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RESUMEN

El aumento en el consumo de frutas minimamente procesadas como la pifia y su
implicacion en brotes de enfermedad evidencian la necesidad de disefar
tratamientos de desinfeccion efectivos. Se evalud el efecto de desinfectantes
qguimicos y calentamiento 6hmico sobre la inactivacion de Salmonella enterica'y
Listeria monocytogenes en pifia minimamente procesada y sobre atributos de
calidad del producto durante su almacenamiento. Se investigo la presencia de
Salmonella, L. monocytogenes y microorganismos indicadores de calidad sanitaria
(bacterias mesdfilas aerobias, coliformes totales y fecales, Escherichia coli, hongos
y levaduras) en muestras colectadas en supermercados, mercados y vendedores
ambulantes de la ciudad de Querétaro; de igual manera se midieron variables fisicas
y quimicas (pH, acidez total titulable, sélidos solubles totales, actividad de agua,
color y textura). Posteriormente se evaluo el efecto de tratamientos de desinfeccidn
quimica (hipoclorito de sodio, &cido peracético, agua electrolizada neutra y extracto
de citricos) y calentamiento 6hmico sobre la reduccién de los microorganismos
subrogados de Salmonella (E. faecium) y L. monocytogenes (L. innocua). Las
muestras obtenidas de puestos ambulantes mostraron los conteos mas altos de
BMA (5.82 Log UFC g1), hongos (3.95 Log UFC g?), levaduras (5.85 Log UFC g?)
y E. coli (3.25 NMP g1) contrastando.con las muestras de los supermercados.
Salmonella spp. estuvo presente en mercados y puestos ambulantes con incidencia
fue 8.8 y 18% respectivamente y no se detectdé en los supermercados y L.
monocytogenes lo estuvo en los tres sitios de muestreo (supermercados 33.3 %,
mercados 8.8 % y puestos ambulantes 2 %). Los comportamientos de E. faecium y
L. innocua fueron similares a los de S. enterica y L. monocytogenes,
respectivamente (p < 0.05). Ninguno de los desinfectantes quimicos redujo mas de
3 Log UFC g de los subrogados en la pifia. En contraste, con el calentamiento
6hmico a 20 V cm?, 65 °C y 1 min redujo 4.5 Log UFC g?, sin afectar las
caracteristicas fisicas'y quimicas del fruto. La vida de anaquel de la pifia tratada con
calentamiento 6hmico almacenada a 4 y 10 °C fue (15 y 9 dias, respectivamente)
fue superior al de las muestras no tratadas. Se concluye que el calentamiento
Ohmico es una opcion viable para la desinfeccion de pifia minimamente procesada.

Palabras clave: pifia, Salmonella, Listeria monocytogenes, calentamiento 6hmico,
descontaminacion, subrogado.



SUMMARY

The increase in the consumption of minimally processed fruits such as pineapple
and its involvement in disease outbreaks show the need to design effective
disinfection treatments. The effect of chemical disinfectants and ohmic heating on
the inactivation of Salmonella enterica and Listeria monocytogenes in minimally
processed pineapple and on product quality attributes during storage was evaluated.
The presence of Salmonella spp., L. monocytogenes and sanitary quality indicator
microorganisms (aerobic mesophilic bacteria, total and fecal coliforms, Escherichia
coli, fungi and yeasts) in samples collected in markets, supermarkets and street
stalls in the city of Querétaro was investigated; Similarly, physical and chemical
variables (pH, total titratable acidity, total soluble solids, water activity, color and
texture) were measured. Subsequently, the effect of chemical disinfection
treatments (sodium hypochlorite, peracetic acid, neutral electrolyzed water and
citrus extract) and ohmic heating on the reduction of subrogated microorganisms of
Salmonella enterica (E. faecium) and L. monocytogenes (L. innocua) were tested.
Samples obtained from street stalls showed the highest counts of BMA (5.82 Log
UFC g1), molds (3.95 Log UFC g1), yeasts (5.85 Log UFC g!) and E. coli (3.25 NMP
g?) contrasting with supermarket samples. Salmonella spp. was present in markets
and street stalls with an incidence of 8.8 and 18% respectively and was not detected
in supermarkets and L. monocytogenes was found in the three sampling sites
(supermarkets 33.3%, markets 8.8% and street stalls 2%). The behaviors of E.
faecium and L. innocua were similar to those of S. enterica and L. monocytogenes,
respectively (p < 0.05). None of the chemical disinfectants reduced more than 3 Log
UFC g! of the surrogates in pineapple. In contrast, with ohmic heating at 20 V cm-?,
65 °C and 1 min reduced 4.5 Log UFC g, without affecting the physical and
chemical characteristics of the fruit. The shelflife of the pineapple treated with ohmic
heating stored at 4 and 10 °C was (15 and 9 days, respectively) was superior to that
of the untreated samples. In conclusion, that ohmic heating is a viable option for
minimally processed pineapple disinfection.

Keywords:  pineapple, Salmonella, Listeria monocytogenes, ohmic heating,
decontamination, surrogate.
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l. INTRODUCCION
La poblacion mundial cada dia esta mas consciente de los beneficios del
consumo de los productos hortofruticolas; sin embargo, el estilo de vida actual ha
llevado a poner a disposicion del consumidor opciones de alimentos minimamente
procesados que no requieran preparacion previa a su consumo. Estos son,
generalmente, frutas y hortalizas lavadas, peladas, cortadas y empacadas listas para

el consumo (Lagunes-Martinez et al., 2017; Moubarac, 2017)

Desafortunadamente, el ndmero de brotes asociados al consumo de
productos minimamente procesados ha aumentado debido a que durante su
procesamiento ocurre facilmente su contaminacién,. en especial en la etapa de
cortado. En Estados Unidos (EE.UU.), en un periodo de cuatro afios se han
presentado 71 brotes con mas de 2,000 enfermos siendo los principales agentes
causales Salmonella spp., Listeria monocytogenes y Escherichia coli O157:H7 en
productos tales como la papaya, pepino, mango, melon, tomate y fresas (CDC,
2017).

En la industria de los productos hortofruticolas minimamente procesados, el
control de microorganismos patégenos se lleva a cabo tradicionalmente mediante la
aplicacion métodos de desinfecciobn con productos quimicos, siendo el mas
empleado el hipoclorito de sodio; sin embargo, su uso a las concentraciones
permitidas no garantiza la completa eliminacion de los microorganismos
contaminantes. En estudios en los cuales se aplico hipoclorito de sodio a 200 ppm
se logran reducciones de 1.4 Log UFC g de E. coli en guayaba, 2.1 Log UFC g* de
Salmonella en zanahoriay 1.2 Log UFC g de L. monocytogenes en zanahoria (Ruiz-
Cruz et al., 2007; Har et al., 2013). Otro desinfectante empleado en la industria de
productos hortofruticolas es el diéxido de cloro el cual reduce 1.2 Log UFC g-! la
poblacién de E. coli en guayaba y 1.1 Log UFC g de bacterias meséfilas aerobias
en fresas (Har et al., 2013; de Sdo José et al., 2015). Alternativas como el acido
peracético reducen entre 2.8 a 3.5 Log UFC g de Salmonella y L. monocytogenes

en frutas minimamente procesadas (Abadias et al., 2011).



Por tanto, se hace necesaria la busqueda de tratamientos de
descontaminacion efectivos que garanticen el cumplimiento de los estandares
establecidos para ser considerados como efectivos (5 Log UFC de reduccion).
Recientemente, para eliminar microorganismos patdgenos en alimentos, se han
empleado con éxito tecnologias emergentes como el calentamiento 6hmico tanto en
liquidos como jugos de naranja, manzana, uva, granada, zanahoria, melon, etc.; y

en soélidos como papas, coliflor, fresas, etc.

La pifia (Ananas comosus L.) es una fruta tropical de las mas consumidas a
nivel mundial debido a su sabor, presencia de jugo y nutrientes. En México, la
produccién de pifia en las Ultimas dos décadas ha tenido un crecimiento del 29%,
exportando aproximadamente 8% de la produccién nacional a EE.UU., siendo este
pais el principal importador de pifia fresca cortada y minimamente procesada,

seguido de los Paises Bajos, Alemania y Japén.

La pifia no esta exenta de una posible contaminacién con microorganismos
patégenos como Salmonella y L. monocytogenes. Si bien el pH de la pifia (3.5 a 3.7)
es una limitante para el desarrollo de microorganismos, se ha documentado que
estos patdgenos pueden sobrevivir en ambientes 4cidos hasta por una semana como
es en la propia pifia, tomate deshidratado y mango. Sin embargo, hasta el momento
no se tienen datos acera de la incidencia de microorganismos patdégenos en pifia
minimamente procesada. Tampoco se ha evaluado la eficacia de tratamientos de

descontaminacién que se aplican sobre la fruta.

El objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto de la aplicacion de
desinfectantes quimicos y calentamiento 6hmico en la inactivacién de S. enterica y
L. monocytogenes en pifia minimamente procesada y en los atributos de calidad del

producto durante su almacenamiento.



II. ANTECEDENTES
[1.1 Tendencias de consumo de alimentos

[1.1.1 Productos de conveniencia

Hoy en dia existen cada vez mas productos alimenticios en el mercado para
gue el consumidor elija. El estilo de vida actual, la necesidad de ahorrar tiempo, la
facilidad y preparacion minima que requieren los alimentos han desencadenado la
popularidad de los productos llamados “de conveniencia”. La comida de conveniencia
consiste en productos de origen animal o vegetal, en presentaciones crudas, cocidas
0 precocidas que pueden comercializarse como listos para el consumo, ya sea
directamente o siguiendo métodos adicionales de calentamiento.o coccion (Lagunes-
Martinez et al., 2017).

Los productos de conveniencia se clasifican segun el proceso fisico,
bioloégico y quimico al que fueron sometidos, asi como la naturaleza y el propdésito

con el que fue aplicado (Tabla 1).

Tabla 1. Clasificacion de los productos de conveniencia.

Clasificacion Descripcion Ejemplos

_ _ . Emparedados, ensaladas,
Listo para comer . No necesitan una preparacion

frituras
_ Requiere un calentamiento Productos congelados
Listo para calentar _
antes del consumo Productos deshidratados

) ) Productos que han sido _
Listos para cocinar o Frutas y hortalizas
minimamente procesados

(Chen, 2016)

Los productos minimamente procesados son aquellos que han sido

alterados de manera que no se afiaden o introducen nuevas sustancias (grasas,



azucares o sales) pero que generalmente involucran la remocion de partes del
producto. Se incluyen hortalizas, frutas, granos, nueces, carnes, pescado, mariscos,
huevo y leche. Las técnicas de procesamiento aplicadas preservan al alimento y
extienden su vida de anaquel (Moubarac, 2017).

[1.1.2 Frutas minimamente procesadas
La poblacion esta cada vez mas consciente de los beneficios del consumo
de frutas frescas; sin embargo, no muchas personas tienen el tiempo para
prepararlas cada dia, por lo que el consumo de frutas minimamente procesadas ha

aumentado significativamente en los ultimos afios (de Sdo Joseé et al., 2012).

Las frutas minimamente procesadas son productos que estan parcialmente
preparados mediante una serie de operaciones que no afectan su frescura ni calidad.
El resultado es que pueden ser preparados  y. consumidos inmediatamente
(Priyadarshi et al., 2014).

[1.1.2.1 Procesamiento de frutas minimamente procesadas
Los consumidores buscan frutas que estén peladas y si es posible en
rodajas, ralladas o trituradas. Un diagrama general de su preparacion se presenta en

la Figura 1.
Recepcion P, Lavado del Reduccién
de materia > 333?%5?:?6% —| producto >| Pelado* [>| detamafio (> del_sﬁ\ri?gc%%)n
prima entero y cortado*

v ]
Almacenamiento

Enjuague |>| Secado [>| Envasado > del producto > Distribucion
terminado

*Pasos opcionales dependiendo de la fruta

Figura 1. Diagrama de flujo de la preparacion de frutas minimamente procesadas
(Ahvenainen, 1996).



Para el procesamiento minimo de frutas, primeramente, se desinfecta la
superficie exterior, enseguida se pela la fruta y luego se puede pasar por un
cortador/rebanador o se corta manualmente. Dependiendo de la fruta, las porciones
se pueden o no lavarse después del corte. La preparacion de frutas minimamente
procesadas se complica por la naturaleza inherente de las mismas, en las cuales, los
procesos de ablandamiento y otros procesos madurativos continGan después de la
cosecha. Por lo que el encontrar el balance correcto entre la calidad, sabor y firmeza
es un asunto clave para lograr que tengan una vida de anaquel adecuada
(Priyadarshi et al., 2014).

1.2 La pifia
11.2.1 Botanica
La pifia (Ananas comosus L., Merril) es una planta monocotiledonea,
herbacea y perenne, originaria de América del Sur, perteneciente a la familia de las
bromeliaceas y al género Ananas. Aunque la mayoria de las bromeliaceas son
epifitas, es decir, que crecen sobre otras plantas terrestres; la pifia es una planta que
crece en el suelo a expensas de los nutrientes presentes en éste y que son captados

por sus raices (Figura 2) (Stewart, 2018).

Corona

Figura 2. Partes de la planta de pifia (Modificado de Stewart, 2018).
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Las flores dan fruto sin necesidad de fecundacion del ovulo, en cambio se
desarrollan unos frutos en forma de baya, que juntamente con el eje de la
inflorescencia y las bracteas, dan lugar a una infrutescencia carnosa llamada sorosis.
La inflorescencia contiene entre 100 y 200 flores colocadas en forma de espiral,
fusionadas al eje central. La floracion se prolonga entre 30 y 60 dias
aproximadamente: el fruto maduro se obtiene 135 dias después de haber emergido
la flor. Cada tallo florece s6lo una vez y muere después de fructificar, entonces, un
brote lateral (hijuelo) toma el lugar de la planta madre. Existen muchos cultivares de
Ananas, no obstante, los predominante son “Cayena Lisa” y “MD2” o “Miel” (Stewart,
2018).

La pifia es un fruto mdltiple ovalado y grueso que mide en promedio 30 cm
de largo y 15 cm de diametro, en funcién de la variedad. Su pulpa comestible esta
rodeada de bracteas verdes que pasan a anaranjadas al madurar, formando la piel
del fruto. En el extremo superior las bracteas se transforman en una corona de hojas.
Su pulpa amarilla o blanca, es carnosa, aromatica, jugosa y agridulce. En su interior

hay un tronco fibroso duro que va desde la corona al pediculo (SAGARPA, 2017).

[1.2.2 Produccion y consumo

La pifia es la tercera fruta tropical mas producida, comercializada y
consumida en el mundo por su sabor, jugo y calidad nutricional; es un fruto con alto
valor en el mercado internacional y con potencial en la fabricacion de productos
agroindustriales. En el periodo 2003-2016, la produccion de pifia en México crecid
29 %, ademas que las exportaciones aumentaron a un ritmo acelerado en el mismo
periodo pasando de 20.8 mil a 86.3 mil toneladas. Las importaciones mundiales han
aumentado 38 % en la ultima década lo que ha generado un incremento en las
exportaciones mexicanas, principalmente con destino a EE.UU pais que a su vez
importa la mayor parte de la pifia fresca cortada con un estimado del 46 % del
mercado global, siendo uno de los productos tropicales de mayor valor agregado
(Strawn et al., 2010; SAGARPA, 2017).



La principal forma de consumo de la pifia es en fresco, en cubos y
rebanadas. En la industria de los alimentos se elaboran jugos y concentrados, jaleas
y preparaciones enlatadas. En el caso de la pifia minimamente procesada, su
produccion sigue los pasos basicos mencionados en la Figura 1. Brevemente, la fruta
se sumerge en una solucion de agua clorada o es lavada con una solucién de agua
con hidréxido de sodio en forma de cascada; en el paso de pelado se elimina la
cascara y el corazén para después pasar al cortado. Un paso adicional es la
centrifugacion para eliminar el exceso de jugo y el almacenamiento se recomienda a
5°C con una humedad relativa del 90% (Priyadarshi et al., 2014).

11.2.3 Composicion
La pifia es conocida como la reina de las frutas debido a su excelente olor y
sabor ligado a sus beneficios para la salud. La pifia contiene cantidades
considerables de carbohidratos, fibra y agua con un minimo de lipidos y sodio (Tabla
2); los principales carbohidratos que tiene son sacarosa, glucosa y fructosa asi como
calcio, potasio y vitamina C. El &cido organico més abundante es el &cido citrico (Joy
et al., 2016).

Tabla 2. Composicion de la pifia (USDA, 2018).

Nutriente Valor por 100 g
Agua 85.66
Proteina 0.53
Lipidos totales 0.11
Carbohidratos 13.50

Fibra dietaria total 1.4

Azucares totales 10.32
Vitamina C (Acido ascorbico total) 0.564




I1.3 Fuentes de contaminacion de frutas

Las frutas se encuentran expuestas a contaminacion por microorganismos
patdgenos antes, durante y después de su cosecha (Figura 3). Las frutas no suelen
contener los microorganismos en su interior, sino que su presencia se limita al
exterior. El origen, caracteristicas fisicas y estructurales, y composicion quimica de
las frutas son determinantes de su contenido cualitativo y cuantitativo de
microorganismos. Los tipos de microorganismos presentes (bacterias, virus, hongos,
levaduras y paréasitos) dependen de cada producto y pueden ser muy variables
(Escartin, 2008).

r .

Excremento Insectos
/ ‘ N Cosecha,
‘x \ .
\ manejo,
/ I : \Hx‘ﬂ \ ambientje de
y Aguas residuales ~. Y
WO . ~ procesamiento
/ lx e "“\__x \ A “\H
. "'\ L - L} F b
Amma@s Agua .7~ - Frutas Humano
. ' : contaminacion cruzada
. Suelo ( . )
T, e
\ d
Plantas ENSl@8  came, leche, huevo

Figura 3. Fuentes de contaminacion microbiana a frutas (Modificado de Beuchat,
1996).

