+0.39B

Amaranto  S/T 449+0.70 A 657+0.07A 16.70+0.17A 3.13+0.18A 69.10+0.38 A
uv-C 428+0.21A 593+0.06A 1595+053A 3.31+041A 6852+0.43A

A.C 1.67+0.12B 579+021A 1567+049A 3.33+0.03A 73.53+0.56B

Ajonijoli SIT 3.04+0.37A 4507+2.85A 23.80+0.47A 6.25+0.61A 21.82+0.27A
uv-C 3.88+0.04 A 4495+0.23A 2217+065A 6.18+0.01A 2281+0.22A

A.C 1.20+0.01B 4042+0.24B 25.98+0.42B 6.01+0.13A 2551+0.34B

& Media + desviacién estandar (n=9); letras diferentes expresan diferencias

estadisticamente significativas (Prueba de Tukey P < 0.05).

S/T: muestras sin tratamiento (control).

UV-C: muestras tratadas-con luz UV-C (5 min a 254 nm).

A.C: Muestras tratadas con aire caliente forzado (120°C por 5 min).

En el caso de la semilla de chia, es evidente la variacion en el contenido de humedad
tras el tratamiento de aire caliente, lo cual se asocia con la exposicidon de las semillas
a la fuente de calor, que ayudoé a la remocién de agua libre. En cuanto al contenido
de lipidos también se aprecia una variacion, aunque esta no estd completamente
definida, mismo caso que para el contenido de proteinas y carbohidratos, mientras
que para el contenido de minerales los valores no cambiaron entre una tecnologia y

otra con respecto a las muestras sin tratamiento.

En las semillas de amaranto se observa la misma tendencia en relacion con el
contenido de humedad que lo observado en la chia; en este caso, no hubo

variaciones estadisticamente significativas para los valores de lipidos, proteinas y
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minerales. A pesar de que en los carbohidratos hubo una diferencia estadisticamente

significativa, esto no representa una variacion mayor.

Finalmente, la semilla de ajonjoli también disminuy6 su contenido de humedad tras
la exposicion con aire caliente; se observan también ligeras variaciones en el
contenido de lipidos, proteinas, minerales y carbohidratos, aunque estas variaciones

no representan un dafio mayor a las semillas.

De manera general se puede decir que existen variaciones menores y aunque son
estadisticamente significativas no representan un cambio realmente significativo (si
tomamos en cuenta las desviaciones estandar) a las semillas tras aplicar cada uno
de los tratamientos. Ademas, a excepcién de la ‘humedad que disminuye
considerablemente con el aire caliente, no se observa una tendencia clara en las

variaciones obtenidas.

En otros estudios se ha observado que la radiacion UV-C, ademas de poseer un
efecto germicida, puede alterar algunas de las propiedades nutricionales del
producto, como lo es el contenido de minerales y vitaminas (Caminiti et al., 2012).
Caminiti et al. (2012) reportan que al exponer jugo de manzana a radiacion UV-C no
ocurren cambios significativos en el contenido de solidos solubles totales, pH, acidez
ni alteraciones a los compuestos nutricionales de este producto, pese a que fue
expuesto a varias dosis de radiacion (de 3 a 53 J cm™). Por otro lado, Maza &
Guerrero (2013) reportan variaciones poco significativas en el contenido de
nutrientes de berries luego de haber sido sometidas a radiaciéon UV-C, siendo la

vitamina C el compuesto con mayor afectacion.

Pan & Zu, (2012) reportan la conservacion de los compuestos bromatolégicos en
rebanadas de pifia frescas tras la exposicion a radiacion UV-C hasta por 60 s; sin

embargo, también hubo una disminucion significativa de vitamina C.

Venkitasamy et al. (2017) exploraron los posibles efectos que tiene la aplicacion de
aire caliente forzado sobre la calidad nutricional de pistachos y reportan que no
existen variaciones importantes; sin embargo, si encontraron modificaciones en la

calidad de los lipidos como respuesta a la oxidacién ante el calor.
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Ding et al. (2015) establecieron que al someter huevos a un tratamiento de aire
caliente forzado (600°C durante 8 s) no se generan modificaciones importantes sobre
la calidad nutricional de las proteinas del producto; sin embargo, también reportaron

gue el valor de la humedad disminuye como efecto del calor.

Por su parte, Mphahlele et al. (2016) tampoco

significativas en el contenido nutricional de granada tras un secado a 60°Cy después

reportaron modificaciones

de someter el producto a un proceso de la liofilizacién.

5.9.3 Efecto de la aplicacion de luz UV-Cy aire caliente forzado sobre el color

de las semillas

Uno de los aspectos mas importantes en los tratamientos de desinfeccion de
cualquier alimento es la preservacion de las caracteristicas sensoriales. Por lo que,
en este estudio, aunque no se realizé un analisis sensorial, se midieron las
modificaciones de color en las semillas sometidas a los tratamientos de UV-C y aire

caliente.

Para ello se midieron los valores a* (coordenadas rojo-verde), b* (coordenadas
amarillo-azul), L (luminosidad) y el valor AE (diferencial total de color) (Tabla 25).

