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RESUMEN

Querétaro posee zonas favorables para el cultivo del manzano, sin embargo, una
parte de la manzana producida no cumple los estdndares para su comercializacion en
fresco. Una alternativa es elaborar subproductos como la sidra. Investigaciones locales
relacionadas con la optimizacion del proceso de sidra y seleccion de levadura
fermentativa nativa se han realizado, sin embargo, aun no se ha estudiado la
supervivencia de patdgenos de humanos durante este proceso. El objetivo de esta
investigacion fue evaluar la sobrevivencia de Salmonella enterica durante la elaboracién
de sidra en funcion de la levadura y la variedad de manzana. Se utilizaron los cultivares
'‘Golden Delicious' y 'Red Delicious', cuatro cepas ATCC de S. enterica con y sin
adaptacion y dos levaduras fermentativas (K1, 436) ademas de la fermentacién con
microbiota nativa (MB). Los resultados sefialan que las cepas de Salmonella mostraron
diferente capacidad de adaptacién, sin embargo, todas sobrevivieron a las condiciones
mas severas evaluadas (8% de etanol y pH 4.56), con recuentos de poblacion de ~4 a ~6
Log CFU mL™. Las cepas adaptadas y no adaptadas permanecieron cuantificables en los
mostos ‘Golden Delicious' al final de la primera fermentacién (dia 7) para levaduras K1
y 436, y en ambas variedades para MB, sin embargo, no fueron detectables después de
16 d de la segunda fermentacion. Salmonella adaptada, inoculada en mosto 'Golden
Delicious' fermentado con MB generd la tasa de inactivacion mas baja (-5.29 + 2.42
Log CFU h) en la primera fermentacion, sin.observarse diferencias en la segunda
fermentacion. Las cepas inoculadas individualmente se mostraron discretas, con
recuentos por debajo del limite de deteccién en ambas fermentaciones, sin embargo,
siendo detectadas en los dos casos. Se concluye que S. enterica fue capaz de sobrevivir
durante el proceso de elaboracion de la sidra cuando no se emplea una levadura
seleccionada como indculo.

(Palabras clave: Adaptacion, Salmonella enterica, sobrevivencia, bebidas
fermentadas.)



SUMMARY

Querétaro state counts on favorable areas apple tree cultivation, however, a part
of the apple produced does not meet the standards for in-fresh marketing. An alternative
Is to make by-products like cider. Local investigations related to the optimization of the
cider process and selection of native fermentative yeast have been carried out, however,
the survival of human pathogens during this process has not yet been studied. The
objective of this research was to evaluate the survival of Salmonella enterica during the
production of cider based on the yeast and the apple variety. The cultivars ‘Golden
Delicious' and 'Red Delicious', four ATCC strains of S. enterica with and without
adaptation and two fermentative yeasts (K1, 436) were used in addition to fermentation
with native microbiota (MB). Results indicate that the Salmonella strains showed
different adaptability, however, all survived the most severe conditions evaluated (8%
ethanol and pH 4.56), with population counts of ~4 to ~6 Log CFU mL™. The adapted
and non-adapted strains remained quantifiable in the 'Golden Delicious' musts at the end
of the first fermentation (day 7) for K1 and 436 yeasts, and in both varieties for MB,
however, they were not detectable after 16 d of the second fermentation. Adapted
Salmonella, inoculated in 'Golden Delicious' must fermented with MB, generated the
lowest inactivation rate (-5.29 + 2.42 Log CFU h-1) in the first fermentation, with no
differences observed in the second fermentation. The individually inoculated strains
were discrete, with counts below the detection. limit in both fermentations, however,
being detected in both cases. We conclude that'S. enterica was able to survive during
the cider making process when a selected yeast is not used as inoculum.

(Keywords: Adaptation, Salmonella enterica, survival, fermented beverages.)



I. INTRODUCCION

La manzana es uno de los productos cosechados y consumidos méas importantes
alrededor del mundo, debido a sus caracteristicas nutricionales y su versatilidad para
consumirse en fresco, en alimentos preparados y en otros derivados alimenticios.
México ocupa el 20° lugar a nivel mundial en produccion de manzana, siendo los
principales cultivares establecidos ‘Golden Delicious’, ‘Red Delicious’, ‘Gala’, ‘Rome
Beauty’ y ‘Starking Delicious’, entre otras, con un consumo anual per capita de
alrededor de 7.5 Kg (SAGARPA, 2017; SIAP, 2019).

En el estado de Querétaro, México, existen zonas con caracteristicas ecoldgicas
favorables para el cultivo de manzano (Flores-Lui et al., 2017). Sin embargo, la
presencia de fendmenos climéaticos poco comunes y la deficiente aplicacion de las
técnicas de cultivo traen como consecuencia una mala calidad de la manzana para su
comercializacion en fresco (coloracion no homogénea, frutos pequefios, ademas de mala
apariencia), que aunado a la gran produccion por parte de otros estados, saturando el
mercado nacional, propicia pérdidas econémicas importantes para el estado (Mendoza
et al., 2006; Leon-Teutli et al., 2020). Por tal motivo es necesaria la busqueda de
alternativas para un mejor aprovechamiento del fruto, como la elaboracién de derivados
que le aporten un valor agregado, siendo la produccion de sidra una opcién prometedora
(Ledn-Teutli et al., 2020).

Esta se obtiene a partir de la fermentacion por levaduras del mosto de manzana
y, cuando es espumosa tipo champafia, se realiza una segunda fermentacion de la sidra
base embotellada, llamada “carbonica”. Esta segunda fermentacion genera didxido de
carbono(CO2) en el recipiente hermetico, lo que incrementa la presion interna,
causando que este gas se difunda al medio liquido, generando la efervescencia del
producto final al momento del descorche y el servido (Soto-Herrera et al, 2008).

Las levaduras del género Saccharomyces son las principales responsables de
estas fermentaciones, por lo cual dominan en el medio fermentativo (Cousin et al.,
2017), aunque se sabe que otros géneros de levaduras (Casas-Acevedo et al., 2015), asi
como bacterias lacticas participan en este proceso (Chen et al., 2019).

Debido a las condiciones propias de la sidra, puede existir también un desarrollo
de bacterias acido-lacticas (BAL) deterioradoras. Estas pueden generar diferentes

alteraciones en el producto, como la degradacion de glicerina, defecto conocido como



picado alilico/acroleinico, derivado del metabolismo de la glicerina, dando como
resultado la acroleina generando amargor y pérdida importante de compuestos
fenolicos, ademas de otros defectos relevantes (Mangas-Alonso et al., 2010).

Aunado a lo anterior, existen reportes de cinco brotes de Salmonella enterica en
EE.UU. entre 1998 y 2016, ambos en jugo de manzana, tanto pasteurizada como sin
pasteurizar (Cody et al, 1999; NORS CDC, 2019). De la misma forma, existe evidencia
de la presencia de patdgenos en bebidas fermentadas comerciales, tales como el-vino y
la cerveza (Jeon et al., 2015).

A nivel local se han realizado trabajos relacionados con la implementacion de
métodos de elaboracion de sidra espumosa tipo Champafa (Soto-Herrera et al., 2007),
asi como de la seleccién de levaduras del género Saccharomyces para la elaboracion de
sidras espumosas a partir de variedades de manzana de-la region (Ledn-Teutli et al.,
2020), sin embargo, aparentemente no existen estudios que evalten la sobrevivencia de
patdgenos de humanos durante el proceso de elaboracion de sidra, menos aun la relacion
que pueda existir entre las levaduras fermentativas y los patdgenos.

El objetivo del presente trabajo se centra en evaluar los cambios poblacionales
de Salmonella enterica en funcion de la cepa de levadura durante la elaboracién de la
sidra espumosa tipo champana.