Bacterias como Clostridium botulimun, Bacillus cereus y L. monocytogenes
se encuentran frecuentemente en suelos, mientras Salmonella spp, Shigella spp, E.
coli y Campylobacter spp habitan en el tracto intestinal de animales, incluyendo

humanos, y contaminan la fruta cruda por el contacto con heces o aguas de riego.



La contaminacion puede ocurrir en el manejo en poscosecha, incluyendo los puntos

de preparacion y de venta (FAO, 1997).

[1.3.1 Contaminacion en poscosecha

En especial, los pasos de produccion en las frutas minimamente procesadas
son de especial atencién ya que son los puntos de contaminacion mas comunes.
Durante el pelado, cortado y triturado, la superficie del producto es expuesta al aire
y a una posible contaminacion con bacterias, hongos y levaduras. Inclusive en estos
mismos pasos se puede llevar a cabo una contaminacion cruzada debido al uso de
los cuchillos, rebanadoras y otros equipos. La barrera de proteccion epidérmica es
rota aumentando la concentracion de nutrientes disponibles y proveyendo una gran
area superficial que facilita el crecimiento microbiano; en consecuencia, disminuye la
calidad de la fruta si se contamina la fruta. Adicionalmente, el dafio mecanico
causado a las células durante su procesamiento puede incrementar la tasa de
senescencia del tejido disminuyendo la resistencia al deterioro microbiano, el
procesamiento minimo no garantiza la esterilidad del producto y se tiene un

metabolismo elevado en las células del fruto y su confinamiento (Ramos et al., 2013).

Por lo que se aumenta el riesgo a la salud de los consumidores en caso de
que en los productos se encuentren presentes microorganismos patdgenos ya que

éstos pueden proliferar durante al almacenamiento (Taylor et al., 2009).

Il.4 Microorganismos patégenos asociados a frutas

De los riesgos por consumo de alimentos, incluyendo los peligros fisicos,
guimicos'y biolégico por su consumo, generan un estimado de 48 millones de casos
cada-afio en los EE.UU., incluyendo 9.4 millones ocasionados por bacterias,
especificamente por bacterias patdégenos. De los brotes presentados el 38 % fue
causado por virus, 54 % por bacterias, 7 % por productos quimicos y 1 % por
parasitos (CDC, 2017). La frecuencia con la que ocurren brotes causados por la
ingesta de productos minimamente procesados ha incrementado en afios recientes
y esta tendencia tiene relacibn con el aumento en su consumo. Ademas, los

tratamientos de descontaminacidon que se aplican a las frutas minimamente



procesadas no aseguran la inocuidad microbiologica, pudiendo ocurrir la presencia
de microorganismos patdégenos como Salmonella, L. monocytogenes y E. coli

(Sivapalasingam et al., 2004).

En 2015 se registraron un total de 902 brotes en EE.UU., de los cuales
Salmonella fue el segundo agente etiologico mas comun, con 34% de brotes y 39%
de enfermos, de estos brotes el serotipo Enteritidis fue el mads comun. Los brotes
causados por Salmonella resultaron en el mayor nimero de hospitalizaciones y de
muertes seguido de Listeria (CDC, 2012). Dentro de estos brotes E. coli O175:H7 es
la mayor causa de colitis hemorragica y sindrome hemolitico urémico causando un
estimado de 73,000 casos y 61 muertes anualmente. De estos casos, se estima que
85% son causados por transmisiéon por alimentos. E. coli productora de toxina Shiga

causo 6% de los brotes y 3% de los enfermos (Sodha et al., 2011).

Dentro de las categorias de alimentos, las frutas minimamente procesadas
y frescas registraron 71 brotes relacionados con su consumo entre 2011 y 2015
conduciendo a 2323 casos (CDC, 2012) (Tabla 3Error! Reference source not
found.).

Tabla 3. Brotes de enfermedad asociados al consumo de frutas frescas y
minimamente procesadas en EE.UU. (CDC, 2017).

Fruta Microorganismo Casos Hospitalizados Muertes
Coco rallado
congelado S. Newport 27 6 0
S. Urbana 7 4 0
S. Newport 4 0
Papaya ‘Maradol’ S. Anatum 20 5 1
S. Infections 220 68 1
S. Uganda 81 27 0
Pepino S. Poona 907 204 6

10



Pepino S. Newport 141 38 1
Mangos S. Braenderup 127 33 0
Meldn S. Typhimurium 261 94 3
Mamey congelado S. Typhi 9 7 0
Meldn S. Litchfield 51 16 0
Tomates S. Typhimurium 183 22 0
Frutas congeladas L. monocytogenes 9 9 4
Manzana L. monocytogenes 35 34 7
Meldén L. monocytogenes 147 143 33
Meldn cortado S. Adelaide 60 31 0
Meldn cortado S. Carrau 137 38 0

11.4.1 Salmonella spp.

Salmonella es una bacteria bacilo, Gram negativo, no esporulada, aerobio o
anaerobio facultativo que pertenece a la familia de las Enterobacteriaceae, y esta
asociado al tracto de animales de sangre caliente. El género incluye dos especies:
S. enterica 'y S. bongori. Esta Ultima es considerada no patégena para el hombre; sin
embargo, S. enterica tiene numerosos serovares patdégenos, tanto para el hombre
como para algunos animales. Dentro del género Salmonella se ha identificado cerca
de 2600 serotipos y la mayoria de estos tienen la habilidad de adaptarse a diversos
huéspedes animales, incluyendo humanos (Cosby et al., 2015; Eng et al., 2015).

Salmonella tiene una temperatura 6ptimo de crecimiento de 35 °C a 40 °C,
con un rango de crecimiento de 2 a 54 °C, aunque en general no crece bien a
temperaturas bajas. Sin embargo, la mayoria de las cepas sobreviven en ambientes

acidos (pH < 4.6) y resisten la deshidratacion (Cosby et al., 2015).

La severidad de la infeccion de Salmonella varia en funcién del serotipo
involucrado y del estado de salud de la persona. Nifios por debajo de cinco afos,
adultos mayores y pacientes inmunocomprometidos son mas susceptibles a

infecciones por Salmonella. La mayoria de las cepas de Salmonella son patogénicas
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ya que tienen la habilidad de invadir, replicarse y sobrevivir en las células huésped
desencadenando una enfermedad. Salmonella muestra una caracteristica notable
durante la invasion de células humanas ya que induce su propia fagocitosis con el fin
de obtener acceso a la célula huésped. Esto se logra mediante las islas de
patogenicidad de Salmonella (SPIs, por sus siglas en ingles) que codifican para las
estructuras implicadas en el proceso de invasién. Cuando las bacterias ingresan al
tracto digestivo a través de agua o alimentos contaminados, tienden a penetrar en
las células epiteliales que recubren la pared intestinal (Figura 4). Las SPIs codifican
los sistemas de secrecion tipo lll, que son proteinas que permiten a Salmonella
inyectarse a través de la membrana de la célula epitelial intestinal hacia el citoplasma

provocando la enfermedad (Eng et al., 2015).
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Figura 4. Infeccion de Salmonella en células epiteliales del intestino (Eng et al.,
2015).

Los sintomas de la salmonelosis incluyen diarrea, dolor abdominal, nauseas
y vomito con una duracion de uno a siete dias; en casos mas extremos la infeccion
puede llevar a una septicemia y muerte. La dosis infectante para salmonelosis en

adultos esta en un rango de 10* a 108 células, pero también puede ser muy baja (de
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10! a 10? células), dependiendo de la persona por lo que es necesario tener un

control sobre esté patogeno (Cosby et al., 2015).

[1.4.2 Listeria monocytogenes
L. monocytogenes es un bacilo corto Gram positivo, no esporulado, de
aproximadamente 1.2 x 0.5um, a veces calificado de cocoide y corineforme por
mostrar diploformas dipuestas en “V”. Es una bacteria omnipresente y comun en el
medio ambiente. Se aisla de ecosistemas, tales como los relacionados con el

procesamiento y manejo de los alimentos (Fernandez-Escartin, 2008).

El crecimiento de Listeria ocurre entre 3 y 45°C, pero el rango de
temperatura optimo es de 30 a 37°C. El organismo_se multiplica en condiciones
aerobicas y microaerdfilas a valores de pH mayores a 9.6. Se observa que no hay
crecimiento en condiciones anaerébicas y su multiplicacion es inhibida a valores de
pH menores de 4.5 (Low et al., 1997).

La listeriosis es una enfermedad causada por bacterias del género Listeria
siendo L. monocytogenes la especie mas patogénica en animales y humanos. La
ingesta de alimentos contaminados es la principal ruta de infeccién. En el estbmago
puede ser que el ambiente acido inactive parte de las bacterias pero la misma matriz
alimentaria puede actuar como proteccion (McLauchlin et al., 2004). Una vez que la
bacteria llega al epitelio intestinal, atraviesa la barrera intestinal y se disemina a
través del sistema linfatico y la sangre hacia érganos: como el higado, pulmén, bazo,
rifidn y cerebro (Figura 5) (Radoshevich et al., 2018).

Esta bacteria causa principalmente infecciones intrauterinas, meningitis y
septicemia. La listeriosis en el embarazo se manifiesta como una infeccion sistémica
severa en el feto que puede conducir al aborto. En adultos y jovenes, los principales
efectos consisten de una alteracién en el sistema nervioso central y/o septicemia,
aunque son los inmunocomprometidos los mas susceptibles a esta enfermedad. La
tasa de mortalidad de listeriosis ha sido estimada entre 20 % y 40 % vy los
sobrevivientes, particularmente aquellos con afectaciones al sistema nervioso

central, desarrollan secuelas (McLauchlin et al., 2004).
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Figura 5. Organos afectados durante la listeriosis (Radoshevich et al., 2018).

11.4.3 La pifia como vehiculo de microorganismos patégenos en humanos
Hasta el momento no se conoce la incidencia de microorganismos
patdgenos en la pifia minimamente procesada, asi que los reportes de pifia como
alimento implicado son reducidos (Sivapalasingam et al., 2004).

Sin embargo, la pifia fresca y su jugo han sido vinculados a brotes de
enfermedad. En 1994 un brote con un nimero indefinido de casos de E. coli 011:H43
ocurrié en los EE.UU. y en 1996 un brote con 116 casos de salmonelosis se presento
en Singapur, ambos relacionados con el consumo de pifia fresca. En el brote de
Singapur se identificé a S. Weltevreden como el agente etiologico, y fue aislada de
la pifia-fresca cortada y de otras tres frutas. Se concluyé que la fuente de
contaminacién mas probable fue el agua empleada en la linea de produccién (Strawn
et al., 2010).

Otros patégenos han sido asociados con su consumo como C. jejuni en un
brote en 2002 en EE.UU., de igual manera cuatro brotes de Norovirus han sido
documentados con productos no especificados de pifia en 1999, 2001, 2002 y 2003,
asi como un brote relacionado directamente con el consumo de pifia fresca cortada
en 2001 (Strawn et al., 2011).
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I1.4.4 Sobrevivencia de microorganismos patégenos humanos en pifia

En un estudio llevado a cabo con pifias inoculadas con E. coli O157:H7 y
Salmonella, se observé que el ambiente acido de la pifia no permite el crecimiento
de estos patdgenos; sin embargo, logran sobrevivir por varios dias en la fruta
almacenada a diferentes temperaturas (23, 12, 4 y -20°C). Salmonella enterica
sobrevive mejor en temperatura de refrigeracion (4°C) que a temperaturas mas altas
(23 y 12°C). La principal limitante para el crecimiento de E. coli y Salmonella en la
pifia es el bajo pH y la cantidad de fibra no fermentable que reduce los nutrientes que
pueden ser utilizados por los microorganismos (Strawn et al., 2010; Abadias et al.,
2012).

L. monocytogenes puede sobrevivir y crecer-en una amplia variedad de
frutas frescas cortadas como melén, papaya-y apio; si bien la alta acidez y
composicién de la pifia puede ser considerada como una barrera para el crecimiento
del patdgeno, éste se puede mantener viable en pifia cortada por cuatro dias a 25°C
y hasta por seis dias a 5°C (Feng et al., 2015).

[1.5 Métodos de descontaminacién aplicados a frutas minimamente procesadas.

Los métodos de descontaminacion mas comunes aplicados a las frutas
minimamente procesadas son la desinfeccibn con agentes quimicos o fisicos
(tratamientos térmicos como esterilizacion o pasteurizacion) (Barba et al., 2018). Sin
embargo, hoy en dia existen otras alternativas llamadas tecnologias emergentes que
presentan una serie de ventajas respecto a otros métodos. Las tecnologias
emergentes se empezaron a estudiarse a principios del siglo pasado y recientemente
se ha visto su aplicacion con éxito en el procesamiento de diversos alimentos como
jugos de frutas. En la actualidad, muchas tecnologias ya tienen aplicaciones y
equipos industriales (Barba et al., 2018).

[1.5.1 Métodos quimicos

Los agentes quimicos frecuentemente son usados para la inactivacion de
microorganismos patégenos; sin embargo, estos tratamientos permiten también la
eliminacion de algunos microorganismos causantes de deterioro y en consecuencia

se extiende la vida de almacén de los productos minimamente procesados. Es un
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hecho que los desinfectantes quimicos no propician una reduccion microbiana
eficiente (Tabla 4). El hipoclorito de sodio ha sido ampliamente empleado como
desinfectante para el lavado de frutas, hortalizas y productos cortados. Las
concentraciones empleadas en la industria estan en un rango de 50 a 200 ppm. Su
efectividad depende de la proporcion de hipoclorito y acido hipocloroso, pero se ha
visto que esta concentracidon maxima (200 ppm) no reduce los 5 Log UFC requeridos

por la FDA para considerarlo un desinfectante eficiente (Jin et al., 2017).

Los desinfectantes quimicos son percibidos como negativos por los
consumidores, peligrosos para la salud humana y dafinos para el medio ambiente,
ademas de que su efectividad depende del pH y algunos son inactivados con materia
organica (Pinela et al., 2017). Otros desinfectantes quimicos usados son el yodo, las
sales cuaternarias y los acidos organicos débiles que comparten las limitaciones de
ser dependientes del pH, corrosivos y prohibidos en algunos paises. Existen algunas
alternativas como el uso de acido peracético gue se considera menos contaminante
y mas seguro, su mecanismo de accion se basa en el rompimiento de la membrana
celular oxidandola con el radical hidroxilo. Una alternativa méas reciente son los
extractos de citricos (toronja, mandarina, naranja) los cuales contienen &cidos
organicos, polifenoles y glucidos que llevan a una deshidrataciéon de la membrana.
El agua electrolizada es un nuevo desinfectante muy popular debido a su facilidad
de produccién y numerosas aplicaciones (Ramos et al., 2013).

Tabla 4. Efectividad de desinfectantes quimicos en frutas minimamente

procesadas.
_ _ _ _ Reduccioén _
Desinfectante Alimento  Microorganismos Referencia
(Log)
Hipoclorito de ) Har et al.,
) Carambola E. coli 3.4
sodio 200 ppm 2013
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Per6xido de

o 3.9
hidrogeno 5%
Aqua plus
(Dioxido de cloro) 2.5
10 ppm
Hipoclorito de
. 14
sodio 200 ppm
Peroxido de
o _ 2.0
hidrogeno 5% Guayaba E. coli
Aqua plus
(Dioxido de cloro) 1.2
10 ppm
Dicloroisocianurato 16
de sodio 200 mg/L '
Peroxido de _
o Bacterias 2.4
hidrégeno 5% _ de S&o José
i : Fresa mesofilas
Acido peracético o et al., 2015
aerodbicas 3.0
40 mg/L
Di6xido de cloro
1.1
10 mg/L
Dicloroisocianurat
o de sodio 200 0.41
Tomate de Séo José
mg/L Salmonella
o : cherry et al, 2012
Acido peracético
2.73
40 mg/L
Hipoclorito de
_ 2.1 _
sodio 200 ppm _ Ruiz-Cruz,
_— : Zanahoria Salmonella
Acido peracético a3 et al., 2007

40 mg/L
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Hipoclorito de

1.2
sodio 200 ppm _
- - Zanahoria L. monocytogenes
Acido peracético
2.8
40 mg/L
Acido peracético
4.0
40 mg/L \
— ) Abadias et
Peréxido de Manzanas L. innocua
, 15 al., 2011
hidrogeno 5%
Citrox 5 mL/L 2.2

I1.5.2 Tecnologias emergentes

11.5.2.1 Generalidades

Estas tecnologias se enfocan en la preservacion de los alimentos
manteniendo los atributos de calidad; es decir, inactivan microorganismos y enzimas
sin dafar las propiedades nutricionalesy sensoriales del alimento a comparacion con
los tratamientos convencionales. Algunas de estas tecnologias ya tienen una
aplicacion en la industria y otras siguen en desarrollo. El interés cientifico en estas
tecnologias es la versatilidad de los procesos, la posibilidad de controlar mas de dos
variables y por lo tanto la oportunidad en el disefio de nuevos productos (Butz et al.,
2002).

Existen varios criterios de clasificacion de las tecnologias emergentes que
se usan en-la industria de alimentos, la mas clésica las divide en térmicas y no
térmicas (Butz et al., 2002). Las tecnologias emergentes térmicas son el uso de
microondas y el calentamiento 6hmico; y las no térmicas son las altas presiones
hidrostaticas, plasma frio, campos eléctricos pulsados, luz ultravioleta y ultrasonido
(Barba et al., 2017).

11.5.2.2 Calentamiento 6hmico

El calentamiento 6hmico es una técnica en la cual una corriente eléctrica
pasa a través del alimento, generando calentamiento interno dentro en el alimento

(Butz et al., 2002). El principio basico del calentamiento 6hmico es la disipacion de
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la energia eléctrica en forma de calor dentro del alimento. Los parametros de
operacion tales como el voltaje eléctrico (la intensidad del campo eléctrico) y la
corriente eléctrica definen la cantidad de energia transferida por unidad por unidad

de tiempo de acuerdo con la ley de Joule (Ecuacion 1).