Tabla 25. Efecto de la luz UV-C y aire caliente sobre el color de semillas

Producto  Tratamiento L a* b* AE

Chia SIT 43.38+1.28A 6.16x257A 6.12+1.67A -
UV-C 4524+ 179A 650+262A 6.76+135A 3.71+0.21
AC 4480+208A 516%+3.11B 8.22+282B 2.73x0.12

Amaranto SIT 80.24+349A 654+1.31A 19.18+x3.38A -
Uv-C 76.98+3.67C 592+x209A 18.16+357B 3.22x+0.14
AC 8256+x161B 566+1.72A 2190x332A 3.79+0.18

Ajonjoli SIT 80.32+193A 546+169A 2412+x180A -
uv-C 79.67 £+3.35A 788x299C 26.14x056B 2.00x0.16
AC 79.54+100A 3.78+132B 2660x1.60B 3.10x0.09

a2 Media * desviacion estandar (n=9); letras diferentes expresan diferencias

estadisticamente significativas (Prueba de Tukey P < 0.05).
S/T: muestras sin tratamiento (control)
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UV-C: muestras tratadas con luz UV-C (5 min a 254 nm).

AC: muestras tratadas con aire caliente forzado (120°C por 5 min).

En el caso de la semilla de chia se presentaron ligeras variaciones en cuanto a las
mediciones de a* y b*, no siendo asi en cuanto al valor L. Los valores de AE después

de la aplicacion de luz UV-C y aire caliente fueron 3.71 y de 2.73, respectivamente.

En la semilla de amaranto no se obtuvieron diferencias estadisticamente
significativas en el valor a*, pero si hubo variaciones para los valores de L y b*
obteniéndose una variacion total de color (AE) de 3.79, para el tratamiento con aire

caliente, y de 3.22 tras la aplicacion de la luz UV-C.

Finalmente, la semilla de ajonjoli no presentdé cambios en el valor de L, pero si para
los valores de a* y b*, con una variacion total de color (AE) de 3.1 con el tratamiento

de aire caliente, y 2.0 tras la exposicion a luz UV-C.

De manera general se sabe que el AE (diferencial de color) expresa que tan distinto
es un color con respecto a un estandar (en nuestro caso la diferencia entre las
muestras tratadas y las no tratadas), siendo perceptible para el ojo humano no
entrenado cuando esta valor sobrepasa los 3.5 — 4.0 (Carranza-Gallardo, 2002).

En nuestro estudio, los valores AE presentan un rango de entre 2.73 y 3.79 tras el
tratamiento de aire caliente, y de entre 2.0 y 3.71 luego de la aplicacién de luz UV-C;

es decir, se encuentran el limite de la percepcion humana.

Dichos cambios de color pueden explicarse debido a la transformacién quimica que
sufren los compuestos coloridos en los frutos (en este caso las semillas) luego de
haberse sometido al calor o la radiacion (Rawson et al., 2011).

Gabriel et al. (2017) reportan cambios ligeros en el color de hojuelas de coco
deshidratadas luego de someterlas durante 5 minutos a radiacion UV-C, siendo el
valor de a* el que presento los mayores cambios, en su estudio alcanzan un promedio

de AE de 2.3 (catalogado como no perceptible para el ojo humano no entrenado).

Nuestro estudio concuerda con lo reportado por Rawson et al. (2011), quien

establece que uno de los efectos de someter frutos a tecnologias no térmicas (como
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la radiacion UV-C) pueden ser alteraciones en el color debido a la transformacién y/o

degradacion de compuestos coloridos como las antocianinas y carotenos.

Por su parte, Bingol et al. (2011) afirmaron que al someter nueces de macadamia y
almendras crudas a una pasteurizacion con calor a temperaturas de entre 100 y
140°C, no existen cambios estadisticamente significativos en el color ni en la

apreciacion que un panel sensorial tuvo sobre el producto final.

En otro estudio, Ding et al. (2015) exploraron el uso de aire caliente forzado como
una tecnologia para mejorar el color y la aceptabilidad del arroz blanco, debido a que

al someter el producto a temperaturas de 60° C se mejoroé la aceptacion del arroz.

Para efectos de nuestro estudio no fue posible la evaluacion sensorial de las semillas
luego de haberlas sometido a los distintos tratamientos; sin embargo, como
perspectiva a futuro podria evaluarse la capacidad que tiene el consumidor de
detectar realmente los cambios en el color o bien, si mejora la aceptacion como en

algunos casos descritos en la bibliografia.

5.9.4 Efecto de la aplicacion de luz UV-C y aire caliente forzado sobre la

oxidacion de lipidos de semillas

Uno de los mayores problemas de deterioro que presentan las semillas y en general
los productos de baja aw, es la rancidez oxidativa de los lipidos presentes. Es por

esta razon que en este estudio se evaluaron los cambios oxidativos en los productos.