Il. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1. El Manzano
2.1.1. Origen y antecedentes

Existe evidencia de la recoleccion de manzanas silvestres que datan del
Neolitico (alrededor de 13,200 afios) y de la era del Bronce (alrededor de 6,500 afios), a
través de toda Europa, ademas de evidencia de su cultivo en Israel alrededor del afio
1000 d.C. Uno de los factores mas importantes en la distribucion geogréfica que tuvo
este frutal en la antigliedad es la famosa “Ruta de la Seda” la cual, debido a los diversos
recorridos, atravesando desde el Mar Negro, pasando por Samarcanda y Tashkent, hasta
la China occidental, dieron origen a una extensa variedad de cultivares adaptados a
diversas condiciones climatoldgicas y de suelo (Juniper et al., 1998).

Esta diversificacion del género Malus fue debida alos rumiantes empleados por
los comerciantes, pues éstos fueron alimentados con diversos frutos, incluyendo la
manzana. Al ser animales carentes de “molleja”, las semillas pudieron pasar por sus
tractos gastrointestinales sufriendo un dafio minimo, de tal manera que pudieron ser

dispersadas en tierras fértiles (Juniper et al., 1998).

2.1.2. Importancia
2.1.2.1. Importancia mundial

La produccién de manzana a nivel mundial ha tenido tendencia al alza durante
las temporadas maés recientes, habiéndose obtenido poco més de 86 millones de
toneladas-en 2018, comparando con las 83 millones de toneladas en reportadas al 2017.
A la fecha, la lista de principales productores de manzana en el mundo es encabezada
por.China, con mas de 39.2 millones de toneladas (cerca del 45.5 % de la produccion
mundial), seguida de Estados Unidos con 4.6 millones de toneladas, Polonia con casi 4
millones de toneladas, Turquia con cerca de 3.6 millones de toneladas, e Iran, con 2.5

millones de toneladas aproximadamente. (FAO, 2018)

2.1.2.2. Importancia nacional

En el periodo de 2012-2017 hubo un aumento en el volumen cosechado de

aproximadamente 13.7 % cada afio, con un promedio de 642 miles de toneladas en su



volumen de produccion (SIAP, 2018), sin embargo, hubo una reduccién de alrededor de
7.7 % en la produccion de 2018 (659 mil toneladas) en comparacion con la de 2017
(714 mil toneladas) (SIAP, 2019). En la Tabla 2.1 se enlistan las principales entidades

productoras de manzana del pais.

Tabla 2.1. Principales entidades productoras de manzana y volumen de produccion

. Volumen (Toneladas) L
Lugar Entlda}d Variacion (%)
federativa S 2017-2018
Total nacional 659,451
Chihuahua 596,580 -3.3
Puebla 35,713 -2.9
Durango 11,146 -65.9
Coahuila 10,165 -55.1
Veracruz 9,236 2.1
Zacatecas 4,442 30.2
Chiapas 3,370 4.1
Hidalgo 3,353 2.5
Nuevo Leon 2,760 -30.4
Oaxaca 2,281 7.3
Resto 7,404 0.04

(SIAP, 2019h)

2.1.2.3. Importancia regional

Se conoce que el estado de Querétaro goza de condiciones climaticas y de suelo
propicias para la produccion de manzana, siendo principalmente las zonas altas o de
serranias las mas aptas para ello. En estas regiones, las altitudes varian desde los 1700
hasta los 2700 msnm, generando las condiciones dptimas de frio (de entre 2y 10 °C) y

cumpliendo con el requerimiento de entre 200-2000 horas frio o HF (horas acumuladas




por debajo de los 7 °C, requeridas para terminar el “reposo invernal”), los cuales son

requeridos para producir fruto de buena calidad (Flores-Lui et al., 2017).

En la Tabla 2.2 se muestran los principales municipios productores en el estado,

al mes de diciembre de 2019.

Tabla 2.2. Principales productores de manzana del estado de Querétaro

Region

MURicibio Superficie (ha) Produccion BBl a1t
unicip (Ton) on ha
Plantada Cosechada
Cadereyta 139 139 239 1.720
de Montes
Pefiamiller 5 5 11 2.180
San 200 199 208 1.500
Joaquin
Pinal de 45 45 112 2,500
Amoles
Amealco
de Bonfil 32 19 53 2.770
421 407 714 1.753

Total

2.1.3. Botéanica

2.1.3.1. Taxonomia

(SIAP, 2019a)

El manzano (Malus domestica Borkh) es una especie perteneciente a la familia

Rosaceae, a la subfamilia Amygdaloideae, siendo en esta Ultima en donde se han

reconocido hasta 78 especies primarias. Esta especie no es encontrada en la naturaleza

de manera silvestre, y se sabe que se deriva de la hibridacién interespecifica de Malus

pumila x Malus baccata (L.) Borkh, ademas de otras especies silvestres involucradas,

como Malus sylvestris, que es una especie proveniente de Europa, principalmente
(Tabla 2.3) (Cardenas y Fischer, 2013).




Tabla 2.3. Clasificacién Taxondmica del manzano

Categoria Taxondmica Nombre
Dominio Eukarya
Reino Viridiplantae
Filo Streptophyta
Orden Rosales
Familia Rosaceae
Subfamilia Amygdaloideae
Tribu Maleae
Género Malus
Especie M. domestica, M. pumilf';\, M. baccata, M.
sylvestris

(NCBI, 2019; txid3750)

2.1.3.2. Morfologia

El manzano es un arbol cuya altura oscila entre 1.5 m y los 7 m, ademéas de
poseer una anchura en su copa de 1 m (hasta 4.5 m aproximadamente) (Jackson y
Palmer, 1999). La forma habitual bajo condiciones naturales varia de ser redonda en la
copa, hasta una forma piramidal, sin embargo, bajo ciertas condiciones (como las de los
tropicos), el manzano tiende de manera significativa a generar un crecimiento recto en
sus ramas, debido a la llamada “dominancia apical aguda” (Cardenas y Fischer, 2013).

El manzano presenta hojas de forma eliptica, ademas de lanceoladas, lobuladas,
oblongas o aserradas, representadas en la Figura 2.1. Las yemas presentan formas
ovoides con escamas pequefias que alcanzan a sobresalir. Las yemas florales se
encuentran insertadas sobre dardos en la mayoria de las variedades, siendo estas yemas

mixtas terminales (Baugher, 2003, Cardenas y Fischer, 2013).




Jp9 oY

Ovate Obovate
Leaf Shapes
Entire Lobed Crenate Dentate Serrate Serrulate
Leaf Margins

Figura 2.1. Morfologia de distintas hojas (Fuente: Baugher, 2003)

Las flores presentan una coloracion de blanco a rosa, incluso carmin,
organizandose en cimas, llamadas corimbos. Las partes del hipanto y el gineceo
permanecen juntos formando un ovario infero, en donde después se procedera a formar

el fruto. El fruto es un pomo, caracterizado por provenir de un ovario infero. En la

Figura 2.2 es posible observar las morfologias antes mencionadas (Cardenas y Fischer,
2003).

POMOS CARNOSOS
Estigma
MANZANA
pedinculo o rabillo
endocarpio o corazon
epicarpio o piel

- semilla o pepita

parte comestible

Sépalo mesocarpio o pulpa

.
2 Ovulo
\,

N Rarantinula /

Figura 2.2. Morfologia de la flor (izquierda) y fruto (derecha) del Manzano (Malus domestica
Borkh) (Fuente: Dominguez, 2008; infovisual.info, s.f.)

Ovario



2.1.3.3. Fisiologia

El &rbol de manzano es caracterizado por ser caducifolio, es decir, se despoja
completamente de sus hojas durante el invierno (en raras ocasiones, puede ser
observable un “siempre verde”) (Baugher, 2003). Segun Fernandez et al. (2010), el
manzano es una especie capaz de inducir diferentes respuestas fisioldgicas, por lo que se
adapta a las variaciones climéticas propias de cada estacion segin los cambios
estacionales a los que se ve enfrentado.