2

Vv
Potencia eléctrica consumida (Watts/horas)= <E> *=V*I"t (Ec.1)

Donde V es el voltaje eléctrico aplicado en volts; R es la resistencia eléctrica
del alimento en Ohm; | es la corriente eléctrica en amperes y t es tiempo de horas
(Barba et al., 2018).

La resistencia eléctrica es el parametro que depende del alimento (Barba et
al., 2018). Si el alimento tiene una resistencia eléctrica alta (5000 ohms) la potencia
eléctrica consumida es baja de tal forma que tarda en calentarse el alimento. Por ello
se recomienda que el alimento tenga una resistencia de 100 a 500 ohm asegurando
que se tiene la potencia eléctrica suficiente para calentar al alimento a una
temperatura de 100° C (Butz et al., 2002). En investigacion no se reporta el parametro
resistencia eléctrica (R) del alimento sino la propiedad llamada conductividad del
alimento (o). La relacion entre la conductividad y la resistencia se muestra en la

Ecuacion 2:

k() e

Donde R es la resistencia eléctrica medida del alimento (ohms); V es el
voltaje eléctrico aplicado (volts): | es la corriente eléctrica (amperes); L es la distancia
entre los electrodos donde se aplica el voltaje eléctrico y A es el area de los

electrodos que estan en contacto con el alimento.

La destruccion microbiana celular se lleva a cabo por el rompimiento de la
membrana celular inducida por la aplicacion del alto voltaje. Los altos pulsos
eléctricos generan una diferencia de potencial a través de la membrana, si la

diferencia de potencial entre la del exterior y el interior de la membrana alcanza un
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punto critico de aproximadamente 1 V, se induce la polarizacion y el rompimiento de

la membrana (Figura 6) (Barba et al., 2018).

Una desventaja del calentamiento éhmico es que bajo ciertas condiciones
se pueden presentarse cambios de consistencia, sabor y color en los productos
tratados (Jaeger et al., 2016).
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Figura 6. Diagrama de electroporacion por la aplicacion de voltaje (Barba et al.,
2017).

Las principales aplicaciones del calentamiento 6hmico son la pasteurizacion
y esterilizacion de liquidos y alimentos como frutas, hortalizas, carnes, etc. (Tabla 5).
Experimentos llevados a cabo con bacterias Gram negativas (E. coli) asi como con
esporas de Bacillus subtilis mostraron que a través del calentamiento 6hmico pueden
lograrse reducciones similares a las observadas con un calentamiento convencional.
En el caso de S. Typhimurium y L. monocytogenes, la inactivacion fue estudiada a

temperaturas subletales observando un aumento de la permeabilidad celular en

20



matrices acidas teniendo una mayor efectividad de reduccion por el ambiente acido
(Barba et al., 2018).

Tabla 5. Aplicacion del calentamiento 6hmico a diversos alimentos para reducir el

contenido de microorganismos.

Matriz Tratamiento Resultados Referencias
Jugo de 20 V/cm Reduccion de 5 log de E. coli Sagong et al.,
Naranja 2011
Jugo de Reduccion de >5 Log de E. coli- Sagong et al.,
Tomate 2011

Salsa 25-40 V/icm  Reduccién de 5 Log de E. coliy Lee etal., 2013

S. enterica

I1.6 Microorganismos subrogados

En la industria es necesario evaluar los tratamientos de desinfeccion, en el
caso de frutas y productos frescos cortados donde no se usan pasos de inactivacion
tradicional, se deben hacer ensayos y validar los procesos de descontaminacion.
Validar en un laboratorio es un método viable; sin embargo, cepas patégenas no
pueden ser empleadas en una industria procesadora de alimentos como objetivo de
validar un paso de la produccion, debido a las preocupaciones de bioseguridad y la
posible - contaminacion del producto. En este sentido los microorganismos
subrogados son una alternativa atractiva. (Busta et al., 2003; Deen et al., 2019; Chen
etal., 2019).

Los microorganismos subrogados son cepas no patdégenicas que se
comportan de manera similar que el patégeno de interes en la misma matriz
alimentaria y condiciones ambientales. Generalmente los subrogados son
seleccionados de poblaciones de microorganismos con caracteristicas bien definidas

y con una larga historia de no ser patdégenos. Un subrogado ideal tiene mismas
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caracteristicas de crecimiento y supervivencia que el patdgeno en cuestion, es facil
de usar, facil de almacenar y genéticamente estable (Busta et al., 2003; Deen et al.,
2019)

Para Salmonella, Enterococcus faecium NRRL-B2354 ha sido ampliamente
usado a pesar de que no es un microorganismo GRAS. La habilidad de E. faecium
de modelar la inactivacion de especies de Salmonella a través de una variedad de
matrices alimentarias muestra el gran potencial para realizar validaciones (Busta et
al., 2003). L. innocua es la especie de Listeria mas comunmente detectada en la
industria alimentaria y es una forma no patogénica de Listeria.-.La contaminacion en
alimentos por otras especies de Listeria indica que esta Listeria no patogénica posee
caracteristicas que permiten su desarrollo ya que todas las especies de Listeria

tienen homologia entre sus genomas (Silva-Angulo et al., 2015; Deen et al., 2019).

l1l. JUSTIFICACION

La pifia es una fruta tropical, apreciada por su sabor y nutrientes, con alto
valor-en el mercado internacional, con potencial en la fabricacion de productos
alimenticios y con un claro incremento tanto en produccion y exportacion hacia
EE.UU., el principal comprador de pifia minimamente procesada. El incremento en
la ingesta de los productos minimamente procesados ha llevado a una preocupacion
sobre la inocuidad de los mismos, ya que los pasos que se involucran dentro de su
produccion pueden propiciar una contaminacion con microorganismos patdgenos,

siendo S. enterica y L. monocytogenes los de mayor preocupacion.
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Hasta ahora la estrategia para el control de los microorganismos patégenos en la
industria de frutas minimamente procesadas se ha fundamentado en la aplicacion de
desinfectantes quimicos cuya efectividad es limitada. El uso de tecnologias
emergentes ha tomado importancia en el procesamiento de algunos alimentos; sin
embargo, su aplicacion en frutas minimamente procesadas ha sido limitada. En este
trabajo se propone la evaluacion de las tecnologias emergentes, especificamente el
calentamiento 6hmico, como una alternativa eficaz para eliminar microorganismos
patdégenos presentes en pifia minimamente procesada que pueden-afectar la salud

del consumidor.

IV. HIPOTESIS
La aplicacion de tratamientos con calentamiento 6hmico genera una mayor
reduccion en las poblaciones de S. enterica y L. monocytogenes inoculadas en pifia
minimamente procesada, en comparacion con la aplicacion de los tratamientos con

desinfeccién quimica.

V. OBJETIVO
V.1 Objetivo general
Evaluar el efecto de la aplicacion de desinfectantes quimicos o
calentamiento 6hmico en la inactivacién de S. enterica y L. monocytogenes en pifia
minimamente procesada y en los atributos de calidad del producto durante su

almacenamiento.

V.2 Objetivos especificos
1. Determinar la presencia de microorganismos indicadores de calidad
sanitaria asi como Salmonella spp. y L. monocytogenes en pifia minimamente

procesada.
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2. Evaluar el comportamiento de Enterococcus faecium y L. innocua como
subrogados de S. enterica y L. monocytogenes, respectivamente, en pifia

minimamente procesada.

3. Evaluar la eficacia de la desinfeccion quimica en la inactivacion de S.
enterica y L. monocytogenes asi como de sus subrogados en pifia minimamente

procesada.

4. Evaluar el efecto de la aplicacidon de calentamiento 6hmico en lainactivacion
de los subrogados de S. enterica y L. monocytogenes en pifia minimamente

procesada.

5. Evaluar el efecto del calentamiento 6hmico en la vida de anaquel asi como
el cambio en las variables fisicas y quimicas por la aplicacion de los tratamientos de

desinfeccion.

VI. MATERIALES Y METODOS

VI.1 Materiales

VI.1.1 Reactivos y soluciones
e Solucion salina isoténica estéril (DIBICO)
e Etanol 75%
e NaOH 0.01 N (Sigma-Aldrich)
¢ Fenolftaleina (Sigma-Aldrich)
e _Rifampicina 10000 ppm
e Solucion amortiguadora pH 7 (DIBICO)
e Glicerol (Sigma-Aldrich)
¢ Reactivo de Kovac (DIBICO)
e Acido tartarico 10% (Sigma-Aldrich)
e Manitol (DIBICO)
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Ramnosa (DIBICO)

Xilosa (DIBICO)

Antisuero polivalente Salmonella O Antiserum Poly A-l & Vi (Bioxon)
Agarosa

Soluciones estandar del Aqualab
Hipoclorito de sodio (Sigma-Aldrich)
Acido peracético (Oxidial)

Extracto de citricos (Citrux)

Agua electrolizada neutra (Agua pura)
Acido citrico (Sigma-Aldrich)

Acido sulfurico (Sigma-Aldrich)

Ferroina (Sigma-Aldrich)

Tiosulfato de sodio 0.1 N (Sigma-Aldrich)
Yoduro de potasio (Sigma-Aldrich)
Almidon (Sigma-Aldrich)

Permanganato de potasio (Sigma-Aldrich)
Reactivos de PCR para Salmonella

Reactivos de PCR para Listeria

VI.1.2 Medios de cultivo

Agar hierro lisina (LIA) (DIBICO)

Agar Oxford modificado (MOX) (DIBICO)
Agar papa dextrosa (APD) (DIBICO)
Agar sulfito bismuto (ASB) (DIBICO)
Agar soya tripticaseina (AST) (DIBICO)
Agar triple azacar y hierro (TSI) (DIBICO)
Agua peptonada (AP) (DIBICO)

Agar xilosa lisina desoxicolato (XLD) (DIBICO)
Agar cuenta estandar (ACE) (DIBICO)
Agar sulfito bismuto (SB) (DIBICO)
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Agua peptonada (AP) (DIBICO)

Agua peptonada bufferada (DIBICO)
Caldo soya tripticasa (CST) (DIBICO)
Caldo lactosado (CL) (DIBICO)

Caldo Lactosa Bilis Verde Brillante (CLBVB) (DIBICO)
Caldo Lauril Sulfato con MUG (DIBICO)
Caldo Tretrationato (DIBICO)

Caldo Urea (DIBICO)

Caldo Rappaport (DIBICO)

Caldo UVM (DIBICO)

Agar SIM(DIBICO)

Caldo Fraser(DIBICO)

Caldo Neutralizante (DIBICO)
Diluyente de peptona (DIBICO)

Agar bilis esculina (DIBICO)

Placas PetriFilm (3M)

VI.1.3 Equipo

Agitador mecanico, Vortex Fisher Scientific
Autoclave eléctrica de mesa, All american
Aqualab, CX-2

Balanza analitica, Answorth 100

Bafo Maria con termostato, RIOSSA
Campana de flujo laminar, Alder
Centrifuga de mesa, Sol-Bat 1300

Cuenta colonias, Quebec

Homogenizador mecanico, Stomacher,Seward, London, England
Micropipetas de 5-1000 pL, Labsystems
Ollas de presion Presto, Steele

Potenciometro, Orion 410A
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e Refrigerador, IEM

e Incubadoras (35, 25y 22°C), Thermo Scientific
e Lampara Luz UV

e Termoblock, Eppendorf

e Termociclador, Techne TC-512

e Equipo de electroforesis (BIO-RAD)

e Refractometro, ATAGO

e Horno, FELISA

e Colorimetro, Minolta

e Texturometro, Brookfield

e Equipo de calentamiento 6hmico, armado a partir de piezas

e Plato caliente con agitacion, Termo Fisher

VI.1.4 Material biol6gico
V1.1.4.1 Cepas
Las cepas fueron obtenidas del cepario de Laboratorio para la Evaluacion y

Control de Riesgos Microbianos en Alimentos.

. Enteritidis ATCC 13076

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

. Montevideo ATCC 8387

. faecium NRRL-B2354

. monocytogenes ATCC 19115
. monocytogenes Scott A

. monocytogenes LCDC

. monocytogenes V7

. innocua ATCC 33090

°
rr - - FF~m.un unn un n
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VI.1.4.2 Pifa
Se emplearon pifias del cultivar “Gold” o "Miel’, el cual es un hibrido entre

otros cultivares. Este cultivar se caracteriza por tener un sabor mas dulce asi como

un contenido de menor bromelina con el objetivo de hacer mas facil su ingesta.

V1.2 Metodologia
VI.2.1 Muestreos

Pifias (Ananas comosus L.) minimamente procesadas (cortadas y peladas)
fueron colectadas en: a) supermercados, b) mercados y c) puestos de vendedores
ambulantes de la ciudad de Querétaro. Las pifias seleccionadas fueron aquellas que
tuvieron un color interno de amarillo encendido identificado con el nUmero 5 en la

Figura 7.

Se realizaron muestreos semanales durante julio-agosto del 2018 y enero-
julio del 2019 y se colectaron de manera aséptica muestras de cada sitio de muestreo
(ambulantes, supermercados y mercados). Dichas muestras se transportaron al
Laboratorio para la Evaluacion y Control de Riesgos Microbianos en Alimentos
(LECRIMA) de la Universidad Autbnoma de Querétaro para llevar a cabo los andlisis
microbiologicos y fueron almacenadas a 4 + 1°C por un maximo de 24 h para llevar

a cabo los analisis microbiologicos.

28



L

\v’
1 2 3 4 5
Amarillo Amarillo Amarillo Amarillo Amarillo
Palido Claro Subido Encendido

Figura 7. Clasificacion de la pifia de acuerdo con-el color interno (SAGARPA,
2013).

VI.2.2. Determinacién de variables fisicos y quimicos de la pifia
Se determinaron las variables del pH, actividad de agua, acidez titulable y
solidos solubles segun los méetodos de la AOAC (AOAC, 1990) y el resto de las
variables (color y textura) mediante metodologias previamente reportadas en pifia,
para lo cual una porcién de 50 g se moli6é hasta obtener una pasta uniforme que se
filtr6 en papel Whatman del numero 1 de las muestras tratadas.

VI1.2.2.1. pH

El pH se medi6 con un potenciémetro, previamente calibrado, sumergiendo

el electrodo en la muestra. Las mediciones se realizaron por triplicado y se obtuvo el
promedio (AOAC 981.12).

V1.2.2.2 Acidez total titulable
La acidez total titulable se medi6é con una titulacion con NaOH 0.1 N hasta
un pH de 8.1 empleando fenolftaleina como indicador y expresados como porcentaje

de acido citrico mediante la siguiente ecuacion 3:
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(VNaOH)(NNaOH)(0.064)
(Vol muestra)

mg g~* Acido citrico= ( >><‘IOO (Ec.3)

VNaOH: volumen de NaOH gastado durante la titulacion
NNaOH: Normalidad del NaOH empleado
Vol muestra: volumen de la muestra que se titulo
Las mediciones se realizaron por triplicado y se obtuvo el promedio (AOAC 942.15).

VI.2.2.3 Sélidos solubles totales
Los solidos solubles se determinaron por el métoda AOAC 932.12 con la
medicidén del indice de refraccién en un refractometro previamente calibrado con
agua destilada y fueron reportados como grados Brix (°Bx). Las mediciones se
realizaron por triplicado y se obtuvo el promedio.

VI.2.2.4 Actividad de agua
La determinacion de la actividad de agua (Aa) se llevd a cabo mediante el
método (AOAC 978.18) y se utilizo el equipo Aqualab Lite calibrado con soluciones

estandares. Las mediciones se realizaron por triplicado y se obtuvo el promedio.

VI.2.2.6 Color
Para la medicién del color se usé un equipo Minolta usando la escala CIE-
Lab, donde L* define luminosidad, a* denota rojo/verde y b* valores amarillos/azul;
se obtuvieron tres lecturas por cada réplica cambiando la posicion de la pieza de pifia
para obtener medidas de color representativas. El equipo se configurd para iluminar
el angulo del observador Des y 10° y se calibro utilizando una placa reflectora blanca

estandar (Montero-Calderon et al., 2008; Turkmen et al., 2018).

La variable considerada para la evaluacion del cambio de color fue la
diferencia total de color (TCD por sus siglas en inglés) o AE. Esta variable cuantifica
la diferencia de color global de una muestra en comparacion con una muestra de

referencia (Lo, ao, bo), de acuerdo con la siguiente ecuacion 4:
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AE=y/(a-ag)?+(b-bg)2+(L-Lo)? (Ec.4)

Donde el indice “0” es un indicativo de pifia de referencia sin tratar (de Séo
José et al., 2015).

Actualmente no hay una norma o restriccion que delimite los valores
colorimétricos para los productos alimenticios, por lo que para fines practicos se tomo
como referencia a la norma 1SO 12647-2 de especificaciones técnicas y tolerancias
para la reproduccién del color para impresion, prensa, huecograbado, serigrafia,
flexografia e impresion de pruebas digitales que aborda los umbrales de tolerancia
de AE (Tabla 6).

Tabla 6. Umbrales de tolerancia de AE segun la ISO 12647-2.

AE Calidad

1 Excelente
1-2 Buena
2-4 Normal
4-5 Suficiente
>5 Mala

Valores superiores a 5 se consideran como inaceptables en la mayoria de
los procesos ya que se considera que la diferencia de color es especialmente

evidente respecto a un control y el consumidor aprecia dicha diferencia.

VI.2.2.7 Analisis de perfil de textura (TPA por sus siglas en ingles)

El andlisis de textura se llevo a cabo en un texturbmetro a temperatura
ambiente y con las siguientes condiciones: 5.0 mm s velocidad de prueba. 20% de
compresion, intervalo de 10 s y con una carga de activacion de 0.05 N. Las muestras
de fruta se comprimieron dos veces empleando una sonda cilindrica de 25.4 mm de

didmetro para asegurar que toda la muestra recibiera el tratamiento. Se eligieron
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trozos de diferentes partes de la pifia para generar un promedio de dureza,
adhesividad, resiliencia, fracturabilidad, cohesividad, elasticidad, gomosidad e indice
de masticabilidad para cada pifia y se medio en forma general en tres pifias (Montero-
Calderon et al., 2008; Sagong et al., 2011).