Tabla 26. Efecto de la luz UV-C y el aire caliente sobre la oxidacion de lipidos de

las semillas
Producto Tratamiento indice de oxidacion
(mEq Kg?)
Amaranto Sin tratamiento 0.53 + 0.0232A
Luz UV-C 0.68 £+ 0.032 B
Aire caliente 0.59+0.018 A

& Media + desviacion estandar (n=3); letras diferentes expresan diferencias
estadisticamente significativas (Prueba t de significancia p<0.05).
S/T= muestras sin tratamiento (control)
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UV-C= muestras tratadas con luz UV-C (5 min a 254 nm).
A.C= Muestras tratadas con aire caliente forzado (120° C por 5 min).

En la Tabla 26 se puede observar el indice de oxidacion de lipidos de las semillas de
amaranto luego de la aplicacion de los tratamientos. No se registraron cambios
estadisticamente significativos en los valores obtenidos luego de la aplicacién del
tratamiento con aire caliente con respecto a las muestras sin tratar, pero si en
aquellas que fueron sometidas a radiacion UV-C. No se muestran los resultados de
las semillas de chia y ajonjoli debido que no se obtuvieron datos veridicos en la
determinacién, debido a que se presentaron interferencias estequiométricas entre las

muestras y los reactivos del método empleado.

Segun lo reportado por la Almond Board of California, el limite maximo de peréxidos
gue debe haber en una nuez, almendra o semilla debe ser <5 mEq Kg* para ser
aceptado como un producto de calidad (referencia); de tal manera que, para el caso
de la semilla de amaranto, pese a haber mostrado diferencias estadisticamente

significativas, pueden considerarse como aceptables.

Por otro lado, Venkitasamy et al. (2017) informa que el indice de peroxidos que
alcanzan los pistachos luego de haber sido sometidos a un tratamiento de aire
caliente (6 h a 80°C) fue de 0.85 mEq Kg y que al someter el mismo producto a un
secador solar, el indice de peréxidos es 1.3 mEq Kg*, de tal manera que resulta

mejor el tratamiento de aire caliente que la deshidratacion solar.
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6. CONCLUSIONES

Como resultado de esta investigacion, se establecié el perfil microbiano de algunas
especies de semillas mexicanas (chia, amaranto y ajonjoli), asi como algunas de sus

caracteristicas fisicas y quimicas mas importantes.

Se evidenciaron las malas practicas higiénicas en el manejo de los productos de baja
aw de venta a granel en mercados y supermercados de la ciudad de Querétaro, ya
gue se encontro una elevada prevalencia y concentracion de S. enterica en las tres

especies de semillas analizadas (31 % en chia, 15 % en amaranto'y 12 % en ajonjoli).

Es inminente el riesgo que existe al consumir estos productos, pues Salmonella es
capaz de sobrevivir por largos periodos (hasta 8 meses) enlas semillas almacenadas

a temperatura ambiente.

Los experimentos realizados permitieron verificar que E. faecium puede ser usado
como un subrogado confiable para S. enterica en tratamientos térmicos y no térmicos

en semillas.

La aplicacion de UV-C y aire caliente forzado a las semillas de chia, amaranto y
ajonjoli logré reducir considerablemente las poblaciones de E. faecium, cumpliendo
en su mayoria con la recomendacion de la FDA que especifica que para que un
tratamiento destinado al control de los microorganismos patdgenos en los alimentos

sea efectivo, debe eliminar al menos 5 ciclos logaritmicos la poblacién microbiana.

Con la aplicaciéon de la UV-C no se afectaron negativamente la composicién
bromatolégica y el color de las tres especies de semillas, y en el caso de amaranto,
tampoco afect6 el indice de oxidacion de grasas. En el caso de la aplicacion de aire

caliente si se observaron variaciones estadisticas en la composicion bromatolégica.

Las semillas sometidas a los tratamientos con luz UV-C y aire caliente forzado
mostraron un aumento en el contenido de compuestos fendlicos, flavonoides y

capacidad antioxidante.
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De manera global el tratamiento con luz UV-C, podria considerarse la mejor opcion
para la descontaminaciéon de las semillas, ya que cumple con los criterios
establecidos, no afecta las caracteristicas de las semillas y aumenta el contenido de
los compuestos fendlicos con capacidad antioxidante, que es una de las razones que

motiva a los consumidores a comprar este tipo de alimentos.

AuUn queda un gran espacio para la investigacion en torno a la aplicacion de nuevas
tecnologias en alimentos de baja aw como las semillas. La realizacion de este trabajo
es una gran aportacion ya que propone el uso de dos tecnologias para mejorar la

inocuidad de las semillas que se producen y comercializan en México.

En colaboracién con el CICATA-IPN Querétaro, se construyeron dos equipos de
desinfeccion microbiana efectivos para semillas, lo. cual es evidencia de que el
trabajo interdisciplinario en la investigacion es esencial para el mejoramiento de la
inocuidad y calidad de los alimentos y con ello mejorar las probleméaticas del sector

productivo del pais.
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8. ANEXOS
Anexo 1. Equipo de luz UV-C

Lampara de luz UV-C Pinzas sujetadoras

Cubierta de aluminio
refleiante de la luz UV-C
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Anexo 2. Equipo de aire caliente forzado

Pistola de aire
caliente forzado

Anillo y soporte
universal

Tazén contenedor
del alimento de vidrio
refractario

Base giratoria de metal
y madera
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