Su ciclo de desarrollo es anual, y esta determinado por dos etapas: vegetativa y
reproductiva. Dentro del ciclo vegetativo (en el hemisferio Norte) inicia con la pérdida
de las hojas durante octubre hasta noviembre, en sucesion del reposo del &rbol durante
todo el invierno. Durante el reposo y debido a las bajas temperaturas, la brotacion de las
yemas florales y vegetativas es posible, manifestandose normalmente en marzo,
pudiendo observarse de manera general en la Figura 2.3 (Ramirez et al., 2002).

En cuanto al crecimiento del fruto, primeramente hay un periodo de
multiplicacion celular con una duracion aproximada de cinco semanas, dando como
resultado un notable crecimiento longitudinal del fruto, no asi de su didmetro. En la
segunda etapa existe un crecimiento acelerado, pudiendo durar de cinco a diez semanas
aproximadamente. Es durante este periodo cuando se forman ‘“burbujas” o espacios
intercelulares, los cuales facilitan el intercambio de gases entre las células, pues estos
espacios se encuentran interconectados. Es en esta fase cuando se puede observar un
aumento considerable de materia seca en el fruto. Una vez concluida la diferenciacion
celular, comienza el proceso de maduracién, en el cual existen una serie de cambios
bioquimicos a causa de distintas reacciones fisicas y quimicas, dando como resultado la
aparicion de las propiedades distintivas de cada variedad, como lo son su color, textura,

sabor, acidez, entre otros (Casierra-Posada et al., 2003).
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Estado B. Yema hinchada

Estado D. Aparicién del corimbo floral
Tipo sin hojas desarrolladas

Estado C. Yema bicoloreada (punta verde)

Estado D2. Aparicién del corimbo floral
Tiposin holas desarrolladas

Estado E2. Los sépalos dejan ver los pétalos Estado F. Comienzo de floracion (1 a 2 flores abiertas)
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Estado H. Cuajadd de fruto Estado J. Engrosamieto del fruto
Figura 2.3. Estados fenologicos del manzano (Diputacion Foral de Bizkaia, 2017)

2.1.3.4. Variedades y composicion

La clasificacion dada a las distintas variedades de manzano es generalmente: a)
de consumo en fresco (M. domestica), b) manzana sidrera (M. pumila y M. domestica),
y ¢) manzana silvestre (M. pumila, M. sylvestris, entre otras) (Bauchard, 1994).

De igual forma, es posible clasificarlas con base en el sabor del fruto; manzanas
dulces, &cidas o amargas, donde generalmente se clasifican las manzanas de mesa,
manzanas Sidreras y las silvestres (respectivamente). Actualmente, algunos de los
principales cultivares producidos a nivel mundial son ‘Red Delicious’, ‘Golden
Delicious’, ‘Gala’, ‘Granny Smith’, ‘Jonagold’, ‘Braeburn’, ‘Pink Lady’, ‘MclIntosh’,
entre otras (Hubert, 1999; Belrose, 2012).

Las principales caracteristicas que el consumidor busca en una manzana de
consumo en fresco son el tamafio, su apariencia (libre de dafio mecanico o de
microorganismos), ademas de su sabor. Sin embargo, dependiendo de la region, pueden
buscarse frutos de distinto grado de firmeza, ademaés del sabor dulce o acidulado (Coque
etal., 2012).
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El principal componente de la manzana es el agua, con 85 % del total de la
composicion. Si bien el fruto es bajo en grasas (aproximadamente 0.2 g de grasa por
porcion de 100 g), posee alrededor de 43.0 mg de acidos grasos Omega-6, y en menor
proporcion, 9.0 mg de Omega-3. En la Tabla 2.4 se muestran algunos de los principales

componentes de la manzana (USDA, 2018).

Tabla 2.4. Composicion nutrimental de la manzana (100 g)

Componente Cantidad

Proteina (g) 0.3
Grasas (g) 0.2
Carbohidratos (g) 13.8
Fibra (9) 2.4
Azucares totales (g) 10.4
Calcio (mg) 6.0
Magnesio (mg) 5.0
Hierro (mg) 0.1
Fosforo (mg) 11.0
Potasio (mQ) 107.0
Vitamina C (mg) 4.6
Vitamina A 54.0

(USDA, 2018)

2.2. Lasidra
2.2.1. Definicién

Se conoce a la sidra como una bebida proveniente de la fermentacién del mosto
de manzana, con una ligera graduacion alcoholica de alrededor de 6.5 % abv hasta 12 %
en sidras elaboradas solamente con jugo de manzana, mismas que pueden ser
mezcladas, dando como resultado sidras mas comerciales de 1.2 a 8.5 % abv. Posee una
coloracion ambar, con un sabor que tiende al agridulce, debido a las caracteristicas del
mosto del cual es obtenida, misma que depende de los niveles de taninos y acidos
(Jarvis, 2014).
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2.2.2. Tipos de sidra

Debido a su naturaleza pueden existir diferentes tipos de sidra; incluso hay
paises productores que tienen sus propios tipos (como Francia o Gran Bretafia). Por
ejemplo, la sidra francesa es producida regularmente de una manera mas natural, sin la
presencia de aditivos y sin la aplicacion de métodos modernos de elaboracion, por lo
cual posee un sabor méas afrutado, en comparacion con la sidra inglesa (que posee
mayor grado alcoholico). Existe también una gran diferencia con respecto a-lo que se le
denomina “sidra”, pues, en Norteamérica y Australia, se le denomina de esa forma al
jugo de manzana obtenido por prensado en crudo, mientras que hard cider, traducido

literalmente como “sidra dura”, es el término que se utiliza para referirse a la bebida

alcohdlica (Heikefelt, 2011).

En la Tabla 2.5 se describen los tipos de sidra mas.comunes, en su clasificacion

general y en base a la cantidad de azUcar presentes.

Tabla 2.5. Tipos de Sidra

Clasificacion
General

Sidra dulce

Mosto obtenido directamente del exprimido de la
manzana posterior a la recoleccidn; sin fermentacién
(jugo de manzana).

Sidrade Hielo

Se obtiene a partir de mosto congelado de manzana
(congelacién natural). Mayor concentracion de azlcar y
mayor grado alcohélico causado por eliminacién de
agua.

Sidra

Achampafiada o

Producto de creacion reciente (no requiere escanciado).
Su graduacion alcoholica va de 6 a 8 °G.L. En su
proceso de elaboracidn, es sometida a filtracion, la cual
elimina gran cantidad de impurezas y sedimentos.

Gasificada Gasificacion es llevada a cabo en botella o en cuba,
mediante una segunda fermentacién
Seca Concentracion < 30 g azlcar L. Grado alcohélico >5 °©
G.L.
Clasificacion con Semiseca Concentracion de 30 a 50 g azlicar L. Grado alcohdlico
base en dulzor. de 3-5°G.L.
Dulce Concentracion > 50 g azlcar L. Limite maximo 80 g L-

1. Grado alcohdlico<3°G.L.

(Gutiérrez et al., 2016).
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2.2.3. Proceso de elaboracion de sidra espumosa tipo champafia

El proceso de elaboracion de la sidra espumosa es semejante al realizado en
vinos espumosos, pues ambos obtienen su presion caracteristica, ya sea por la
fermentacion parcial de sus azlcares naturales, o por accion de la segunda fermentacion
(fermentacién carbonica) del azlcar afiadido a la sidra o vino base. Dentro de los
métodos mas utilizados, destaca el método clasico o tradicional champenoise (Ledn-
Teutli et al., 2020).

El método champenoise es llevado a cabo mediante una primera fermentacion a
presion atmosférica, dando como resultado una sidra base, seguida de una fermentacion
en la botella, donde inicialmente es afiadido el denominado licor-de tirage (conteniendo
azucar y levaduras) y la sidra se cierra herméticamente, lo que causa una generacion de
espuma al momento del servido (Mangas-Alonso et al., 2010). En la Figura 2.4 se

aprecia el diagrama general del proceso de elaboracion.