VI.2.3 Andlisis microbiolégicos y deteccion de patégenos en diferentes
establecimientos.
V1.2.3.1 Preparacion de las muestras
Se pesaron asépticamente porciones de 10 g de muestra de las pifias
minimamente procesadas y se adicionaron 90 mL de amortiguador de fosfatos, se
homogenizaron en un homogenizador mecéanico, durante 1 min a velocidad normal y
se realizaron las diluciones decimales en tubos con amortiguador de fosfatos. A partir

de estas suspensiones se llevo a cabo el analisis micrabiolégico.

VI.2.3.2 Cuantificacién de microorganismos indicadores
La cuantificacion de microorganismos indicadores se realiz6 segun las

Normas Oficiales Mexicanas.
x Bacterias mesofilas aerobias (BMA) (NOM-092-SSA1-1994).

El recuento de BMA se llevo a cabo mediante la técnica de vaciado en placa

en agar cuenta estandar. Las placas de agar se incubaron a 35 + 2°C por 48 h.

x Coliformes totales (CT), coliformes fecales (CF) y E. coli (NOM-112-SSA1-
1994).

La cuantificaciéon de los CT, CF y E. coli se realizé mediante la técnica de
numero mas probable (NMP) empleando caldo lactosado, caldo lactosa bilis verde

brillante, caldo lauril sulfato con MUG y agua peptonada.
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x Hongos y levaduras (NOM-111-SSA1-1994).

El recuento de hongos y levaduras se llevé a cabo por la técnica de vaciado
en placa en agar papa dextrosa acidificado a pH de 3.5 con acido tartarico. Las placas

de agar se incubaron a 25 + 2°C por un lapso de 72 hasta 120 h.

x Deteccion de Salmonella spp.

La detecciéon de Salmonella se llevé a cabo mediante las metodologias
Oficiales Mexicanas y el método de la FDA (FDA, 2014b).

Se pesaron 25 g de muestra y se afiadieron 225 mL de agua peptonada
amortiguada ajustandose a un pH final de 6.8 = 0.2 para incubarse a 35 + 2°C por 24
h. Una alicuota de 1 mL se inocul6 en caldo tetrationato y caldo Rappaport,
incubandose a 42 + 2°C por 24 h. A partir de estos medios se realizo el estriado en
placas de XLD y SB. Las colonias presuntivas se.inocularon en tubos con agar TSI,
LIA, citrato y caldo urea. Las colonias positivas se confirmaron mediante serologia

con el antisuero polivalente Salmonella 0 Antiserum Poly A-1 & V y PCR.

Para la confirmacion mediante la reaccion en cadena de polimerasa (PCR,
por sus siglas en ingles) se extrajo el ADN mediante el calentamiento en un
Termoblock (95°C por 30 min). La mezcla de reactivos del PCR consistié en 5 uL de
Master Mix 2x GoTaq, 0.5 uL MINf primer (5"-ACGGTAACAGGAAGCAG-3"), 0.5 uL
MINr primer (5" TATTAACCACAACACCT-3"), 1 yL de ADN y 3 uL de agua grado
molecular para dar un volumen final de reaccién de 10 yL. El programa de
amplificacion para Salmonella consistid en una etapa inicial de desnaturalizacion a
94 °C durante 3 min, seguido por 30 ciclos de desnaturalizacién a 94 °C durante 20
s, alineamiento a 55 °C durante 30 s, extension a 72 °C durante 30 sy extension final
de 72 °C por 2 min para el gen blanco 16S. El producto de esta PCR se someti6 a
electroforesis en un gel de agarosa a 2 % a 50V / 60 min. Transcurrido el tiempo de
electroforesis se observo el gel de agarosa en camara de luz UV para analizar el

tamafio del amplicon generado. Para la deteccion de Salmonella el tamafio del

33



amplicon resultante mediante la técnica de PCR fue de 402 pb (Trkov et al., 2003).

Las cepas de Salmonella se almacenaron a -70°C.
x Deteccion de L. monocytogenes

La deteccion de L. monocytogenes se llevo a cabo mediante las
metodologias Oficiales Mexicanas y el FDA (FDA, 2014a).

Se pesaron asépticamente 25 g de la muestra y se enriquecié. con 225 mL
de caldo de enriquecimiento primario caldo UVM se homogenizé la muestra
mecénicamente a velocidad normal durante 1 minuto y se incub6 a 30 + 2°C por 24
h. Finalizando el tiempo de incubacion se transfirieron 100 pL-de cada muestra a
tubos con 10 mL de caldo de enriquecimiento secundario Fraser y se incub6 a 35 +
2°C por 48 h. Los cultivos de enriquecimiento secundario que resultaron positivos
(oscurecimiento), se estriaron en agar MOX yse incub6 48 h a 35 + 2°C. Las colonias
presuntivas se confirmaron por pruebas-bioguimicas: fermentacion de manitol,

ramnosa y xilosa; y movilidad en SIM a 22°C.

Las colonias presuntivas también se confirmaron por PCR extrayendo el
ADN de las colonias. La mezcla de reactivos del PCR consistié en 12.5 uL de Master
Mix Go Tag Colorless, 1 gL del iniciador LM1f (CCTAAGACGCCAATCGAA), 1 uL
del iniciador LM1r (AAGCGCTTGCAACTCGTC), 2 uL de ADN y 8.5 pyL de agua
grado molecular para dar un volumen final de reaccion de 25 uL. El programa de
amplificacion para L. monocytogenes consisti6 de en una etapa inicial de
desnaturalizacién a 95°C durante 5 min, seguido por 30 ciclos de desnaturalizacion
a 95°C durante 30 s, alineamiento a 60°C durante 90 s y extension a 72 °C durante
90 s, extension final de 72°C por 5 min para el gen blanco hlyA. El producto de esta
PCR se someti6 a electroforesis en un gel de agarosa al 2% a 50 V/30 min. El gen
esperado fue de 702 pb. Las cepas de L. monocytogenes se almacenaron a -70°C
(Aznar et al., 2002).
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VI.2.4 Evaluacion de comportamiento de patdogenos vs subrogados.
VI.2.4.1 Preparacion de la pifa
Se adquirieron pifias enteras (Annanas comusus L. cv "Gold") en mercados
locales con un color amarillo-naranja que cubriera del 80 a 100% de la superficie

(pifia 5 Figura 8).

Las pifias enteras se lavaron con agua y jabon, se retiraron las coronas y
nucleos, se pelaron y cortaron en rebanadas de aproximadamente 2.5 cm de ancho.
El area de trabajo, tablas de cortar, cuchillos y superficies en contacto con la fruta
durante el proceso fueron lavadas y desinfectadas con una solucién de hipoclorito de
sodio a 50 ppm (Montero-Calderon et al., 2008). La pifia cortada se colocd en

bandejas (una bandeja por grupo de cepa) formando una capa homogénea.

Figura 8. Clasificacion de la pifia de acuerdo con el color externo (SAGARPA,
2013).

V1.2.4.2 Cepas

Se emple6 una mezcla de cinco cepas de S. enterica (S. Enteriditis ATCC
13076, S. Typhimurium ATCC 23595, S. Typhimurium ATCC 14028, S. Thompson
ATCC 8391, S. Montevideo ATCC 8387) y otra mezcla de cepas de L.
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monocytogenes (L. monocytogenes ATCC 19115, L. monocytogenes Scott A, L.
monocytogenes LCDC y L. monocytogenes V7). Asi mismo, se emple6 una cepa de
E. faecium (NRRL B-2354) y otra cepa de L. innocua (ATCC 33090) como
subrogados de S. enterica y L. monocytogenes, respectivamente. Tanto a las cepas

de los patogenos como los subrogados se les indujo la resistencia a rifampicina (200

ppm).

VI.2.4.3 Preparacion del inéculo
El inéculo se prepar6 a partir de cultivos (tanto cepas de referencia como
subrogados) resistentes a rifampicina previamente almacenadas a -70°C CST
adicionado con 15% de glicerol. Una cantidad de 100 pL de los cultivos se transfirio
a tubos con 3 mL de CST adicionado con rifampicina (200 ppm) y se incubaron a 35

+ 2 °C por 24, este paso se repitié por tres dias consecutivos.

Al cuarto dia las cepas se mezclaron en cuatro tubos Falcon de 15 mL un tubo por
grupo, el grupo A (cepas de referencia de S. enterica), grupo B (E. faecium), grupo
C (cepas de referencia de L. monocytogenes) y grupo D (L. innocua) y se realizé una
centrifugacion a 15000 rpm durante 2 min, seguido de un lavado con solucién salina
isotdnica estéril a 0.85%, se realizé nuevamente una centrifugacion y otro lavado con
solucion salina; este paso se repiti6 dos veces mas. Las células lavadas se
suspendieron en una solucién amortiguadora de fosfatos estéril (pH 7) (Maribel
Abadias et al., 2012). Se cuantificé el nimero de células presentes en cada una de
las suspensiones bacterianas mediante la técnica de vaciado en placa en agar soya

tripticaseina (AST) suplementado con rifampicina (200 ppm).

VI.2.4.4 Comportamiento de los microorganismos patdégenos y sus
subrogados en caldo de cultivo y rebanadas de piiia

Para comparar el comportamiento de los patdgenos y sus subrogados, se

evaluo su desarrollo en CST y en la misma matriz de la pifia minimamente procesada.

Se preparo CST a pH de 3.5, 4.0 y 4.5 mediante la adicion, previa a la esterilizacion,

de una solucion de acido citrico al 1% hasta logar el pH deseado. Partiendo de una

concentracion inicial de 9 Log UFC mL™, se inoculo 1 mL de cada grupo de
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microorganismo en tubos diferentes de cada pH. Se homogenizé durante 1 min a
velocidad normal para después incubarse cada pH a 20 + 2 y 35 + 2°C
(Koutsoumanis et al., 2004; Kim et al., 2018).

La inoculacion de las rebanadas de pifia se realiz6 con 100 pL de cada
microorganismo, en muestras diferentes, mediante goteo seguido de un secado por
20 min en campana de flujo laminar. El comportamiento de los microorganismos en
comparacién con sus subrogados se evalu6 incubando las rebanadas de pifia a 35 +
2°C por 36 h. (Strawn et al., 2010; Feng et al., 2015).

Tanto en los tubos con caldo como en las rebanadas de pifia, se realizaron
conteos de los microorganismos cada 2 h las primeras 12 h deincubacién y después
cada 6 h. A las porciones de pifia se les adicionaron 90 mL de diluyente de peptona
y se homogenizaron de manera automatica durante 1. min a velocidad normal. A partir
del homogenizado o de los tubos con CST ajustados a diferentes pH se prepararon
diluciones decimales y se efectud el recuento de las células mediante la técnica de
extension por superficie en AST con rifampicina a 200 ppm; las placas se incubaron
a 35+ 2 °C durante 48 h.

VI.2.5 Evaluacion de tratamientos con desinfeccion en rebanadas de pifia

VI.2.5.1 Desinfeccién quimica

Se prepararon porciones individuales de pifia inoculada con las cuatro
suspensiones celulares (A, B, C, D) como se describié en el apartado 6.2.4.4 y
posteriormente se sumergieron durante cinco min en 100 mL de los siguientes
desinfectantes: a) hipoclorito de sodio (50 y 200 ppm), b) agua electrolizada neutra
(25 ppm), ¢) acido peracético (40 y 80 ppm), d) desinfectante a base de extracto de
semillas de citricos (0.1 y 0.2%) y agua destilada. La concentracién de las soluciones
desinfectantes se comprobd mediante los métodos descritos en el Anexo 1. Pasado
el tiempo de contacto, las porciones de pifia fueron retiradas de las soluciones con
cucharas estériles, se colocaron en bolsas de polietileno estériles y se adiciono 90
mL de caldo neutralizante. Todos los tratamientos se llevaron a cabo a temperatura
ambiente (25 £ 0.2°C) (Brilhante et al., 2012).

37



VI.2.5.2 Calentamiento 6hmico

Los estudios de calentamiento 6hmico se llevaron a cabo en el Centro de
Investigacion en Ciencia Aplicada y Tecnologia Avanzada (CICATA) en un equipo
desarrollado por el grupo de investigacién del Dr. Eduardo Morales en el laboratorio
de Tecnologia de Alimentos. El equipo de calentamiento 6hmico consta de un
medidor/controlador de temperatura marca Autonics, un controlador de voltaje marca
VARIAC de 120 VAC, un transformador de voltaje de 120 VAC /440VAC, un
me4didort de voltaje AC, un medidor de corriente AC y un plato agitador magnetico.
El equipo de calentamiento 6hmico puede variar el voltaje desde 1 hasta 450 VAC,;
puede controlar temperatura desde temperatura ambiente hasta 95° C (temperatura
de ebullicion). La celda esté fabricada de acrilico y sus dimensiones son de 20 cm x
20 cm x 20 cm. Los electrodos son de acero inoxidable y son de 20 cm x 20 cm. La

Figura 9 muestra la celda y el equipo de calentamiento 6hmico utilizado.
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Figura 9. Equipo y celda de calentamiento 6hmico empleada.

Se realizaron estudios preliminares para establecer las condiciones de
tiempo y temperatura del calentamiento Ohmico mediante un tratamiento
convencional. Para ello, las rebanadas de pifia se trataron temperaturas de 55, 60,
65, 70 y 75 °C en un vaso de vidrio con agua, retirando del calentamiento las
muestras a los 0, 1, 2 y 3 min a partir de que se alcanzo la temperatura deseada.
Después de los tratamientos, las muestras se enfriaron en bafio de hielo para
posteriormente evaluar su-textura, color y sélidos solubles. La temperatura y tiempo
elegidas fueron aquellas en donde no se encontraron diferencias significativa

respecto a un control sin tratar (Barron, 2017).

Una vez definidas las condiciones de tiempo y temperatura se procedi6 a la
aplicacion del tratamiento O6hmico, Se inocularon rebanadas de pifia como
previamente se describi6 en el apartado 6.2.4.4 pero Unicamente con los
microorganismos subrogados: E. faecium (suspension celular B) y L. innocua
(suspension celular D).

Los tratamientos por calentamiento 6hmico se realizaron por triplicado
empleando una celda de vidrio de 4 L con tapa acoplada a un sensor de temperatura
con electrodos de acero inoxidable donde se colocdé una rebanada de la pifia
minimamente procesada para cada temperaturas elegidas previamente y se
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aplicaron 15y 20 V cm. La muestra se mantuvo sumergida en el agua mediante un
cilindro de plastico como se muestra en la Figura 10; el agua de tratamiento se
mantuvo en agitacion para distribuir la temperatura uniformemente. Una vez
alcanzado el tiempo y temperatura las rebanadas se retiraron, se enfriaron en -un
bafio de hielo y se dreno el exceso de agua durante 2 min. Se incluyé un control sin

tratamiento con calentamiento 6hmico (Jaeger et al., 2016).

Y Companion

w1

Figura 10. Sistema empleado para la pifia minimamente procesada.

V1.2.5.3 Recuento de células sobrevivientes
A las porciones de pifia sometidas a los tratamientos de desinfeccion
guimica se les adicionaron 90 mL de caldo neutralizante, mientras que a las pifias
tratadas con el calentamiento 6hmico 90 mL de diluyente de peptona. Se homogenizo
la muestra empleando un homogenizador durante 1 min a velocidad normal. A partir
del homogenizado se prepararon diluciones decimales y se efectu6 el recuento de
las células mediante la técnica de extensién en superficie en agar soya tripticaseina

con rifampicina a 200 ppm; las placas se incubaron a 35 * 2°C durante 48 h.
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V1.2.6 Vida de anaquel de la pifia tratada con calentamiento 6hmico
A rebanadas de pifia minimamente procesada se les aplico el mejor
tratamiento de calentamiento 6hmico y fueron colocadas en bolsas Ziploc a 4 + 1°C
y 10 £ 2°C. Se tomaron bolsas aleatoriamente cada tercer dia durante 22 dias a partir
del primer dia para efectuar el analisis de las caracteristicas fisicas y quimicas (color,
textura y solidos solubles) y andlisis microbioldgicos (bacterias mesofilas aerobias,
enterobacterias, acido lacticas, hongos y levaduras) en placas de. Petrifim de

acuerdo con las instrucciones del fabricante

VI.2.7 Andlisis estadisticos
El analisis del contenido de microorganismos indicadores se llevo a cabo
mediante una comparacion de medianas con una prueba no paramétrica de
Wilcoxon. El comportamiento de las diferentes cepas en caldo de cultivo y rebanadas
de pifia se analiz6 mediante una prueba de t de Student. Los experimentos se
llevaron a cabo por triplicado.

Los experimentos de desinfeccion quimica y 6hmica se llevaron a cabo por
triplicado y en cada replica se ‘incluyeron cinco muestras por cada uno de los
tratamientos. El recuento de las células sobrevivientes se transformé a Log UFC g.
Los datos se analizaron mediante un analisis de varianza (ANDEVA) con una prueba
de medias de Dunnet usando agua como control en caso de la desinfeccién quimica

y una prueba de Tukey en el caso del calentamiento 6hmico.

Se utiliz6 el Programa estadistico R (3.5.0) y todos los valores fueron
considéranos estadisticamente significativos basados en un valor de significancia de
p < 0.05.
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VIl. RESULTADOS Y DISCUSION

VII.1 Microorganismos indicadores en pifia minimamente procesada
Durante los meses de julio-agosto del 2018 y enero-febrero del 2019 se
realizaron muestreos en la ciudad de Querétaro recolectandose 57 muestras de
supermercados, 33 muestras de mercados publicos 'y 50 muestras puestos
ambulantes (Tabla 7). Para cada muestra se -cuantificaron los microorganismos

indicadores de calidad sanitaria: BMA, hongos y levaduras, coliformes y E. coli.

Tabla 7. Microorganismos indicadores.en pifia minimamente procesada colectada

en diferentes puntos de muestreo.

Bacterias _ _
_ Coliformes  Coliformes
mesofilas Hongos Levaduras
Lugar . totales fecales
aerobias
Log UFC gt Log NMP gt
5.08b 2.91b 5.04b 2.15b 1.28b
Supermercados
(4.74-7.39) (2.23-5.15) (2.72-7.40) (0.98-3.29) (0.96-3.29)
5.20ab 3.91a 5.08b 2.34a 2.20a
Mercados
(3.49-7.79) (3.13-5.60) (3.77-6.67) (1.08-3.55) (1.08-3.36)
5.82a 3.95a 5.85a 2.46a 2.43a
Ambulantes

(3.93-7.79)  (3.49-4.67) (3.49-7.89)  (0.83-3.32) (0.80-3.32)

Mediana (limite inferior-limite superior) de 140 muestras.

Los valores seguidos de letras iguales en la misma columna indica que no existen diferencias
segun la prueba de Wilcoxon (p < 0.05).
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La mediana del contenido de BMA en las muestras de pifia minimamente
procesada obtenidas en supermercados, mercados y puestos ambulantes fue similar
y superior a 5 Log UFC g (Tabla 7, Figura 11). En los supermercados se observo
que la pifia rebanada cominmente se almacena a temperatura de refrigeracién,
mientras que en los puestos ambulantes y mercados se mantiene a temperatura
ambiente, lo que evidencia que la forma en la que se conservan tiene mayor efecto
en el contenido de BMA; de igual manera los recuentos obtenidos de deben a las
malas préacticas de higienizacion. Neetoo et al. (2019) analizaron pifias minimamente
procesadas cultivar “Reina Victoria” cuantificando BMA y obteniendo valores de 5.2

— 5.5 Log UFC g! lo cual concuerda con los datos obtenidos en este trabajo.

En México no existe una Norma Oficial que haga referencia a los limites
permisibles de contaminacion microbiol6gica este tipo de producto pero segun lo que
sefala en la legislacién espafiola se considera que el limite de BMA en productos
minimamente procesados es de 7 Log UFC g. En EE.UU. el limite es de 6 Log UFC
g?, por lo que los valores de la mediana de las muestras analizadas se encuentran
dentro de ambos criterios; sin embargo, los limites superiores obtenidos estan por
arriba de lo permitido si se consideran los rangos mencionados (Ministerio de la
Presidencia, 2000). La agencia de Normas Alimentarias de Australia considera que
no existe un limite de BMA en frutas frescas ya que es evidente encontrar cuentas
altas (Fasnz, 2001).
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Figura 11. Contenido de BMA en pifia minimamente procesada en funcién del tipo

de establecimiento de expedicion.

En relacion al contenido de hongos y levaduras, las muestras con las
mayores poblaciones se obtuvieron en puestos ambulantes con valores de 3.95 y
5.85 Log UFC g, respectivamente (Tabla 7, Figura 12) aunque con rangos muy
amplios. Neetoo et al. (2019) encontraron valores alrededor de 5.8 - 6.3 Log UFC g
1 que concuerda sensiblemente con lo encontrado en las muestras colectadas en

Querétaro.

El elevado contenido de hongos y levaduras pueden deberse a la exposicién
del alimento a contaminacién ambiental como las corrientes de aire, o bien a que
durante su procesamiento no se llevo a cabo un paso de lavado y desinfeccién de la
pifia para remover la suciedad y la contaminacion. De igual manera la pifia presenta
carga altas con hongos y levaduras epifitas debido a la fisiologia de la fruta ya que
los nectarios presentan canales que dan paso a los microorganismos capaces de
tolerar estos ambientes de alta acidez (Di et al., 2010). Por otro lado, el pH del
alimento influye en la composicién de la microbiota y los hongos y levaduras pueden
sobrevivir e incluso desarrollar en ambientes acidos como la pifia y son los principales
deterioradores de color, olor y textura (Perricone et al., 2017) y su presencia también
es indeseable debido a que cuando su cuenta total de hongos filamentosos es mayor
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a 10%° UFC g, son capaces de producir metabolitos téxicos, como micotoxinas

(Dermesonlouoglou, 2018).

Se ha reportado que los principales deterioradores en frutas picadas son las
levaduras osmofilicas por su habilidad para crecer mas rapido que los hongos, este
rapido crecimiento se observé al realizar las cuentas en placa donde al tener una
cuenta alta de levaduras casi no se presentaba crecimiento de hongos. Sin embargo,
en general, 2/3 partes del deterioro en las frutas minimamente procesadas es
causado por hongos de los géneros Penicillium, Aspergillus, Sclerotinia, Botrytis,
Eurotium spp., Alternaria, Cladosporium. y Rhizopus. Un criterio microbiolégico
recomendado por la FDA en frutas minimamente procesadas es que el limite maximo
de levaduras debe ser 10% UFC g (Dermesonlouoglou, 2018); sin embargo, en este
trabajo, en todos los puntos de muestreo los valores de la mediana se encontraron

por arriba de estas recomendaciones observandose un rapido deterioro de las

muestras.
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Figura 12. Contenido de hongos y levaduras en pifia minimamente procesada en

funcién del tipo de establecimiento de expedicion
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Los valores de coliformes totales fueron mayores en las muestras de
puestos ambulantes respecto a las muestras de supermercados (Tabla 7). Neetoo et
al. (2019) reportaron <1 Log UFC g* de coliformes totales en pifia minimamente
procesada cultivar “Reina Victoria”, es decir, valores por debajo del limite de
cuantificacion de la técnica de vaciado en placa empleada.

Cifras elevadas de coliformes totales en alimentos procesados sugieren
malas practicas de elaboracion asi como contaminacion durante su produccion asi
como la forma de obtencion de la materia prima, que en_caso de un producto
minimamente procesado hay muchas etapas donde se puede llevar a cabo la

contaminacion (Abadias et al., 2008).

En todas las muestras se detectd la presencia de coliformes fecales y su
contenido fue variable (de 0.8 a 3.36 Log NMP g1) (Tabla 7, Figura 13). Las muestras
mas contaminadas fueron las que se -adquirieron en puestos ambulantes, lo que

claramente refleja una mayor exposicion a fuentes de contaminacion.
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Figura 13. Contenido de coliformes fecales en pifia minimamente procesada en

funcién del tipo de establecimiento de expedicion

En relacién a E. coli, el indicador por excelencia de contaminacion fecal en
los alimentos, la mayor incidencia se encontré en puestos ambulantes (Tabla 8).
Cabe destacar que en los tres sitios de muestreo se aislé al menos una muestra

positiva.

Tabla 8. Contenido de E.coli en pifia minimamente procesada en diferentes puntos

de muestreo.

L E. coli Lo NMP g.12
ugar o] -
J %(+/n)? J J
<0.80b
Supermercados 3.5% (2/57)
(0.77-0.80)
9% 2.93a
Mercados
(3/33) (1.75-2.99)
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10% 3.25a
(5/5) (2.40-3.36)

! Porcentaje de positividad (nimero de muestras positivas/nimero de muestras analizadas)

Ambulantes

2 Mediana (limite superior-limite inferior)
2 El limite de deteccion de la técnica fue 0.80 Log NMP g
Los valores seguidos de letras iguales en la misma columna indica que no existen diferencias

segun la prueba de Wilcoxon (p<0.05)

La presencia de estos microorganismos evidencia deficiencias en los
procesos de desinfeccion, ya que se observa que conforme aumenta el grado de
tecnificacion del establecimiento disminuye el conteo. E. coli es un indicador de
materia fecal cuyo origen puede ser las personas que manipulan el producto asi

como contaminacion por fauna nociva como las moscas.

VII.2 Incidencia de microorganismos patégenos
La incidencia de Salmonella spp.y L. monocytogenes se muestra en la Tabla
9. L. monocytogenes se detectd en los tres sitios de muestreo, mientras que

Salmonella tnicamente en los mercados y puestos ambulantes.

Tabla 9. Incidencia de Salmonella spp. y L. monocytogenes en pifia minimamente

procesada en diferentes puntos de muestreos.

Salmonella spp. L. monocytogenes
Lugar
% (+/n)?
0% 33.3%
Supermercados
(0/33) (10/33)
8.8% 8.8%
Mercados
(5/57) (5/57)
18% 2%
Ambulantes
(9/50) (1/50)
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!Porcentaje de positividad (nimero de muestras positivas/ nimero de muestras analizadas).

La mayor incidencia de Salmonella spp. se encontré en muestras obtenidas
de puestos ambulantes (18 %), mientras que no se detect6 en supermercado, lo que
evidencia claramente que las condiciones de almacenamiento y venta influyen en el
nivel de exposicion a la contaminacion de origen fecal, ya que son los puestos
ambulantes y mercados en donde la pifia minimamente procesada es vendida en
condiciones higiénicas cuestionables y a temperatura ambiente que puede propiciar
el crecimiento de Salmonella spp. En los supermercados la pifia generalmente se

comercializa sobre camas de hielo o bien el producto se mantiene en refrigeracion.

La mayor incidencia de L. monocytogenes se encontrd6 en los
supermercados (33.3%) lo que puede estar asociado con el caracter psicrétrofo del
microorganismo. En los productos minimamente procesados aumenta la cuenta de
microorganismos psicrotréfos, como L. monocytogenes cuando no se almacena el

producto a temperatura apropiada por un periodo lago (Graca et al., 2017).

Cabe destacar que todas las cepas aisladas, tanto de Salmonella spp. y L.

monocytogenes se confirmaron por PCR (Anexo 2 y Anexo 3).

Este escenario donde en los puestos ambulantes y mercados publicos se
encontrd la mayor incidencia de microorganismos patogenos es de especial interés
ya que segun un estudio de la PROFECO, de las personas que compran alimentos
preparados o bebidas fuera del hogar 43 % consumen en puestos moviles, como
puestos ambualntes, y 7 % en mercados publicos. Ademas, 19.5% de la poblacién
mexicana consume alimentos preparados en la calle para el desayuno o colacion el
21.1% compra fruta fresca picada (Profeco, 2013), por lo que el porcentaje de la

poblacién en riesgo de enfermar es considerable.

Salmonella spp. y L. monocytognes han sido los principales
microorganismos patégenos asociados al consumo de pifia registrandose varios

brotes en el mundo. Sin embargo, la informacion sobre su incidencia es escasa.
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Respecto a los alimentos minimamente procesados; Montero et al. (2008) realizaron
muestreos de fruta minimamente procesada (manzana, pifia, naranja y mango) en la
ciudad de Lleida, Espafia durante un afio sin detectarse Salmonella o L.

monocytogenes.

VI1.3 Comportamiento de patdgenos vs subrogados.

Como etapa inicial para la evaluacion de los métodos de desinfeccion en
pifia minimamente procesada, se procedié a verificar que los subrogados elegidos
(E. faecium y L. innocua) se comportaran de manera similar que los patdégenos en la
matriz de interés. La razén de usar microorganismos subrogados en el estudio fue
debido a que el equipo en donde se aplicaron los tratamientos de desinfeccion con
calentamiento 6hmico no se encontraba dentro de las instalaciones del LECRIMA vy,
por tanto, por cuestiones de seguridad no se usaron microorganismos patdogenos

para evitar correr riesgos de contaminacion.

VII.3.1 Comportamiento en medio de cultivo
Como se menciono previamente, E. faecium es un subrogado de S. enterica
gue ha sido ampliamente usado en la industria en procesos térmicos pero la
informacion de su uso en productos frescos es limitado. Por lo tanto, se verifico el
comportamiento del subrogadoy del patégeno en CST a pH 3.5, 4.0 y 4.5 incubados
a 25y 35°C.

Tanto S. enterica como E. faecium tuvieron comportamientos similares en
todas las combinaciones de pH y temperatura de incubacién sin encontrarse
diferencias - significativas (p < 0.05) (Figura 14). Independientemente de la
temperatura de incubacion, a pH 3.50 y 4.00 se observa un periodo de
aproximadamente 12 h en donde la poblacién permanecié estable para finalmente
empezar a decrecer hasta 4 Log UFC g a las 24 h. Este fenémeno concuerda con
Ita et al., (1991) quienes reportaron que S. enterica puede mantenerse estable por

24 h en CST suplementado con levadura y acidificado con acido citrico a pH 3.50.
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En contraste a pH 4.50, se observa que las poblaciones permanecen
estables y luego desarrollan hasta aumentar 2 y 3 Log UFC g a 35°C y 25°C,

respectivamente, para finalmente declinar.

La fase de adaptacion de Salmonella en caldo infusion de cerebro corazon
a pH mas cercanos a 6.5 es mas corta y también depende de la fase en que se
encuentre la célula ya que en la fase exponencial requiere un pH 5.5 para empezar
la adaptacion, sin embargo en la fase estacionaria las células son naturalmente

resistentes (Driscoll et al., 1996).

Independientemente del pH y/o la temperatura, el destino final de ambos
microorganismos es la muerte como se puede empezar a ver en la tendencia de la
Figura 14. Los acidos organicos como acido acético, lactico y citrico tienen un efecto
toxico sobre Salmonella causando un efecto letal (Cotter et al., 2001). Esta inhibicion
puede ser mediante dos mecanismos: una acidificacion intracelular en general y el
efecto especifico del 4cido no disociado en las actividades metabdlicas (Ita et al.,
1991).
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Figura 14. Comportamiento de S. enterica y E. faecium en caldo soya tripticaseiana. A: 25°C pH 3.5, B: 25°C pH 4.0,
C:25°CpH 4.5,D: 35°C pH 3.5, E: 35°C pH 4.0y F: 35°C y pH 4.5.
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L. innocua ha sido ampliamente usado como subrogado de L.
monocytogenes en la industria alimentos frescos (lechuga, fresa cortada, etc.) y
fermentados (salchichas). Mohan et al. (2019) evaluaron en caldo el comportamiento
de 9 cepas de L. innocua y 11 cepas de L. monocytogenes y no encontraron
diferencias significativas entre el patégeno y el subrogado. Es por eso que se realizé
la validacion directamente en la pifia minimamente procesada sin hacerse la

validacién en el caldo

VII.3.2 Comportamiento en la pifia
Una vez verificado que el comportamiento de los. microorganismos
subrogados y los patégenos fue similar al de los patégenos correspondientes en CST
a pH bajos, se procedid a verificar el comportamiento en la matriz de interés. Los
sélidos solubles de las pifias utilizadas oscilaron entre 12 y 14 °Brix y el pH entre 3.7
y 3.9.

En la Figura 15 se observa que S. enterica y su subrogado (E. faeicium) son
capaces de desarrollar en la pifia minimamente procesada, mostrando
comportamientos muy similares a través del tiempo (p = 0.05). En ambos casos se
tiene un tiempo de adaptacion de aproximadamente 10 h, para después iniciar con
la fase de desarrollo.

E. faecium ha sido empleado ampliamente como subrogado de S. enterica
en validacion de tratamientos térmicos en productos como almendras y harinas.
Chen et al. (2019) observaron comportamientos similares entre el patégeno y el
subrogado en polvo de chocolate; sin embargo, la informacion de su uso en frutas
frescas hasta el momento es limitado siendo este trabajo uno de los primero en usar

E. faecium como subrogado en un producto minimamente procesado.

El comportamiento de S. enterica en la pifia ha sido previamente estudiado
por varios autores. Strawn et al., (2010) no encontraron crecimiento de S. enterica
en pifas frescas cortadas, inoculadas y almacenadas a 5 °C manteniéndose estables
por seis dias para finalmente declinar. Este comportamiento fue similar cuando la

pifia se almacen6 a 13 °C y 25 °C.
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Figura 15. Desarrollo de S. enterica y E. faecium en pifia minimamente procesada

almacenada a 35°C.

La temperatura de almacenamiento es un factor extrinseco que juega un
gran papel en el crecimiento. Temperaturas de refrigeracién inhiben el crecimiento
de patdgenos sin embargo, almacenamientos a temperaturas de entre 13 y 25°C

estimulan el crecimiento de Salmonella (Feng et al., 2015).

Beteseb et al. (2001) reportaron el crecimiento de S. Typhimurium y S.
Choleraesuis en jugo de pifia con un pH 3.8 duplicando su concentracién en 24 h a
temperatura ambiente y en manzana minimamente procesada incubada a 25 °C la

poblacién de L. monocytogenes aumento de 1 a 4 Log (Salazar et al., 2016).

La supervivencia de microorganismos patdgenos en frutas minimamente
procesadas depende de las capacidades metabolicas las cuales estan influenciadas
por factores intrinsecos y extrinsecos. La pifia posee nutrientes ( cuantificados como
sélidos solubles) y Aa adecuados para el crecimiento de Salmonella y L.
monocytogenes sin embargo el pH de la pifia, menor a cuatro, es una limitante para
Su crecimiento asi como la composicion de la pifia con un alto contenido de fibra que

limita su obtencion de azucares simples (Feng et al., 2015).
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Se ha demostrado que S. Typhimurium muestra dos etapas de respuesta a
bajos pH. Durante la fase Log se puede presentar la respuesta de tolerancia al &cido
(ATR) incluyendo una etapa de choque pre-acido en las que las células estan
expuestas a un pH medio (5.8) que induce la ATR de un sistema de homeostasis.
Este sistema de homeostasis dependiente del pH es un proceso en el cual la célula
mantiene un pH intracelular constante a pesar del pH externo. Su fundamento es la
modulacion primaria de la bomba de protones asi como los sistemas de transporte
de sodio y potasio. Esta homeostasis funciona normalmente en presencia de
inhibidores de la sintesis de proteinas. La segunda etapa de choque pos-acido ocurre
cuando las células estan en un pH menor a 4.5 e incluye la activacion de mas de 40
proteinas de choque &cido (ASPs). Algunas de estas ASPs son esenciales para el
desarrollo de la resistencia a ambientes &cidos. De-igual manera se sabe que las
células en fase estacionaria exhiben un ATR mayor del ATR de la fase logaritmica y
la resistencia al estrés general es dependiente de la expresion de RpoS de las células

al encontrarse enla fase estacionaria (Foster et al., 1991, Lee et al., 1994).