METODO C Jxﬁj@v B

0ol =

Primera fermentacion y Embotellado y adicién de
mezcla levaduras

Fermentacion en botella

)

Congelamiento del cuello
de botella

J M& A

Dosificacion, tapado,
etiquetado

Rotacién | | Inclinacién hacia abajo |

Dequelle jListo para el brindis!

Figura 2.4. Diagrama de elaboracion de Sidra espumosa. Método
“Champenoise” (Fuente: Gustorotondo, 2018)
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En la primera fase de la elaboracion, el jugo de manzana es extraido, se adiciona
metabisulfito de potasio para su conservacion, ademas de que se mejora el color del
mosto. Posteriormente, el mosto es desfangado e inoculado con la cepa seleccionada de
levadura, para su fermentacion a temperatura de entre 15 y 18 °C, dando por finalizada
esta parte al presentarse una disminucion de °Bx y densidad suficientes. Después de un
tiempo de reposo (aproximadamente una semana), se logra una preclarificacion a causa
de los trasiegos realizados, obteniéndose una sidra tranquila, la cual se vierte en botellas
para la adicién del licor de tirage compuesto de una mezcla de azlcar disuelto en una
porcion de sidra base, ademas del cultivo iniciador de levaduras. Finalizando la segunda
fermentacion, se realiza una clarificacion mediante el acomodo de las botellas en
pupitre, para la remocion de lias (desplazando sedimentos al cuello de la botella para
eliminarse), llevando progresivamente de una posicion casi horizontal (20 a 25 °) hasta
una posicion de entre 60 y 75 ©, para asi eliminar los sedimentos al formar un tapén de
hielo al sumergirse en una solucién de agua y anticongelante a -25 °C, expulsando dicho
tapdn por accion de la presion en la botella (Hidalgo, 2002; Flanzy, 2003; Leon-Teutli
et al., 2020).

2.3. Levaduras fermentativas

El nombre de “levadura” es utilizado para agrupar un gran numero de
microorganismos, tanto . patbgenos como especies Utiles. Las levaduras son
microorganismos unicelulares pertenecientes al reino Fungi, con formas y tamafios muy
diversos, dependiendo de la especie y condiciones en las que se encuentren. Su
reproduccion es normalmente por gemacion (generalmente, divisiones asimétricas)
(Montoya, 2008). Debido a su versatilidad, estos microorganismos han sido utilizados
para la elaboracion de muchos de los productos que con cotidianidad consumimos,
como pan, cerveza y vino, elaborando cada producto con una cepa especifica, pues
durante su desarrollo tecnologico se han ido modificando para obtener productos con

caracteristicas muy particulares (Suéarez et al., 2016).
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2.3.1. Caracteristicas generales de Saccharomyces cerevisiae

La levadura por excelencia tanto para la elaboracion de productos de
panificacién como de bebidas alcoholicas (Figura 2.5) (aun cuando el hombre ignoraba
la participacion de las mismas en estos procesos) ha sido la especie Saccharomyces
cerevisiae. Su nombre es derivado de diversos vocablos en latin: Saccharo significa
azucar; myces, hongo; y cerevisiae, cerveza. Su metabolismo es quimioheterdtrofo,
ademas de poseer una elevada capacidad fermentativa. Estos microorganismos se
reproducen por fision binaria o gemacion; ademas, debido a su naturaleza, estos
organismos unicelulares son resistentes a antibidticos, sulfamidas 'y deméas agentes

antibacterianos (Suarez et al., 2016).

Figura 2.5. Cultivo de levaduras en medio de cultivo solido (izquierda) y levadura
seca para distintos propositos (derecha). (Fuente: cerveceroscaseros.com, 2015;
cerveza-artesanal.co, s.f.).

2.3.2. Morfologia

Saccharomyces cerevisiae presenta caracteristicas celulares, en estructura y
funcion, de las células eucariotas (Figura 2.6) y poseen gran variedad de tamafios y
formas, que van desde las ovaladas, esféricas, incluso cilindricas y elipticas, las cuales
tienen un diametro de entre 5y 10 um (Feldmann, 2010).

Los componentes mayoritarios de las levaduras incluyen proteinas,
glucoproteinas ademas de algunos polisacaridos y polifosfatos (Suarez et al., 2016).
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Figura 2.6. Estructura de una levadura (Fuente:
caeliacerea.blogspot.com, 2015)

2.3.3. Criterios de seleccion

El uso de cepas seleccionadas ha resultado ser una de las mejores estrategias en
la obtenciéon de productos de calidad en bebidas como la sidra, especialmente con
procesos muy especializados como el método champenoise, esto debido a que, por las
caracteristicas a las que se han visto expuestas, las cepas aisladas poseen una adaptacion
a las condiciones ambientales potencialmente méas alta a las cepas comerciales, lo que
hace a las cepas endémicas una mejor opcion (Suarez-Valles et al., 2008; Ledn-Teutli et
al., 2020).

La velocidad de fermentacion, la tolerancia a etanol y a sulfitos son
caracteristicas de suma importancia para la seleccion de las cepas, pues existe la
posibilidad de usar una cepa con muy poca produccion de etanol, muy poco tolerante o
de'igual manera, muy lenta en su metabolismo, lo cual podria causar una contaminacion
en-la matriz alimentaria. (Domenech et al., 1992). De igual forma, algunas otras de las
caracteristicas de seleccion de levadura mas recientes han sido la tolerancia a altas
presiones de CO2, ademas de una buena capacidad de floculacion y sedimentacion,
actividad B-glucosidasa, en incluso, la expresion del fenotipo killer (Ledn-Teutli et al.,
2020).
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2.3.3.4. Algunas investigaciones relacionadas con la seleccion de levaduras
fermentativas en sidra

Distintas investigaciones han sido realizadas con el fin de aislar y seleccionar
levaduras con ciertas deseables para elaborar sidras de calidad.

Ejemplo de ello ha sido el trabajo de Suérez-Valles et al. (2008), quienes
aislaron levaduras del género Saccharomyces de una bodega de sidras localizada en
Asturias, determinando su capacidad de tolerancia al etanol y capacidad de floculacion,
ademas de evaluar su produccién de acido acético y acido sulfhidrico, con el fin de
utilizar dichas levaduras en el proceso de elaboracion de sidras espumosas por el
método champenoise, mismas que fueron evaluadas en un analisis sensorial, obteniendo
resultados positivos en cuanto a aceptacion.

Otra investigacion relacionada a la seleccion de-levaduras es la realizada por
Pando-Bredifiana et al. (2010), en la cual aislaron distintas cepas de levaduras a lo largo
del proceso fermentativo de sidra elaborada con manzanas asturianas en una bodega
sidrera de Villaviciosa (Asturias), caracterizando las levaduras en cuanto a su actividad
B-glucosidasa, produccion de &cido. sulfhidrico y la expresion del fenotipo killer,
encontrando cepas de levaduras tanto sensibles como neutrales a la toxina producida por
fenotipos killer, ademas de encontrarse fenotipos productores de toxina y actividad -
glucosidasa por primera vez en levaduras autdctonas.

Dentro del grupo de trabajo, se realizd un estudio relacionado con el aislamiento,
seleccion e identificacion de levaduras nativas provenientes de fermentaciones
espontaneas de distintas variedades establecidas regionalmente, evaluando su capacidad
fermentativa en la produccion de sidras espumosas, evaluando su velocidad de
fermentacion, actividad B-glucosidasa, ademas de la presencia del fenotipo killer en las
mismas, ademas de su tolerancia a altas presiones y condiciones como presencia de
etanol y bajos pH, comparandose con una cepa comercial (K1-V1116). Las cepas
aisladas con las mejores caracteristicas fermentativas fueron las nombradas ‘MM7’ y
‘436.4° (Leon et al., 2020).
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2.4. Bacterias relevantes en alimentos fermentados
2.4.1. Bacterias fermentativas

Si bien la fermentacion alcohdlica (FA) es una parte sumamente importante en la
produccién de sidras, el proceso de la fermentacion malolactica (FML) es fundamental
para la calidad final de este producto, sin embargo, en la industria sidrera ain no-se
cuenta con un cultivo iniciador de este proceso, a diferencia de lo que ocurre con la
industria del vino (Sanchez et al., 2010).