L. monocytogenes presentd el mismo comportamiento que su subrogado (L.
innocua) al través del tiempo (Figura 16). Se observo un descenso en la poblacion
tras seis h de incubacion y a partir de ese momento se inicié un crecimiento acelerado
hasta llegar a 7 Log UFC g! después de 36 h. Se ha reportado que Listeria tiene una
adaptacion de aproximadamente 3 a 4 h en ambientes &cidos; sin embargo, en la
pifia se pudo haber alargado debido a las limitantes de nutrientes como azucares
para finalmente empezar su desarrollo con ayuda de sus multiples mecanismos como
la ATR y la -modificacién de la composicion de su membrana (Phan-thanh et al.,
2000).

L. monocytogenes es reconocido por no ser 4cido tolerante sin embargo, se
ha observado su sobrevivencia en jugo de naranja a 4 °C y que cultivos en fase
estacionaria son mas resistentes al acido. En otro estudio L. monocytogenes
inoculada en pifia fresca cortada se presento una disminucién discreta a bajas

temperaturas y a temperatura ambiente la disminucion fue mayor (Feng et al., 2015).
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Figura 16. Desarrollo de L. monocytogenes y L. innocua en pifia minimamente

procesada almacenada a 35 °C.

De igual manera se sabe que su exposicion a bajos pH previa a contaminar
alimentos lo puede llevar a una supervivencia en alimentos con un pH bajo y que
podria estar relacionado con la alteraciones en la composicion o en las funciones de
la membrana citoplasmética (Kroll et al., 1992). Alteraciones en los perfiles de los
acidos grasos de la membrana incrementan la resistencia térmica de las células de
L. monocytogenes en caldo cerebro-corazon a diferentes pH ajustados con acido
lactico o'acético lo cual puede ser una respuesta por la sintesis de proteinas de estrés

pudiendo estar relacionado con el factor sigma (Juneja et al., 1998).

Otra teoria para explicar este fendmeno es la respuesta de tolerancia al
acido (ATR). La efectividad de esta respuesta para ser critica dependiendo de dos
factores, el primero el pH durante la fase adaptativa y a la duracion de la fase
adaptativa. Las células a un pH 4.0 inducen una mayor respuesta pero siempre
relacionado con la sintesis de nuevas proteinas (Davis et al., 1996), en el estudio

realizado la adaptacion a pH 4.0 fue de aproximadamente 4 horas.
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Investigaciones posteriores demostraron que L. monocytogenes posee un
sistema acido resistente GAD (acido glutamato decarboxilasa) incorporado en un
sistema con dos enzimas GAD, su mecanismo consiste en la conversion del
glutamato internalizado a y-aminobutirato mediante la adicion de un proton dando
como resultado el incremento del pH citoplasmatico. El producto de la reaccién, y-
aminobutirato, es intercambiado por otro glutamato mediante el transportador de
membrana GadC (Cotter et al., 2001)

En todos los casos, a pesar de tener mecanismos para poder sobrevivir en
el medio, el resultado final es una inactivacion ya sea por la permanente exposicion
a pH bajo, se ha reportado que el acido citrico de la pifia puede actuar como inhibidor
de patdgenos (Feng et al., 2015) o que los patdgenos pueden ser inhibidos por otros
microorganismos ya que la microbiota natural ha sido reconocida como ser capaz de
impedir el crecimiento de algunos patdgenos en la forma de produccién de
compuestos antimicrobianos o de competicion (Graga et al., 2017).

VII.4 Tratamiento de desinfeccion quimica
Una vez que se validé que el comportamiento de los patdégenos y sus
respectivos subrogados en la pifia minimamente procesada era similar, se procedio
a aplicar el tratamiento de desinfeccién con compuestos quimicos para corroborar su
similitud respecto a untratamiento. Debido a que este tratamiento de desinfeccion se
realizé en las instalaciones de LECRIMA, se decidi6 aplicar los desinfectantes a

ambos tipos de microorganismos.

El hipoclorito de sodio (50 y 200 ppm) y el desinfectante a base de citricos
(0.1y 0.2 %) resultaron fueron los desinfectantes mas efectivos para reducir las
poblaciones de Salmonella y E. faecium en relacion al tratamiento control (p < 0.05)
(Figura 17). Sin embargo, ninguno de los desinfectantes logré la reduccién minima
recomendada por la FDA de 5 Log, el efecto del desinfectante es muy baja si
consideramos que el agua, que era un control de arrastre, tuvo un efecto importante
sobre las reducciones. La efectividad de los desinfectantes puede estar disminuida

por la presencia de materia organica, pH, etc.
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Figura 17. Reduccion de S. enterica y E. faecium en pifia minimamente procesada
sometida a tratamientos de desinfeccion quimica.
Letras minUsculas diferentes indican diferencias significativas (p < 0.05) entre el uso del
patdgeno y el subrogado. Letras mayusculas diferentes indican diferencias (p < 0.05) entre

desinfectantes y concentraciones.

Un aspecto importante de destacar es que las reducciones de S. enterica
obtenidas ‘con los distintos desinfectantes fueron estadisticamente iguales a las
logradas sobre el subrogado E. faecium, si bien se tienen desviaciones elevadas.
Estos resultados confirman que el E. faecium ser utilizado como sustituto del

patégeno en experimentos de desinfeccion de pifia minimamente procesada.

El uso de E. faecium como subrogado en procesos de desinfeccion es muy
reciente, Hylton et al. (2019) lo emplearon como subrogado en semillas de lino y chia
en desinfeccidn con etanol y cido peracético logrando reducciones de 3 Log UFC g

1 sin encontrar diferencias significativas con Salmonella. En otros productos
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minimamente procesados, como

zanahorias cortadas se han observados

reducciones de solo 2 Log UFC g*! concordando sensiblemente con nuestros

resultados (Ruiz-Cruz et al., 2007).

Las reducciones obtenidas en la desinfeccion de L. monocytogenes y su

subrogado (L. innocua) fueron menores a los 5 Log UFC g por lo que no se puede

considerar la desinfeccion como un proceso efectivo (Figura 18).
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Figura 18. Reduccion de L. monocytogenes y L. innocua en pifia minimamente

procesada sometida a tratamientos de desinfeccion quimica.

Letras minusculas diferentes indican diferencias significativas (p<0.05) entre el uso del

patogeno y el subrogado. Letras mayusculas diferentes indican diferencias (p<0.05) entre

desinfectantes y concentraciones.

En los estudios realizados con L. monocytogenes y L. innocua tampoco se

observaron diferencias significativas entre el patdégeno y el subrogado (p < 0.05), si

bien se presentan elevadas desviaciones. Estos resultados confirman que L. innocua
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puede ser un subrogado adecuado en procesos de desinfeccion en pifa
minimamente procesada (Figura 18). Por otra parte, se encontraron diferencias
significativas entre los desinfectantes siendo el hipoclorito de sodio y el extracto de
citricos lo que presentaron las mayores reducciones microbianas a las
concentraciones empleadas. Kim et al. (2018) realizaron desinfeccion en manzana
cortada logrando reducciones maximas de 2 Log UFC g* concordando con nuestros

resultados.

Para ambos tipos de microorganismos, Salmonella y L. monocytogenes, el
hipoclorito de sodio fue el desinfectante mas efectivo pero sin llegar a los 5 Log UFC
de reduccion sugeridos por FDA. El mecanismo de accion de este desinfectante se
basa en la desestabilizacion de la membrana celular llevando a la inhibicion de
sintesis de proteinas, oxidacion de RNA y proteinas. Su actividad antimicrobiana esta
estrictamente relacionada con la cantidad de cloro libre presente, el pH, la
temperatura y la presencia de material organico en la superficie (De Corato, 2019).
En el caso de la pifia minimamente procesada se encontraba con mucha materia

organica que interfirio en el resultado final.

Otro desinfectante con resultados interesantes fue el del extracto de citricos,
cuyo principal compuesto activos son los acidos organicos, aceites esenciales y
compuestos fendlicos. Como ya se comentd el acido citrico, lactico, ascorbico,
acético, etc., poseen una actividad antimicrobiana y son reconocidos como GRAS,
es decir se pueden agregar con libertad en los alimentos. Estos mecanismos anti
microbianas estan referidos a la reduccion del pH y al rompimiento de la membrana
(De Caorato, 2019).

Los desinfectantes acido peracético y agua electrolizada mostraron
reducciones similares que las del agua (control). El agua electrolizada neutra
contiene acido hipocloroso, cloro y ozono cuyo mecanismo es un gran potencial
oxido—reduccién en la membrana celular dependiente al pH. El acido peracético no

es corrosivo y no es afectado por la presencia de materia organica, su mecanismo
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se basa en la oxidacion de la membrana celular causando ademas la oxidacion de

proteinas, enzimas, ADN, etc. (De Corato, 2019).

VIIl.4.1 Efecto de los desinfectantes sobre las variables fisicas y quimicas

de la pifia

Se realizo la medicion de los cambios en la pifia minimamente procesada

después de la aplicacion de los tratamientos de desinfeccion quimica en las variables

fisicas y quimicas de interés: sélidos solubles, Aa, pH, acidez titulable, el cambio total

de color (AE) y dureza (Tabla 10). El control se refiere a una muestra de pifia sin

tratamiento

Tabla 10. Efecto de la desinfeccion quimica en las variables fisicas y quimicas de

la pifia minimamente procesada.

Solidos N o
solubles Aa pH ac(l:jnc;cg;T)co AE DLELQ)Z&‘
(°Brix)
Control 12,15 +1.17% %%%%f 3.65+0.242 0.245 +0.0812 85.70 £ 9.392
Agua 1052£126° G2 366+018 0327+0038 155+088 7543 +6.73
Hipoclorito
de sodio 9.47 £ 0.41° 0973+ 3.77 £ 0.082 0.324 £0.0368 13.11+1.88 81.98 £6.352
0.0092
(50 ppm) '
HipOC'OritO 0.970 +
de sodio 10.05 +0.11° : = 3.74+0.0108 0.349+0.027° 13.84+2.25 65.93 + 5.55°
0.0152
(200 ppm) \
Acido 0.990 +
peracético 10.03 + 0.92° . . 3.69 +£0.152 0.375 +0.051° 12.65 £ 3.25 79.77 £8.792
0.0072
(40 ppm) '
Acido 0988 +
peracético 9.73+£0.69° e 3.70+0.132 0.375+0.073> 12.44+391  64.25+6.15"
0.0052
(80 ppm) '
Extracto de 0.985 +
citricos 10.72 £ 1.592 O 007; 3.63+0.192 0.401 + 0.068° 8.95+1.61 74.02 + 8.862
(0.1%) '
Extracto de 0.965 +
citricos 11.17 £1.642 O 013""_ 3.66 £0.182 0.361 = 0.027° 9.71+£1.40 71.71 £5.32°
(0:2%) )
Agua 0.985 =+ b
Electrolizada 11.05 + 0.532 0,005 3.77 £0.022 0.369 £0.013 10.09 £2.45 79.03 £9.512
(25 ppm '

1 Promedio de nueve mediciones. Dentro de las columnas los valores seguidos de la misma letra

indica que no existen diferencias significativas (p>0.05) por prueba de Tukey.

De manera general se puede observar un descenso en los solidos solubles

en todos los tratamientos, que puede atribuirse a que se solubilizan los azlcares al
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agregar un liquido que contacta a la pifia, y esto a su vez genera un leve aumento
en la acidez titulable expresada como &cido citrico (Tabla 10). EI cambio es mas
notorio cuando se aplicé el desinfectante de extractos de citricos, ya que uno de sus
ingredientes es precisamente el acido citrico. La Aa y el pH practicamente se

mantuvieron sin cambios en los tratamientos.

El desinfectante con la mayor reduccién de patégenos y subrogados, el
hipoclorito de sodio, resultd ser el tratamiento que mas cambios generd en la pifia
minimamente procesada. Cabe sefialar que si bien, el desinfectante de extractos de
citricos no alcanzo la reduccién de 5 Log UFC, el efecto desinfectante fue similar al
observado con el hipoclorito de sodio y, ademds, provoca menos cambios en la

matriz de interés y su aplicacion y manejo es mas sencillo.

La diferencia total de color (AE) indica que valores mayores de 5 representan
un cambio especialmente evidente contra un control, por lo que se deduce que todos
los tratamientos desinfectantes que se aplicaron a la pifia generan cambios que
serian previsibles al consumidor. La dureza de igual manera disminuye en todos los
tratamientos de desinfeccién cambio que es evidente desde el control de agua debido
los mecanismos de accion, donde la mayoria se basan en la oxidacion de la

membrana.

VII.5 Tratamiento 6hmico
La siguiente etapa fue la aplicacion del calentamiento éhmico como
alternativa a la desinfeccién quimica de la pifia. Debido a que los tratamientos se
aplicaron en_el CICATA, uUnicamente se midio el efecto sobre los subrogados E.

faecium y L. innocua para evitar riesgos de contaminacion.

VII.5.1 Tratamiento convencional
Para poder elegir las temperaturas y tiempos a aplicar en el calentamiento
Ohmico, se generaron curvas de temperatura simulando un calentamiento
convencional para observar el efecto del calor sobre el fruto. En primer lugar, se

realizé la verificacion del funcionamiento de los termopares a utilizar comparandolos
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con un termopar electronico calibrado sin encontrarse diferencias significativas
(datos no mostrados).

El tratamiento convencional se aplic6 en una celda de vidrio de 2 L con
agitacion constante a las temperaturas de 55, 60, 65, 70 y 75°C durante 1, 2 y 3 min
y se cuantifico el cambio en las variables de color, sdélidos solubles y dureza. El
tiempo promedio para alcanzar la temperatura fue de 20 min y una vez alcanzada la

temperatura se afiadieron las rebanadas de pifia y se conto el tiempo de tratamiento.

Se observé mucho error debido a la variabilidad al comparar todas las
pifias(desviacion estandar) en los datos de mediciones que se realizaron a55y 75°C
asi como en el tiempo de 3 min de calentamiento (Figura 19, Tabla 11).
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Figura 19. Curvas de temperatura para tratamiento de calentamiento convencional

aplicado a rebanadas de pifia minimamente procesada.

63



Tabla 11. Cambio en las variables fisicas y quimicas de la pifia minimamente

procesada por la aplicacion de calentamiento convencional.

Tratamiento AE Solidos Dureza (N)
solubes (°Brix)

Control 8.97 £ 0.047 3  64.31 +£5.662
60 °C/ 1 min 7.74 + 0.59 8.20+£0.00° 64.72 £5.952
60 °C/ 2 min 7.86 + 1.68 7.23+0.0479 64.93 +3.392
65 °C/ 1 min 4.67 +£1.19 8.00 £ 0.000 ¢ 65.89 +4.272
65 °C/ 2 min 6.10 + 1.60 8.00+0.000°¢ . 69.21+2.74%2
70 °C/ 1 min 6.34 £ 2.49 7.03+0.047¢ 64.08+2.83%2
70 °C/ 2 min 8.19+2.94 7.20£0.0009" 100.84 +11.00°

1Promedio de 9 mediciones.Dentro de las columnas los valores seguidos de la misma letra indica que

no existen diferencias significativas (p>0.05) por la prueba de Tukey.

La aplicacion del calentamiento convencional sobre la pifia minimamente
procesada genero, al igual que el tratamiento de desinfeccion, cambios en las
variables de interés. En todos los casos, la diferencia total de color (8.19-4.67) mostro
valores superiores a 5, aunque el incremento observado no es tan grande como el
obtenido en la desinfeccion quimica. En relaciéon a los soélidos solubles, hubo una
disminucién en relacion al control, que fue mas drastica conforme aumentaba la
temperatura.y el tiempo de exposicién; por ejemplo, a 70°C por 1 min se tuvo una

reduccion decasi 1.5 °Brix de soélidos solubles respecto al control.

Para evaluar el efecto del calentamiento convencional sobre E. faeciumy L.
innocua, se inoculé pifia minimamente procesaday se aplico la temperatura mas alta
propuesta (70°C) durante 1, 2 y 3 min y se calcul6 la reduccion en las poblaciones
de los microorganismos (Figura 20). A mayor tiempo de tratamiento mayor fue el
efecto letal; sin embargo, la maxima reduccién lograda fue de 1.35 + 0.07 Log UFC
g! para E. faecium y 1.65 + 0.12 Log UFC g para L. innocua en el tratamiento de
70 °C y 3 min (Figura 20).
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Figura 20. Reduccion en las poblaciones de los microorganismos subrogados por
la aplicacion del tratamiento de calentamiento convencional (70°C) en pifia

minimamente procesada.

Numerosos métodos de preservacion de alimentos han sido desarrollados
para extender la vida de anaquel e inhibir el crecimiento de patégenos como
Salmonella y L. monocytogenes. Los tratamientos térmicos son considerados como
uno de los métodos mas efectivos para eliminar patégenos en productos alimenticios
como el pollo, carne de res y huevos. Sin embargo, en productos frescos como las
frutas las reducciones bajas observadas concuerdan con las encontradas en este
trabajo (Jarvis et al., 2016).

El efecto del calentamiento sobre frutas ya ha sido evaluado. La aplicacion
de un tratamiento térmico de 97°C por 60 s en meldn entero logré una reduccion de
3 Log UFC g de Salmonella sin embargo al cortar el melén se recuperé Salmonella
de la fruta picada. Cambios como disminucion de la dureza y oscurecimiento en la
pulpa del meldén fueron también reportados (Jarvis et al., 2016). Tratamientos
térmicos sobre tomates han sido igualmente inefectivos al solo disminuir < 2 Log UFC

después del calentamiento a 60°C por 2 min (Delaquis et al., 2007).
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También se han reportado cambios en otras variables fisicas y quimicas
como la disminucién de concentracion de azucares en fruta fresca como papaya,; Si
bien las altas temperaturas llevan a la inactivacion de enzimas causantes del
oscurecimiento, se ha observado que la aplicacion de calor puede cambiar la
retencion de color ya que se afecta el sistema de co-pigmentacion en litchi. La co-
pigmentacion es el fendbmeno por medio del cual hace que el color de las antocianinas
sea mas intenso, brillante y estable debido a la interaccion entre sustancias organicas
y las antocianinas. Las altas temperaturas degradan estas antocianinas

pertenecientes a este sistema (Sivakumar et al., 2013).

Aunque en este trabajo no se usaron células estresadas, se sabe que la
exposicion a pH &cidos puede inducir otras respuestas de estrés incluyendo la
resistencia al estrés térmico, que se atribuye a cambios en la membrana,
especificamente a que los acidos grados de 15 carbonos disminuyen mientras que

los acidos grasos de 17 carbonos aumentan (Juneja et al., 1998).

VII.5.2 Calentamiento 6hmico
Un tratamiento térmico convencional esta caracterizado por una baja tasa
de penetracion, mientras que el tratamiento 6hmico permite una distribucion del calor
mas rapida y uniforme (Guida et al., 2013). En la Figura 21 se puede observar las
curvas de calentamiento de la pifia a un gradiente de voltaje de 15y 20 V cm, estos
valores fueron elegidos debido a su rapida capacidad de calentamiento considerando

el volumen de la celda del equipo y el volumen de agua a emplear.

El calentamiento 6hmico es mas rapido que el calentamiento convencional
con agua ya que tardé en promedio 10 min en alcanzar la temperatura deseada.
Datos que son acordes con el hecho de que un tratamiento térmico convencional se

caracteriza por una baja tasa de penetracion.
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Figura 21. Curvas de calentamiento 6hmico en pifia minimamente procesada
A)15V.cm?, B) 20 Vem?l.

Estas curvas presentan un ajuste que se realiz6 a la conductividad eléctrica
para mantener constante el amperaje a 2.70 A, para hacer posible la uniformidad de
la distribucién del calor en el tratamiento. La diferencia de temperatura entre el agua
de tratamiento y el interior de la rebanada sumergida fue menos de un 1°C durante

el tratamiento.

VII.5.2.1 Cambios en las variables fisicas y quimicas por la aplicacion

del calentamiento 6hmico.
Al igual que con el calentamiento convencional, se cuantifico el cambio en
las variables fisicas y quimicas ocasionado para el calentamiento éhmico.

Adicionalmente se realizé un analisis de perfil de textura a las pifias tratadas.

En relacién a los cambios en las variables fisicas y quimicas, se observé que
los cambios en los sélidos solubles, especificamente la reduccion, fueron menores y
dependientes del tiempo de tratamiento, en comparacion con los efectos causados
por la desinfeccion quimica y el calentamiento convencional (Tabla 12). Los
tratamientos de 1 min presentaron valores similares al control (p < 0.05), mientras
gue en los tratamientos por 2 min si se observo una disminucion en los sélidos
totales. A 20 V cm, 65y 70°C por un 1 min, los sélidos solubles tuvieron un valor de

alrededor de 11° Brix similares al control.
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La diferencia total de color mostré valores por arriba de 5 en todos los
tratamientos. Se observo una relacion entre el tiempo y el voltaje, ya que a menor
tiempo de exposicibn y mayor voltaje, el AE disminuyd; por ejemplo, para el
tratamiento de 20 V cm™ a 65°C y 1 min la diferencia total de color fue de 5.75, el
valor mas bajo obtenido en todos los tratamientos de desinfeccion aplicados. De
manera general se sabe que los tratamientos térmicos convencionales aumentan el
oscurecimiento de los productos frescos mientras que el tratamiento 6hmico
aumentan la luminosidad del producto presentando una apariencia-mas fresca
(Guida et al., 2013).

Tabla 12. Cambios en los sélidos solubles y la diferencia total de color en pifia

minimamente procesada por calentamiento 6hmico.

Tratamiento Solidos solubles (°Brix) AE
Control 11.01 + 0.453¢
15V cmt
60 °C/ 1 min 10.77 £ 0.422 8.12 +£0.95
60 °C/ 2 min 9.85+ 0.29¢ 8.59 £ 0.49
65 °C/ 1 min 10.80 £ 0.692 7.84 £ 0.26
65 °C/ 2 min 9.90 + 0.77¢ 8.69 + 0.67
70 °C/ 1 min 11.37 £ 0.442 7.83+£0.46
70 °C/ 2 min 9.83+0.18° 8.22+041
20V cmt
60 °C/ 1 min 9.35+1.05¢ 6.58 £ 0.29
60 °C/ 2 min 9.75 £ 0.64¢ 8.37 £ 0.25
65 °C/ 1 min 11.38 £1.022 5.75+£0.15
65 °C/ 2 min 9.12 £+ 0.22° 7.39 £ 0.69
70 °C/ 1 min 11.37 £ 0.652 6.95 £ 0.58
70 °C/ 2 min 10.03 +£0.47° 10.64 + 1.87

1Promedio de 9 mediciones. Dentro de las columnas los valores seguidos de la misma letra indica que

no existen diferencias significativas (p>0.05) por la prueba de Tukey.
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Tabla 13. Analisis de perfil de textura de la pifia minimamente procesada por la aplicacion del tratamiento 6hmico.

Tratamiento pureza (N). Adhesividad (mJ) Resiliencia Fracturabilidad (N)
(1ra compresion)
Control 121.42 +6.932 1.10 +0.08P 0.07 £ 0.0052 120.78 + 6.94%
15V cm?
60 °C/ 1 min 111.58 +1.45° 1.02 + 0.04° 0.09 £ 0.0062 133.70 £ 1.692
60 °C/ 2 min 133.70 £ 1.692 1.70+£ 0.012 0.05 + 0.003¢ 111.58 + 1.45P
65 °C/ 1 min 93.86 + 6.80° 0.72 +£0.02¢ 0.08 + 0.0062 114.26 + 1.70P
65 °C/ 2 min 114.85 + 1.18° 1.70+£0.012 0.07 £ 0.002° 93.86 + 6.80¢
70 °C/ 1 min 104.20 + 1.16° 1.18 +0.07° 0.06 + 0.002¢ 113.30 £ 3.72P
70 °C/ 2 min 114.46 + 2.93° 1.38 + 0.04° 0.06 £ 0.003¢ 104.20 + 1.16"
20V cm?
60 °C/ 1 min 83.04 + 2.12d° 0.80 + 0.06° 0.07 £+ 0.05° 117.87 £ 9.92%
60 °C/ 2 min 104.57 + 3.26° 1.92+0.48 0.04 £ 0.02° 103.84 + 3.93°
65 °C/ 1 min 119.51 +7.982 0.93 £ 0.05¢ 0.09 £ 0.042 102.36 £ 6.57¢
65 °C/ 2 min 121.84 +4.202 1.02 + 0.04° 0.07 £ 0.05° 82.38 + 2.60¢
70 °C/ 1 min 102.43 + 6.65°¢ 0.85 +£ 0.05¢ 0.07 £ 0.04° 122.48 + 4.47%
70 °C/ 2 min 122.48 £ 4.472 1.42 + 0.082 0.06 + 0.03° 119.51 + 7.98%

IPromedio de 9 mediciones. Dentro de las columnas los valores seguidos de la misma letra indica que no existen diferencias significativas

(p>0.05) por la prueba de Tukey (Continua en la préxima pagina).
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Tabla 14. Analisis de perfil de textura de la pifia minimamente procesada por la aplicacion del tratamiento 6hmico

(continuacion).

Dureza (N) . : . -
Tratamiento (2da Cohesividad Elasticidad Gomosidad Masticabilidad I.ndlc'e' de
compresion) (mm) (N) (mJ) masticabilidad (N)
Control 66.29 + 2.18° 0.13 £ 0.03° 5.86 + 4.21° 15.38 £ 0.269  93.15 + 6.43¢ 10.32 + 0.40°
15V cmt
60 °C/ 1 min 79.90 £ 1.042 0.16 + 0.02° 6.64 + 1.56 16.75+0.00° 126.88 +4.72° 16.95 + 1.562
60 °C/ 2 min 65.65 + 3.60° 0.17 £ 0.032 5.90 + 1.19°¢ 20.78 £ 0.95%° 116.31 £ 2.74° 12.76 £ 0.97°
65 °C/ 1 min 75.12 + 1.052 0.17 £ 0.012 6.78 + 0.54° 15.81 £ 0.869 140.38 +3.292 17.05 + 0.822
65 °C/ 2 min 54.16 + 1.449 0.18 £ 0.022 4.90 + 1.90¢ 20.73 +0.69%*  93.23 +9.87¢ 11.61 + 0.64°¢
70 °C/ 1 min 75.12 + 3.512 0.15 +£ 0.02° 9.34 + 4.702 1790+ 0.51¢ 157.33 +9.81° 13.78 £ 0.18°
70 °C/ 2 min 60.99 + 8.69° 0.18 + 0.03% 5.84 + 2.20° 15.79 £+ 0.62¢ 101.33 + 6.65¢ 12.05 + 0.74°
20V cmt
60 °C/ 1 min 73.77+£5.472 0.15 £ 0.02° 7.60 + 3.54° 17.32+0.59° 133.58 +2.21° 12.89 + 0.25P
60 °C/ 2 min 54.88 +1.11¢ 0.15+ 0.02° 4.70 + 1.63¢ 15.12+0.64% 80.30 + 3.84° 11.28 + 0.29°¢
65 °C/ 1 min 71.33 £5.132 0.18 £ 0.032 6.50 + 0.46°° 19.48 £ 0.21° 127.90 + 6.76° 15.05 + 0.31%
65 °C/ 2 min 53.53 + 3.14¢ 0.19 £ 0.022 5.67 + 1.26° 14.63+0.02¢ 87.48 +6.76° 10.74 £ 0.31°¢
70 °C/ 1 min 74.62 + 0.382 0.16 £ 0.03° 7.90 + 3.96° 23.41+£0.25* 136.02 + 5.66° 17.59+0.722
70°C/2min  67.38 +2.72" 0.20 + 0.012 5.06+1.79  18.42+0.80° 103.98 +6.07° 13.92 £ 0.63

Misma letra en columnas indica que no existen diferencias significativas (p > 0.05) por prueba de Tukey
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En relaciéon a los cambios en las variables fisicas y quimicas, se observo que
los cambios en los sélidos solubles, especificamente la reduccion, fueron menores y
dependientes del tiempo de tratamiento, en comparacion con los efectos causados
por la desinfeccion quimica y el calentamiento convencional (Tabla 12).

La diferencia total de color mostré valores por arriba de 5 (inclusive de 8)
en todos los tratamientos. Se observé una relacion entre el tiempo y el voltaje, ya que
a menor tiempo de exposicion y mayor voltaje, el AE disminuy6; por ejemplo, para el
tratamiento de 20 V cm™ a 65°C y 1 min la diferencia total de color fue de 5.75, el
valor mas bajo obtenido en todos los tratamientos de desinfeccion aplicados. De
manera general se sabe que los tratamientos térmicos convencionales aumentan el
oscurecimiento de los productos frescos mientras que el tratamiento 6hmico
aumentan la luminosidad del producto presentando una apariencia mas fresca
(Guida et al., 2013).

Los tratamientos de 1 min presentaron valores similares al control (p < 0.05),
mientras que en los tratamientos por 2 min si se observo una disminucion en los
solidos totales. A 20 V. cm™, 65 y 70°C por un 1 min, los sélidos solubles tuvieron un

valor de alrededor de 11° Brix similares al control.

La textura es una de los principales variables de aceptacién del
consumidor, el analisis de perfil de textura (APT) es el método mas usado debido que

simula el proceso de masticacion. Durante un APT se miden varios atributos como:

e Dureza: fuerza necesaria para lograr una deformacion determinada

e Adhesividad: fuerza de atraccion fisica entre diferentes materiales

e Resiliencia: contra mayor es la resiliencia, mas capacidad tiene el
alimento de volver a su forma original. Tiene que ser 1 o0 menor, no
puede ser superior porque no puede aumentar a su forma original.

e Fracturabilidad: la tendencia de un material a romperse después de
una leve deformacion.

e Cohesividad: resistencia de un material a una segunda deformacion

con relacion a una primera deformacion.
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e Elasticidad: la tendencia de un objeto a regresar a su firma original
antes de la deformacién,

e Gomosidad: fuerza necesaria para desintegrar una muestra de
alimento semi-sélida a un estado tal que facilite su ingesta.

e Masticabilidad: medida de la energia requerida para masticar un

alimento solido hasta el punto adecuado para la deglucion.
(Peleg, 2019)

Las curvas obtenidas por el TPA, con las variables previamente enlistados,
realizado en las muestras de pifia minimamente procesada tratadas con
calentamiento 6hmico mostraron multiples maximos conforme la sonda avanzaba
para la primera compresion antes de alcanzar el maximo (dureza) (Tabla 13 y Tabla
14). Esto puede ser explicado por la estructura no uniforme de la pifia fresca
(Montero-Calderén et al., 2008).

Durante un tratamiento de calentamiento 6hmico pasa corriente eléctrica a
través del alimento, al material del alimento actia como un resistor y su temperatura
aumenta confirme al efecto Joule. El incremento de la temperatura puede afectar las
micro y macroestructuras y resultar en fenobmenos de migracion de humedad,
gelatinizacion y desnaturalizacion de las proteinas. También se ha observado que
estos efectos negativos-sobre la matriz alimentaria dependen del propdsito de la
aplicacion, por ejemplo, cuando la aplicacion del calentamiento 6hmico es con fines
de escalado y esterilizacién los cambios en textura son minimos, inclusive estudios
en coliflor revelan que el calentamiento 6hmico puede mejorar las propiedades de
textura (Pasha et al., 2014).

Segun los resultados de APT en cubos de manzana tratados con
calentamiento 6hmico, la dureza se mantuvo o aumento levemente lo que podria
estar relacionado con la lixiviacion de la célula y la deshidratacion de los cubos de
manzana, lo cual concuerda con lo encontrado en la pifia minimamente procesada
gue conforme aumentaba el voltaje la dureza aumento aproximadamente 10 N. La

fracturabilidad y resiliencia mantuvieron el mismo comportamiento de aumentar
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conforme aumentaba el voltaje y el tiempo lo cual concuerda con el aumento de la
dureza (Pasha et al., 2014). La gomosidad disminuy6 conforme aumentaba el voltaje

y la masticabilidad se mantuvo constante durante los tratamientos.

En los tratamientos aplicados en la pifia minimamente procesada en orden
de mantener una intensidad constante se preparaba un solucion de agua destilada
con agua de remojo de pifia en la cual podria encontrarse acido citrico el cual puede
aumentar la conductividad y aumentar los cambios en la estructura de la pifa
(Gavahian et al., 2019). Es importante mantener la intensidad constante ya que suele

aumentar conforme el tiempo.

VII.5.2.2 Efecto antimicrobiano del calentamiento éhmico en pifia
minimamente procesada.
La evaluacion del efecto del calentamiento 6hmico en la descontaminacion
de la pifia se realizdé a 65°C durante 1y 2 min a 15y 20 V cm? ya que en estas
condiciones se presentaron los AE-mas bajos y no se generaron cambios

significativos en el contenido de sélidos solubles ni en la dureza del producto.

Las reducciones logradas por la aplicacion del calentamiento 6hmico fueron
considerablemente mayores que las obtenidas por el tratamiento de desinfeccion
guimica y tratamiento térmico convencional (Figura 22). Independientemente del
tiempo, la aplicacién del calentamiento a 20 V cm™ caus6 una reduccion similar en
las poblaciones de E. faecium y L. innocua (p < 0.05) que osilaron entre 2.79 a 4.72
Log UFC g para E. faecium y 2.80 a 5.00 Log UFC g! para L. innocua. Cuando se
aplcarron los tratamientos a un voltaje de 15 V cm, el efecto antimicrobiano

disminuyo considerablemente.
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Figura 22. Reduccion de E. faecium y L. innocua por la aplicacién de calentamiento
Ohmico en pifia minimamente procesada.
Letras diferentes indican diferencias significativas (p < 0.05) segun la prueba de

Tukey

Debido a las altas cuentas de hongos y levaduras encontradas durante los
muestreos realizados y a la importancia de estos en el deterioro de la pifia, tambien
se cuantificé la reduccion de hongos y levaduras como consecuencia de la aplicacion
del calentamiento 6hmico. La maxima reduccién de hongos (2.33 + 0.18 Log UFC g
1) y levaduras (2.41 + 0.25 Log UFC g') se observé cuando se aplico el tratamiento
a 20V cm, 65°C por 2 min (Figura 23).

El calentamiento 6hmico es una tecnologia conocida desde principios del
siglo XX que desafortunadamente encontré limitaciones para su aplicacion en la
industria alimentaria debido a los requerimientos de energia y a la preocupacion del
contacto entre el alimento y los electrodos. Sin embargo, recientemente se han
desarrollado diversos materiales que permiten el uso de esta tecnologia ya que
optimizan el uso de la energia. Los electrodos empleados en la celda eran de acero

74



inoxidable los cuales se monitorearon en busca de oxidacién de los mismos. Las
primeras aplicaciones del calentamiento 6hmico se realizaron en alimentos liquidos

como jugos (Shirsat et al., 2004).
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Figura 23. Reduccién de hongos y levaduras por la aplicacién de calentamiento
ohmico en pifia minimamente procesada.
Letras diferentes indican diferencias significativas (p < 0.05) segun la prueba de

Tukey

El calentamiento 6hmico permite incrementar la temperatura de un alimento
a una velocidad muy rapida bajo ciertas condiciones que permite aplicar tratamientos
a alta temperatura por tiempos cortos, como en el caso de la aplicacion realizada en
la pifia minimamente procesada en donde los tratamientos fueron efectivos a partir

del minuto del tratamiento.