La fermentacion malolactica (conversién de acido malico en &cido lactico) en la
produccién de sidra es un proceso complejo, ademas de dificil de controlar, pues se
conoce que factores tanto nutricionales como fisicos y quimicos tienen un efecto en el
metabolismo de los microorganismos encargados de éste proceso (las bacterias acido
lacticas o BAL). Se ha observado que productos. del mismo metabolismo de las
levaduras en el proceso de FA, como acidos grasos-y etanol, inhiben el crecimiento de
BAL, pero también existen factores esenciales de crecimiento que lo promueven
(Herrero et al., 2001; Miranda-Castilleja et al., 2018).

Segun Herrero et al. (1999) la FML puede ocurrir de manera espontanea debido
a la presencia de diversos géneros de BAL, como Leuconostoc, Lactobacillus y
Pediococcus principalmente. Estos-microorganismos pueden provenir del mosto o de la
bodega, y sobrevivir durante la FA; sin embargo, la sidra no es una matriz favorable

para el desarrollo de BAL, lo que genera un proceso impredecible.

2.4.2. Bacterias deterioradoras

Si bien el desarrollo de algunas especies bacterianas es necesario para la FML,
también existe el riesgo de que se genere un desarrollo de bacterias acido-acéticas
(BAA), entre las que se encuentran principalmente los géneros Acetobacter,
Gluconobacter y Gluconacetobacter, (presentes en manzanas y uvas). Estas bacterias
son las responsables (mayoritariamente), de la oxidacion del etanol a &cido acético
(Bartowsky y Henschke, 2008; Joshi y Sharma, 2009; Fernandez-Pérez et al., 2010).

Ademas de la generacion de este acido en la sidra, lo cual recibe el nombre de
picado, pueden darse otros defectos causados por bacterias, en este caso BAL, como el
filado, y la degradacion de glicerina, defecto conocido como picado alilico/acroleinico

(ambos defectos producidos por Lactobacillus, Pediococcus, Leuconostoc vy
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Streptococcus, principalmente); el primero se caracteriza por un aumento en la
viscosidad, dando como resultado una apariencia aceitosa en la sidra debido a la
generacion de polisacaridos, estructurados de unidades de galactosa, glucosa, manosa,
arabinosa y acido galacturénico, mientras que el segundo (picado alilico/acroleinico) es
provocado por el metabolismo de la glicerina, dando como resultado la acroleina, que al
interaccionar con polifenoles presentes en la sidra, genera amargor y pérdida importante

de compuestos fenolicos (Mangas-Alonso et al., 2010).

2.5. Patogenos de humanos en bebidas fermentadas
2.5.1 Presencia y brotes

Las bebidas alcohdlicas fermentadas han sido -consideradas seguras en lo
referente a aspectos microbioldgicos, esto debido a sus caracteristicas de acidez, asi
como su contenido alcohdlico, sin embargo, patdgenos transmitidos por alimentos, de
alta relevancia epidemioldgica, han sido detectados en diferentes bebidas.

La presencia de 4acido malico (alrededorde 5 g L) y &cido lactico (3 -4 g L™?)
tanto en jugo de manzana como en sidra, que a su vez generan pH de 3 - 4 son
suficientes para prevenir el crecimiento y desarrollo de patégenos como Escherichia
coli y Sthaphylococcus aureus, entre otros (Millard et al., 2017).

Rao et al. (2018) reportan la presencia de Clostridium botulinum en una bebida
ilegal producida dentro de las prisiones de EE.UU., llamada pruno. Dicha bebida
provocé sintomas de botulismo en un interno a las 12 h de su consumo, posteriormente
presentando signos de la misma enfermedad, causando su ingreso a un hospital,
procediendo a la investigacion del origen de la enfermedad, ademéas de identificar
posibles-casos adicionales, resultando en ocho internos de la misma seccion presentando

los mismos signos y sintomas.

2.5.2. Sobrevivencia

Jeon et al. (2015) encontraron que, tanto las esporas de Bacillus cereus, ademas
de microorganismos como E. coli O157:H7 y Salmonella Typhimurium son capaces de
sobrevivir hasta 28 d en bebidas como cerveza y “vino refinado de arroz” (conocido

como sake en Japdn, y como cheongju en Corea).
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Menz et al., en el 2011 observaron que patdégenos como E. coli y Salmonella
Typhimurium son capaces de sobrevivir, e incluso desarrollar, durante las primeras
fases (alrededor de 24 h) del proceso de elaboracidn de una bebida fermentada llamada
“mosto lupulado”, el cual es un producto parecido a la cerveza.

Kim et al., en 2014 inocularon células de E. coli, B. cereus, S. aureus y S.
enterica ademas de esporas de B. cereus en cerveza (4.6 — 5 % abv) y la mencionada
bebida “vino refinado de arroz” (13 — 14 % abv) a diferentes temperaturas, encontrando
que durante el almacenamiento de las bebidas inoculadas, la mayoria de los
microorganismos descendieron rapidamente sus poblaciones hasta ser indetectables por
su metodologia (de 1 a 3 d), sin embargo, fueron recuperables con métodos de
enriquecimiento, indicando que no estaban ausentes.

Gomez-Aldapa et al., en 2011 reportan una- reducciéon significativa de
poblaciones de algunos microorganismos patdégenos. de humanos inoculados en
aguamiel durante el proceso fermentativo para produccion de pulque, como Salmonella
Typhimurium, Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus, Shigella flexneri y
Shigella sonnei. Dicha reduccion es mas rapida cuando los microorganismos son
inoculados en el denominado ‘“pulque semilla”, en comparacion con los néctares o
aguamiel, mismos que son productos altos en azucares, pero carentes de alcohol, caso
contrario al pulque semilla, donde el medio es acido y existe presencia de etanol,
inactivando a los microorganismos patdgenos antes mencionados al final del proceso
fermentativo.

En otro estudio realizado en pulque por Gomez-Aldapa et al. (2012), se estudio
la capacidad de E. coli de adaptarse a productos del proceso de elaboracion. Se advierte
que el patdgeno es capaz de sobrevivir, e incluso desarrollar en el aguamiel los primeros
dias, seguido de un descenso en sus poblaciones; contrario a lo ocurrido al inocularse en
pulque semilla, donde E. coli pudo sobrevivir a las condiciones iniciales de bajo pH 'y

concentracion de etanol en menor medida que en el caso de la semilla.

2.5.3. Presencia y sobrevivencia en manzana y sus derivados

En el trabajo realizado por Gonzélez-Lopez et al. (2018), se encontrd que cepas
de Salmonella spp. aisladas de una huerta de manzana fueron capaces de colonizar la

superficie de manzanas (desarrollando a temperaturas de almacenamiento de 15y 22
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°C, pero no en 5 °C). La formacion de biopeliculas en ella se evidencié mediante
microscopia electronica de barrido (SEM, por sus siglas en inglés).