Al aplicar calentamiento 6hmico en un alimento soélido, el tamafio de la

muestra se vuelve muy relevante y una limitante ya que se ha observado que en
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casos donde la concentracion de particulas es muy alta, esas mismas particulas de
baja conductividad pueden calentarse mas rapido que el fluido circundante. Este
fendmeno ocurre porgque, con el aumento de la concentracion de particulas la ruta de
la corriente eléctrica a través del fluido se vuelve menos tortuosa, lo que obliga a-un
mayor porcentaje de la corriente fluir a través de las particulas. Esto puede dar como
resultado mayores tasas de generacion de energia dentro de las particulas, y en
consecuencia, una mayor tasa relativa de calentamiento de particulas. Es por esto
gue durante la aplicacion se mantuvo constante la conductividad eléctrica y se eligio
como tamafio una rebanada de pifia mantener constante la resistencia de las

particulas a partir de la concentracion de particulas en el fluido.

Esta misma corriente eléctrica que pasa por el alimento es la responsable
de la inactivacién de los microorganismos; hasta el momento no se han reportado
cepas con resistencia al calentamiento 6hmico. Esta inactivacion es atribuida
principalmente el fenébmeno de la electroporacion, que se define como la formacién
de poros en la membrana celular por consecuencia de la exposicion al campo
eléctrico lo cual lleva a una permeabilidad de la membrana y la difusién del material
intracelular (Knirsch et al., 2010). Como ya se menciond, la principal aplicacion del
calentamiento éhmico es en liguidos como en salsa de tomate en donde se han
obtenido reducciones de 2.82 + 0.09 UFC g de E. coli, 3.64 + 0.25 UFC g de S.
Typhimurium y 3.41 +0.93 Log UFC g* de L. monocytogenes (Kim et al., 2016). En
jugo de manzana se reportaron reducciones de 5.30, 6.85 y 3.06 Log UFC mL™ de

E. coli, S. Typhimurium y L. monocyogenes, respectivamente (Park et al., 2013).

Al igual que con el calentamiento convencional, se cuantificé el cambio en
las variables fisicas y quimicas ocasionado para el calentamiento Ghmico.
Adicionalmente se realizo un analisis de perfil de textura a las pifias tratadas (Tabla
15).
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Tabla 15. Cambio en la actividad de agua, pH y acidez total titulable en pifia

minimamente procesada tratada con calentamiento 6hmico.

Acidez titulable (mg g-

Tratamientos Aa pH
1 &cido citrico)
Control 0.983 £ 0.0122 3.73+0.032 0.377 £ 0.0692
15Vcecmt—1min  0.984 + 0.0092 3.76 £ 0.092 0.413 £+ 0.060
15V cm? — 2 min 0.956 + 0.0202 3.80 £ 0.102 0.361 £0.0272
20 V.cm? —1 min 0.940 £ 0.0182 3.64 £ 0.052 0.411 £ 0.0574
300V —2 min 0.953 + 0.0122 3.82+0.082 0.435 + 0.069°

Dentro de las columnas letras diferentes indican que no existen diferencias significativas (p

< 0.05) segun la prueba de Tukey

La aplicacién del calentamiento 6hmico no modificé los valores de Aa y pH,
y la acidez total titulable aument6 conforme aument6 el voltaje y el tiempo de
tratamiento. El incremento en la acidez es acorde al aumento en los valores de
sélidos solubles que se mostraron previamente (Tabla 12); conforme disminuye los

sélidos solubles totales aumenta la acidez total titulable y ligeramente el pH.

Sin embargo, el calentamiento 6hmico presenta algunas limitaciones, una
de ellas, como se menciono es el tamafio de la muestra prefiriéndose tamafios
mayores a 3 cm para mejorar la trasferencia de calor entre el sélido y el liquido. Sin
embargo, una de las principales desventajas es el alto voltaje requerido que dificulta

su escalamiento a nivel industrial.

Siendo que el tratamiento de 20 V cm, 65°C por 1 min no presenta
diferencias significativas (p = 0.05) con su analogo a 2 min en la reduccién de
subrogados, hongos y levaduras, y tampoco afecta las propiedades fisicas y
guimicas, se eligi6 como el mejor tratamiento para evaluar la vida de anaquel de la

pifia minimamente procesada.
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VI1.6 Vida de anaquel
La evaluacion de la vida de anaquel de la pifia minimamente procesada se
realiz6 a dos temperaturas de refrigeracion 4 y 10°C. Durante el almacenamiento se
observaron los cambios en la dureza, sélidos solubles y diferencia total de color como
variables de calidad; y bacterias mésofilas aerobias, enterobacterias, bacterias acido

lacticas, hongos y levaduras como indicadores de deterioro y de calidad microbiana.

Durante el almacenamiento por 21 dias de la pifia tratada o0 no con
calentamiento 6hmico (20 V cm?, 65°C y 1 min) la textura disminuyd
independientemente de la temperatura de almacenamiento (Figura 24). Sin embargo,
la pifia tratada con calentamiento 6hmico y almacenada a 4°C fue estadisticamente
diferente (p <0.05) a los demas tratamientos llegando al final de la evaluacion a 73.99
+ 0.32 N a diferencia de la pifia almacenada sin tratar y almacenada a 10°C que
disminuy6 hasta 62.80 + 0.22 N.
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Figura 24. Efecto del calentamiento 6hmico sobre la textura de la pifia

minimamente procesada almacenada a 4y 10°C.

Los solidos solubles también tuvieron un decremento durante el
almacenamiento mostrando una reduccion considerable de aproximadamente 6 °Brix

de sélidos solubles (Figura 25). Los solidos solubles en la pifia tratada con
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calentamiento 6hmico no se modificaron durante los primeros tres primeros dias de
almacenamiento, y posteriormente disminuyeron. La pifia sometida al tratamiento
con calentamiento 6hmico y almacenado a 4°C fue la que mostré las menores

pérdidas en los solidos solubles (p < 0.05).
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Figura 25. Efecto del calentamiento 6hmico sobre el contenido de sélidos solubles

de la pifia minimamente procesada almacenada a 4 y 10°C.

La diferencia de color fue especialmente grande en todos los tratamientos
después de 18 dias alcanzando valores de 10; sin embargo, la diferencia de color en
las pifias tratadas con calentamiento 6hmico fue 2 puntos menos que el control sin

tratar (Figura 26)
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Figura 26. Efecto del calentamiento 6hmico sobre la diferencia total de color (AE)

de la pifia minimamente procesada almacenada a 4 y 10°C.

Las poblaciones de BMA, enterobacterias y bacterias &cido lacticas se
incrementaron durante el almacenamiento a 4°C (Tabla 16) y 10 °C (A 4°C los
tratamientos con calentamiento 6hmico fueron estadisticamente diferentes a los
controles (sin tratamiento) (Tabla 16). A los 18 dias el contenido de las bacterias
acido lactica fue de casi 8 Log UFC g-1. Los hongos y las levaduras también
incrementaron durante los 18 dias de almacenamiento 18 (Tabla 17). Desde el primer
dia de almacenamiento el contenido de hongos en las muestras sometidas al

calentamiento 6hmico fue mayor y el de levaduras a partir del tercer dia (p < 0.05).

Tabla 17; sin embargo, el aumento fue mayor a la temperatura mas elevada.
Las diferencias significativas entre el calentamiento 6hmico y las muestras sin tratar

se presentaron, en este caso, a partir de del dia 12.
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Tabla 16. Contenido de BMA, enterobacterias y bacterias acido lacticas en pifia

tratada con calentamiento 6hmico almacenada a 4°C.

BMA Enterobacterias Bacterias acido lacticas
Log UFC gt
bi Tratamiento  Control sin ~ Tratamiento ~ Control sin ~ Tratamiento  Control-sin
fa i ) i
Ohmico tratar Ohmico tratar Ohmico tratar
3.85+ 457 +
1 326104728 3.76+0.122 2.32+0.472 2.03+0.63?
0.592 0.24°
3.90 + 4,59 +
3 4.06+0.732 440+0.412 3.41+0.43* 3.16+0.172
0.062 0.24b
4.31 + 4.68 +
6 4.08+0.252 457+0.292 3.49+0.45* 3.32+0.102
0.52a 0.17a
4.43 + 4,96 +
9 41140392 475+0.052 3.87+0.37% « 3.84+0.062
0.322 0.032
4.96 + 5.94 +
12 4.12+0.432 4.82+0.122 3.98+0.823 3.94+0.822
0.282 0.04P
5.15+ 5.78 £
15 4.79+0.802 5.72+0.37° ~4.00+0.76% 3.99+0.212
0.662 0.032
557 + 6.70 £
18 490+0.382 6.04+0.56° 4.38+0.208 4.65+0.252
0.072 0.05°
7.81+
21 5.43+0.042 552+041° 455+0.052 5.38+0.05*° 6.38+0.062 0.05"

Dentro de lasfilas letras diferentes indican que no existen diferencias significativas (p < 0.05)

segun la prueba de Tukey

A 4°C los tratamientos con calentamiento 6hmico fueron estadisticamente

diferentes a los controles (sin tratamiento) (Tabla 16). A los 18 dias el contenido de

las bacterias &cido lactica fue de casi 8 Log UFC g?. Los hongos y las levaduras

también incrementaron durante los 18 dias de almacenamiento 18 (Tabla 17). Desde

el primer dia de almacenamiento el contenido de hongos en las muestras sometidas

al calentamiento 6hmico fue mayor y el de levaduras a partir del tercer dia (p < 0.05).
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Tabla 17. Hongos y levaduras en pifia minimamente procesada almacenada a 4°C.

Hongos Levaduras
Log UFC g
Dia  Tratamiento  Control sin  Tratamiento Control sin
Ohmico tratar Ohmico tratar

1 3.02+0.422 3.64+0.30° 3.53+0.26% 4.09 +0.322
3 - - 3.87+0.33% 4.78+0.12°
6 4.29+0.832 5.65+0.21° 3.96+0.50% 5.354+0.05°
9 - - 4.64 + 0-262 5.63 £0.09°

12 4.28+0.05* 5.68+0.29° 4.46 +0.40% 5.66+ 0.28°
15 - - 5.46 +0.78% 5.71+0.18°
18 - - 5.49+£0.13% 6.62 +0.05°
21  4.91+0.25* 7.15+0.53" 6.41+0.362 751 =+
0.05°

Dentro de las filas letras diferentes indican que no existen diferencias significativas (p < 0.05)
segun la prueba de Tukey.

-Sin datos

Las muestras de pifia almacenadas a 10 °C tuvieron un comportamiento
similar, pero en este caso los incrementos en las poblaciones de los microorganismos
indicadores independientemente del tratamiento fueron mayores (Tabla 18 y Tabla
19).

Tabla 18. Contenido de BAM, enterobacterias y bacterias &cido lacticas en pifia

tratada con calentamiento 6hmico almacenada a 10°C.

BMA Enterobacterias Bacterias acido lacticas
Log UFC g
Dia Tra}tam_iento Control sin Tra}tam_iento Control sin Tre}tam_iento Control sin
Ohmico tratar Ohmico tratar Ohmico tratar
1 3.85+0.622 4.28+0.42° 2.09+0.452 2.56+0.292 3.91 +0.582 4,39 +
0.42°
3 4.17 + 4.37 + 3.99 +0.652 3.99 +0.632 4.61 +0.35% 5.98 +
0.472 0.322 0.01°
6 4.27 + 5.19 + 4.11+0532 4.11+0532 551+0.882 6.85+0.17°
0.262 0.11°
9 5.59 + 5.29 + 4.62+0.422 570+0.05° 6.34+0.532 7.02+0.32P
0.452 0.042
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12 5.83 % 6.26 = 4.96 +0.36* 6.04+0.6° 7.23+0.36% 7.37+0.042
0.432 0.06°

15 6.13 + 6.68 5.49+0.38%2 6.70+0.03> 7.87+0.50% 7.54 +0.062
0.532 0.18°

18 7.36 = 6.85 * 5.93+0.64% 6.89+0.09> 7.93+0.802 9.23%
0.822 0.87° 0.07°

21 7.77 £ 8.26 +0.13* 6.20+0.51® 7.65+0.07° 7.95+ 0.482 8.20 £
0.392 0.13°

Dentro de las filas letras diferentes indican que no existen diferencias significativas (p < 0.05)

segun la prueba de Tukey

Tabla 19. Hongos y levaduras en la pifia minimamente procesada almacenada a

10°C.
Hongos Levaduras
Log UFC gt

Dia Trgtﬁm;ggto Control sin tratar Tr%tﬁrrrr:ilsgto Control sin tratar

1 4.22+0.042 3.98 + 0.092 453 +0.322 5.70 + 0.24b

3 - - 5.18 £+ 0.732 6.43 + 0.15P

6 - - 5.87 £ 0.272 6.56 +0.05P
9 453+0.082 5.32 + 0.05P 6.45 + 0.432 6.96 + 0.052
12 - - 7.09 +0.322 7.11 +£0.282
15 - - 7.32 +0.362 7.39 +0.532
18 - - 7.41 +0.132 7.68 + 0.102
21 4.92+0.182 6.99 + 0.31° 7.71+0.012 8.14 + 0.24b

Letras iguales entre filas del mismo microorganismo indican que no hay diferencias
significativas (p> 0.05) segun la prueba de Tukey

-Si datos

A 4 °C los tratamientos con calentamiento 6hmico fueron estadisticamente
diferentes a los controles (sin tratamiento) (Tabla 16). A los 18 dias el contenido de
las bacterias acido lactica fue de casi 8 Log UFC g*. Los hongos y las levaduras
también incrementaron durante los 18 dias de almacenamiento 18 (Tabla 17). Desde
el primer dia de almacenamiento el contenido de hongos en las muestras sometidas

al calentamiento 6hmico fue mayor y el de levaduras a partir del tercer dia (p < 0.05).

La vida de anaquel de la pifia no sometida al tratamiento éhmico (control)
almacenada a 10°C es de seis dias basada en su vida atil de consumo, por lo que

con el tratamiento 6hmico se alarga 6 dias. La vida de anaquel reportada para un
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almacenamiento a 4 °C es de 9 dias (Yalcin et al.,, 2017) logrando con el
calentamiento 6hmico 3 dias mas. Comparando los parametro fisicos y quimicos no
hubo mejora de las propiedades monitoreadas, pero si se logré mantenerlas por mas
tiempo con respecto a la muestra sin tratar. Siendo el factor microbiolégico
importante para la vida de anaquel y considerando que los parametros fisicos vy
guimicos se mantienen, la vida de anaquel a 4 °C se increment6 a 15 diasy a 10 °C
a 12 dias.

VIl. CONCLUSIONES
La realizacién del estudio permitié conaocer el perfil microbiolégico de la pifia
minimamente procesada que se comercializa en mercados, supermercados y
puestos ambulantes de la ciudad de Querétaro. La informacion generada es una
contribucion importante ya que no existen normas oficiales en México sobre la
calidad microbidlogica de estos productos, por lo que se espera que los resultados
generados acerca del contenido de BMA, hongos y levaduras, coliformes totales,

coliformes fecales y E. coli tengan una contribucion en esta area.

La elevada incidencia de Salmonela spp. (18 %) y Listeria monocytoenes
evidencia a las deficientes practicas de manejo, sin éxito, que se llevan a cabo en los
sitios de venta. Este hecho, aunado a la capacidad de desarrollo de estos
microorganismos en las primeras horas de almacenamiento de la pifia minimamente

procesada, es evidencia del riesgo al que los consumidores estan expuestos.

La desinfeccion quimica no es eficiente para reducir significativamente las
poblaciones de S. enterica, L. monocytogenes y sus respectivos subrogados. En
contraste, el calentamiento 6hmico, especificamente el tratamiento a 20 V cm 65°C
por 1 min logré reducciones significativas desde el punto de vista de la inocuidad

microbiana en las poblaciones de E. faecium y L. innocua sin generar cambios
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drasticos en las variables fisicas y quimicas de la pifia minimamente procesada. Se

logro alargar la vida de anaquel de la pifia durante el almacenamiento a 4 y 10 °C.

El tratamiento 6hmico es una buena alternativa para la descontaminacién
efectiva de la pifila minimamente procesada de acuerdo a los criterios establecidos
por la FDA de los EE.UU. La informacion generada en este trabajo es una aportacion
importante para los productores de alimentos minimamente procesados, ya que se
demostré que las tecnologias emergentes son efectivas para la eliminacion de
microorganismos patdgenos y que ademas, genera menos cambios en las variables

fisicas y quimicas de la fruta.
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X. ANEXOS
X.1 Valoracion de la concentracion de los desinfectantes
Los desinfectantes fueron valorados para conocer su concentracion

mediante el método yodométrico (Lviv-National Medical University, 2015).
x Acido peracético

Se afiadieron. 20 mL de &cido sulftrico (25%) a 50 mL de solucién a
testar. Se agregd permanganato de potasio (0.1 N), hasta color rosa permanente.
Luego se afiadié 5 mL de solucion de ioduro potasico (10%) y 2 mL de indicador
de almidon (1%) y se valoro con tiosulfato sodico (0.1N) hasta la desaparicion del

color. Se calcul6 la concentracidn con la siguiente férmula.
ppm acido peracético=valoracién (mL)*x76
x Cloro

Se tomaron 3 mL de la solucién a valorar en un matraz de 25 mL aforando con agua
destilada. Se pipetearon 4 mL de esta solucidon en un matraz Erlenmeyer y se valoré
con tiosulfato de sodio (0.1 N) hasta la aparicion de un color amarillo palido, se
afiadieron 20 mL de yoduro de potasio (10%) y 10 mL de &cido sulfarico (20 mL). En
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este punto se adicionaron 2 mL del indicador de almidon y se prosiguid con la

valoracion lentamente hasta la desaparicion del color.

(Vol. de Tiosulfato)(N del tiosulfato)
Cl=
Vol. Cl

N

X.2 PCR Salmonella spp.
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Figura 27. PCR de las cepas de Salmonella aisladas de la pifia. Carriles: 1
marcador de peso molecular, 2-13 cepas confirmadas, 14 control negativo, 15-16

cepas confirmadas y 17 control positivo.

X.3 PCR Listeria monocytogenes
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Figura 28. PCR de las cepas de L. monocytogenes aisladas de la pifia. Carriles: 1
marcador de peso molecular, 2-19 cepas confirmadas, 20 control positivo y 21

control negativo.
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