Segun el Sistema Nacional de Reporte de Brotes de la CDC (NORS CDC, por
sus siglas en inglés), 79 brotes han sido reportados en EE. UU., a la fecha, en lo
referente a productos de manzana (manzana fresca, jugos y sidras pasteurizados y sin
pasteurizar), ademas de algunas bebidas alcoholicas como vino y cerveza, en los cuales

S. enterica y E. coli destacan como agentes patdgenos (Tabla 2.6).

Tabla 2.6. Brotes de patdgenos en productos de manzana y bebidas alcohdlicas,
reportados en EE. UU (1971 — 2020)

Brotes de patogenos en productos de manzanay bebidas alcoholicas

Brotes 79
Enfermos 1913
Hospitalizaciones 110
Muertes 7
Brotes 15
Enfermos 401
Hospitalizaciones 46
Muertes 0

(NORS CDC, 2020)

Aun cuando se han considerado a las infecciones de E. coli patdgena, como
asociadas a productos animales, los reportes de brotes en relacién con otros productos
han ido en aumento. Ejemplo de lo anterior es la asociacion de dichos brotes con el
consumo de jugo de manzana sin pasteurizar, aun cuando las caracteristicas propias de
la matriz alimentaria generen poca probabilidad de convertirse en vehiculo de
contaminantes microbioldgicos (Cody et al., 1999). Ademas de estos patdgenos, existen
reportes de la presencia de Cryptosporidium sp. en una “feria de la cosecha” en EE. UU.
debido a la contaminacién de jugo de manzana recién exprimido, motivo por el cual se
dio un brote de criptosporidiosis. (Millard, 1994).

Para Vojdani et al. (2007) se han presentado brotes causados por bacterias y

parasitos relacionados a productos como sidras y jugos durante afios. Aun cuando los
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agentes causales han sido reportados como poco comunes, la contaminacion por lo
general ocurre en las Gltimas etapas de los procesos. Se conoce también que una de las
principales barreras para la inocuidad de jugos de fruta ha sido su acidez y el pH, sin
embargo, en 1991 se registro un brote de E. coli O157:H7, causando infecciones y
Sindrome Urémico Hemolitico (SUH); éste patégeno, ademés de otros como
Salmonella spp., parasitos, entre otros, han mostrado una supervivencia en jugo de
manzana fresco (apple cider) a pH entre 3.6 y 4, rango que se pensaba que era
inhibitorio.

Xiong et al. (2020) reportaron durante el almacenamiento de vinos y sidras
elaborados por procedimientos artesanales, una reduccion de 5 Log (establecido por la
FDA) de cocteles de distintas cepas de E. coli, S. enterica y Listeria monocytogenes.
Dicha reduccidn se logra (dependiendo del pH y concentracion de alcohol en la bebida,
ademaés de la fruta de procedencia, ya sea uva 0 manzana) a distintos tiempos para la
mayoria de los casos, evidenciandose que incluso con las condiciones de pH (entre 3y
5) y altas concentraciones de etanol (desde 0 % hasta 14%), 96 h de almacenamiento no
fueron suficientes para llevar a cabo dicha reduccion en todos los tratamientos,
concluyendo en la necesidad de realizar mas estudios de validacion, asi como

regulaciones en los procedimientos con los que se realizan dichas bebidas fermentadas.

2.6. Salmonella enterica
2.6.1. Taxonomia y morfologia

El género-Salmonella, perteneciente a la familia de Enterobacteriaceae, es un
bacilo.Gram (-), anaerobio facultativo, flagelado, cuyo comportamiento es de patdogeno
intracelular facultativo.

Este patdgeno se divide en dos especies: Salmonella bongori y Salmonella
enterica (constituida por mas de 2000 serovares), siendo esta Ultima la de mayor
relevancia en cuanto a la inocuidad de alimentos. Salmonella enterica se divide a su vez
en seis subespecies: enterica, arizonae, diarizonae, indica, salamae y houtenae, siendo
las mas importantes a considerar las pertenecientes a las subespecies enterica y
arizonae, dentro de los cuales se encuentran serovares de alta relevancia como S. Typhi
(la cual afecta s6lo a humanos), y Salmonella Typhimurium (misma que puede causar

infecciones a humanos y a algunos mamiferos) (Figueroa y Verdugo, 2005).
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2.6.2. Condiciones de crecimiento

Salmonella es capaz de desarrollar en pH desde 3.8 — 9.5, y en temperaturas
desde 5.2 hasta 46.2 °C, siendo el rango de crecimiento éptimo de pH 7 - 7.5, y una
temperatura de 35 - 43 °C. Si la temperatura es superior a 20 °C, es posible que.S.
enterica duplique su numero cada 15 — 20 min (Elika, 2013).

2.6.3. Presencia en alimentos

Algunos de los serovares mencionados, son encontrados mayoritariamente en
animales domeésticos (principal reservorio en el sistema gastrointestinal), pudiendo
causar un esparcimiento del patégeno a través de sus heces. Este material puede
contaminar cultivos, ademas del agua de riego, e incluso durante el sacrificio de
animales para produccion de carne, donde un mal-manejo de equipo o malas préacticas
pueden causar una contaminacion de la carne, contribuyendo asi a la alta incidencia de
infecciones de Salmonella no tifoidea en el mundo (McClelland et al., 2001; Figueroa y
Verdugo, 2005).

Se asocia a S. enterica a productos crudos o poco cocinados, esto debido a su
sensibilidad a tratamientos térmicos. Los alimentos de riesgo a considerar son aquellos
derivados de huevo, asi como el huevo crudo o contaminado en si. De igual forma, es
importante considerar la carne de aves, cerdo y ganado vacuno, pues al ser consumidas
sin una coccion completa, o encontrarse sélo fermentadas, elevan las posibilidades de la
sobrevivencia dedicho patdégeno. Productos como leche no pasteurizada, frutas,
verduras regadas con aguas contaminadas y sus subproductos se han reportado como
vehiculo-de S. enterica (Elika, 2013).

Existe evidencia de brotes de Salmonella asociados al consumo de distintos
frutos, ejemplo de ello fue un brote en Singapur en el afio 1996, donde 116 trabajadores
enfermaron, encontrandose la cepa de S. enterica causante del brote en diversas frutas
frescas, donde se incluye la papaya y la pifia, encontrandose como posible fuente de

contaminacion el agua utilizada (Strawn et al., 2010).

25



2.6.4. Salmonelosis: efectos

La enfermedad producida por Salmonella comdnmente produce dolor
abdominal, acompafiado de diarrea y fiebres, aunque puede ser de igual forma
acompariada con cefalea, nduseas y vomitos, sin embargo, pueden existir pequefias
poblaciones donde se generen complicaciones como infecciones sistémicas, y otras
complicaciones que pueden causar discapacidad. Aun cuando se conoce que la tasa de
mortalidad es baja en humanos, es importante sefialar que puede. aumentar
significativamente dependiendo de la cepa a la que se enfrente (Elika, 2013; FDA,
2019).

Las poblaciones de riesgo a estas enfermedades abarcan a infantes,
posteriormente a personas de la tercera edad e inmunocomprometidos. Es importante
mencionar que existe evidencia en la que se sefialan dosis infectantes muy pequefias
(alrededor de 20 células) pueden llegar a generar complicaciones en humanos (FDA,
2019).

Como conclusién del presente estudio bibliografico, podemos sefialar que si bien
es importante considerar diversos factores de calidad durante la produccion de
alimentos, y en este caso, de bebidas fermentadas, tales como la graduacion alcohdlica,
acidez o dulzor que pueden resultar, el perfil aromatico que puedan presentar, entre
muchos otros, uno de los factores menos considerados en la produccion de bebidas
alcohdlicas fermentadas es la calidad microbioldgica, es decir, la posibilidad de la
existencia de bacterias de alteracion o de patdgenos en el producto. Se tiene la creencia
de que las condiciones inherentes de la bebida en cuestion son capaces de inactivar por
completo ‘a dichos microorganismos, como S. enterica o E. coli, incluso algunos
parasitos, sin embargo es importante estudiar la presencia, sobrevivencia o tendencia a
la inactivacion de los patdgenos en dichos productos, y evaluar qué factores tienen

mayor impacto en su desarrollo o inactivacion.
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OBJETIVOS

General

Determinar la sobrevivencia de Salmonella enterica durante la elaboracion de
sidra espumosa tipo champafia elaborada con dos cultivares de manzana en funcion de

la cepa de levadura fermentativa utilizada.

Especificos

1. Evaluar la capacidad de sobrevivencia/desarrollo de S. entericaen funcion de la
cepa de levadura fermentativa durante el proceso de elaboracion de la sidra.

2. Adaptar cepas de S. enterica a condiciones similares a las de la sidra (pH acido y
alcohol).

3. Estudiar la cinética poblacional, la sobrevivencia-y la tasa de inactivacion de
consorcios de cepas de S. enterica adaptada y sin adaptar en funcion de la
levadura y el cultivar de manzana durante la fermentacion de sidra espumosa.

4. Estudiar la cinética poblacional y estimar la velocidad de inactivacion de
distintas cepas individuales de S. enterica adaptada y sin adaptar en condiciones

especificas obtenidas de la cinética anterior.
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I1l. MATERIALES Y METODOS

3.1. Sitio experimental y Material bioldgico

El presente trabajo de investigacion se realizd6 en el Laboratorio de
Fermentaciones y Fisiologia de Frutas de la Universidad Autonoma de Querétaro.

Se utilizaron manzanas provenientes de Chihuahua obtenidas del mercado local,
de los cultivares: a) ‘Golden Delicious’, variedad mejorada, de origen americano, cruza
de ‘Golden Reineta’ x ‘Grimes Golden’, caracterizada por su forma redonda y color
amarillo, alta concentracion de fructosa, consistencia crujiente y jugosa, con acidez
ligera (Baugher, 2003) y b) ‘Red Delicious’ variedad mejorada de origen americano,
proveniente de una seleccion de Madison, caracterizada por su forma “alargada” y gran
tamafio, moderadamente crujiente y con mucho jugo, de sabor suave, ligeramente acido
y dulce, ademas de contener antioxidantes (Martinez-Peniche et al., 2014; Mancera-
Lopez et al., 2018). Las manzanas fueron adquiridas del mercado local, para la
elaboracion de las sidras espumosas.

Como microorganismos fermentativos, se utilizaron: a) la cepa de referencia
comercial K1-V1116 (K1) de la marca Lallemand®, la cual es productora de esteres
florales, ademas de poseer el fenotipo killer y de soportar condiciones de fermentacién
dificiles (Lallemand Brewing, 2014) b) la levadura seleccionada 436.4 (436), la cual
posee alta capacidad de floculacion ademas de velocidad de fermentacién aceptable
(Ledn-Teutli et al,, 2020) y ¢) una levadura comercial Fermentis SafAle® S-04,
asimismo, se utilizé la microbiota nativa (MB) presente en la manzana.

Las cepas de referencia de S. enterica utilizadas fueron: Salmonella Enteritidis
ATCC 13076 (cepa 1), Salmonella Typhimurium ATCC 14028 (cepa 3), Salmonella
Thompson ATCC 8391 (cepa 4) y Salmonella Montevideo ATCC 8381 (cepa 5).

3.2. Elaboracién de Sidra

Para la elaboracion de la sidra espumosa artesanal, se siguidé la metodologia
descrita por Soto-Herrera et al. (2008) con algunas modificaciones. El procedimiento
consistio en limpiar la manzana de residuos visibles (tierra, partes de insecto, etc.),
evitando la desinfeccion (conservando carga microbiana). Posteriormente se

descorazon0 para evitar extraer compuestos indeseables de las semillas. El jugo de la
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manzana se obtuvo con un extractor estandar Black and Decker®, filtrando con manta
estéril. La obtencion de la sidra base (primera fermentacion) se realizé en matraces
Erlenmeyer con capacidad de 1 L a 20 °C.

En el primer experimento se inocularon entre 80 g hL? de levadura seca
(levadura comercial Fermentis SafAle® S-04), previamente hidratada en un recipiente
con agitaciéon hasta la formacion de una crema, en un volumen de mosto 10 veces
superior al peso utilizado, a temperatura de 25 — 29 °C, incorporando a los recipientes de
fermentacion una vez formada la crema en el mosto para el primer experimento.

En los experimentos ulteriores se inocularon las levaduras (K1-V1116 y 436.4) a
una concentracion de 7 Log UFC mL™. La temperatura en la cual se llevé a cabo la
primera fermentacion para la obtencion de la sidra de base fue de 20£2 °C hasta obtener
una sidra tranquila, con una densidad menor a 1,000 g L.

Una vez alcanzada esta densidad, se llevé a cabo una segunda fermentacién
(fermentacion carbonica) en botellas de vidrio &mbar de 355 mL a una temperatura de
15+1 °C, adicionando licor de tiraje, el cual consistié una concentracion de levadura de
6 Log UFC mL* (con relacion al volumen del licor) y sacarosa (azlcar de mesa) (20 g
L), ademas de reinocular 7 Log UFC mL™ de S. enterica (a excepcion del primer

experimento) y fermentando por 28 d a 15 °C.

3.3. Analisis fisicos y quimicos de las sidras
3.3.1. Densidad

Se midi6-de acuerdo con la OIV (2011), en funcién de la masa por unidad de
volumen de sidra o mosto, a una temperatura de 20°C, expresandose en g mL™?. Se

utilizé un-picnémetro de 25 mL de capacidad.

3.3.2. Solidos solubles totales (°Bx)

Se tomaron alicuotas de 1 mL de mosto de manzana, para analizarse en un
refractometro Atago, modelo SPR-N, con el fin de determinar la cantidad de sélidos

solubles totales presente en 100 g de mosto.
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3.3.3. Acidez total titulable

La acidez de la sidra se determind segln la OIV (2016), mediante la titulacion
con solucion de NaOH 0.1M, con una valoracion previa con solucion patron de ftalato
acido de potasio. Se midieron alicuotas de 5 mL de sidra por triplicado (previamente
agitada durante 10 min con agitador magnético para la eliminacion de CO3), se aforaron
hasta 50 mL con agua destilada, se midié el pH a cada solucion y se titularon con la
solucion de NaOH. Se finalizé la titulacion cuando la solucion alcanzé un pH de 8.2,

expresando la acidez en g L™ de acido malico, utilizando la ecuacion:

(0.1 M NaOH)(Vol. gastado)(67.04)
alicuota de sidra

g L™t ac.malico =

3.3.4.pH

Se utiliz6 un potenciometro marca- Hanna modelo PH211 calibrado con

soluciones amortiguadoras de pH 4y pH 7 (O1V, 2011).

3.3.5. Grado alcohdlico

Se utiliz6 el método de destilacion directa descrito en la OIV (2017). Se
midieron 50 mL de sidra (previamente agitada para la eliminacion de CO2) con un
matraz aforado, se vertio en un matraz de destilacion y se agreg6 2.5 mL de solucién de
Ca(OH)2 2 M, asi_como perlas de ebullicion. Se destilo aproximadamente % partes del
volumen. La mezcla resultante a 20 °C se aforé a 50 mL con agua destilada y se
determiné su densidad en un picnémetro de 25 mL, determinando el grado alcohdlico

consultando las tablas correspondientes de la OIV.

3.3.6. Azucares reductores

Se valoré por triplicado el reactivo de Fehling-Causse Bonnans (FCB),
colocando en un matraz Erlenmeyer 15 mL del reactivo, 50 mL de agua destilada y
perlas de ebullicion. EI matraz se calent6 hasta la ebullicion de la mezcla y se agregd
una solucion patron de azucar (1.25 g de glucosa anhidra aforada a 250 mL con agua
destilada) a una velocidad controlada (dos a tres gotas por segundo) con ayuda de una

bureta. Cuando la coloracion azul del reactivo disminuy6 de intensidad o alcanzé un
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tono verde tenue, se agregaron dos gotas de azul de metileno a 1 % y se continud
agregando solucién patrén de manera mas lenta (una gota por segundo). La primera gota
que vird la solucion a un color amarillo-dorado, indico el punto final de la titulacion.

Posteriormente, a 50 mL de sidra (libre de CO>) se adicionaron 8 mL de solucion
de acetato de plomo [Pb(CHsCOO)2] al 25 % y 0.5 g carbén activado, filtrando
posteriormente con papel Whatman #2.

Finalmente, se lleno la bureta con la sidra decolorada y se titularon 10 mL del
reactivo FCB de la misma manera en que se procedid para su valoracion. La

concentracion de azUcar se determind utilizando los siguientes calculos:

mL gastados en valoracién)(1.25 g glucosa
X,(Factor de Fehling) = (mL g )( g9 )

250 mL solucion

X,(g L tazicar) = ( (%,)(100 mL) ) (10)

mL gastados en titulacion

3.3.7. Acidez volatil

Se determino por el método Garcia-Tena: Se vertieron 11 mL de la muestra de
sidra en un matraz bola de 25 mL y se agregaron 3 perlas de ebullicion. Los primeros
5.1 mL del destilado y por separado, los siguientes 3.2 mL. Ambos destilados se
titularon con de NaOH (0.02 N) usando fenolftaleina para indicar la neutralizacién al
observar el vire a‘color rosa.

El valor de acidez volatil real (expresada en &cido acético) se obtuvo
sustituyendo en la siguiente formula los mL gastados para valorar los 3.2 mL de

destilado.
acéticoreal (g L™1) = (mL gastados) (0.366)
La acidez volatil aparente (expresada en acido acético) se obtiene sustituyendo
en la siguiente ecuacion la cantidad utilizada de NaOH para titular los 5.1 mL de

destilado, sumandole lo obtenido en la ecuacion anterior:

acético aparente (g L™1) = (mL gastados) (0.122) + acético real
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3.4. Induccion de resistencia a rifampicina a Salmonella enterica

El procedimiento consistio en una extension en placa de 1 mL de suspension de
la cepa con aproximadamente 10'° UFC mL™, en placas de Agar Soya Tripticasa (AST)
con 1 % adicional de NaCl (N) conteniendo 200 ppm de rifampicina (R). Las placas
inoculadas se incubaron a temperatura ambiente por 48 h, posterior a esto, las colonias
resultantes se resembraron en placas de ASTNR durante dos dias consecutivos para

asegurar la resistencia a RIF (Kaspar y Tamplin, 1993).

3.5. Induccion de resistencia a pH acido y etanol
3.5.1 Induccién por presion de seleccion

Para uno de los experimentos se realizo el procedimiento de adaptacion de las
cepas de S. enterica mediante un procedimiento disefiado en el laboratorio, el cual
consiste en la exposicion a condiciones de estrés causadas por bajo pH y concentracion
de etanol en CST, de manera creciente, realizando pases consecutivos diarios de las
cepas a CST con concentraciones de etanol desde 0 hasta 8% de etanol (aumento de 1%
cada 24 h), y pH de 7.2 hasta 4.56 (disminucion de 0.33 unidades cada 24 h), simulando
un proceso de fermentacion, de tal forma que la presion de seleccién ejercida sobre las
cepas cause que sblo las células mas resistentes sobrevivan al proceso, denominando

¢éstas ultimas, para efectos de éste trabajo, “cepas adaptadas”.

Tabla 3.1. Condiciones de los pases sucesivos para adaptacion de S. entérica

Dia % etanol pH
0 (indculo) 0 7.2
1 0 7.2
2 1 6.87
3 2 6.54
4 3 6.21
5 4 5.88
6 5 5.55
8 6 5.22
10 7 4.89
12 8 4.56
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3.5.2 Induccion répida por exposicion a concentracion alta de etanol

Para el experimento referente al estudio de tasa de inactivacion de cepas
individuales de S. enterica, se realizd el procedimiento de adaptacion siguiendo la
metodologia de He et al. (2018) con modificaciones, la cual consiste en exponer las
cepas de S. enterica durante 1 h en CST con pH ajustado a 5.55 de manera
independiente con acido clorhidrico (HCI) y con é&cido malico (AM), ambos en
presencia de 5 % de etanol. Posteriormente, las cepas adaptadas se centrifugaron a 5000
rpm durante 4 min, y se resuspendieron en mosto de manzana para su inoculacion, con
un control sin adaptar (SA) siguiendo la misma metodologia de"centrifugacion y

resuspension para su posterior inoculacién en las sidras.

3.6. Sobrevivencia de S. enterica durante el proceso de elaboracién de las sidras
3.6.1. Activacion de cepas de S. enterica y levaduras

Las cepas de S. enterica almacenadas en ultracongelacion a -80 °C, fueron
activadas en CST (DIBICO®), mientras que las cepas de levadura, almacenadas en las
mismas condiciones, fueron activadas en caldo nutritivo con dextrosa para levaduras
(NYDB por sus siglas en inglés); preparado con caldo nutritivo (DIBICO®) al 0.8 %,
extracto de levadura (DIBICO®) al 0.5% y dextrosa (CTR scientific®) al 1%. La
activacion se llevé a cabo inoculando 100 pL de la cepa en 3 mL del medio de cultivo
respectivo e incubando por 24 h a 35 °C para ambos casos. Una vez transcurrido el
tiempo de incubacidn, se procedio6 a centrifugar a 5000 rpm durante 4 min, lavando con
solucion salina isoténica a 0.85% (SSI) en tres ocasiones y resuspendiendo las células
en el Gltimo lavado con jugo de manzana. Las suspensiones de las cuatro cepas se
mezclaron en volumenes iguales para conformar un coctel que se empled para la

inoculacién del mosto.

3.6.2. Cinética poblacional de S. enterica y levaduras durante la elaboracion de
sidra

La inoculacion de S. enterica se llevd a cabo al inicio de la fermentacion,
simulando una contaminacion del mosto, siguiendo la metodologia descrita en 3.2 para
la elaboracion de la sidra. Se colectaron alicuotas de 1 mL periédicamente, segun se

tratara de la primera ( dias 0, 1, 4 y 7) o segunda fermentacion (dias 0, 8 y 16) utilizando
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para los muestreos de esta Ultima una botella por muestra. En cada tiempo, se realizaron
diluciones decimales seriadas de sidra en solucion salina isotonica a 0.85 % (SSI 0.85
%) utilizando las diluciones pertinentes para cada recuento, mismo que se llevo a cabo
mediante la técnica de extension en superficie de placa. Para los recuentos de S. enterica
se utilizd ASTR suplementado con 100 ppm de cicloheximida (C) (ASTRC).

Para los recuentos de levaduras, se utilizo el Agar Nutritivo-Dextrosa para
Levaduras (NYDA, por sus siglas en inglés), preparado caldo nutritivo a 0.8 %
(DIBICO®), extracto de levadura al 0.5 % (DIBICO®), dextrosa al.1 % (CTR
scientific®) y 2 % de agar bacteriologico (DIBICO®), suplementado con 100 ppm de
cloranfenicol.

De los resultados obtenidos se tomaron las condiciones de mayor tasa de
inactivacion de S. entérica, para asi proceder al experimento.con cepas individuales de

S. enterica, donde se realizara la deteccion al final de cada fermentacion.

3.6.3. Deteccion de Salmonella enterica en sidra tranquila y sidra espumosa

Para la deteccion de S. enterica al final de las fermentaciones de las sidras
inoculadas con cepas individuales, se siguid la metodologia establecida por el
Bacterioldgical Analytical Manual (FDA, 2020) para jugo de naranja (pasteurizado y sin
pasteurizar), sidra de manzana (pasteurizada y sin pasteurizar) y jugo de manzana
pasteurizado, realizando algunas modificaciones. El procedimiento consistio en agregar
en condiciones asépticas, 25 mL de muestra de sidra a 225 mL de Caldo de
Preenriquecimiento Universal (CPU), dentro de un frasco estéril de boca ancha y de
rosca, mezclando posteriormente, cerrando completamente el frasco y dejandolo reposar
por 60 £ 5 min a temperatura ambiente (evitando ajustar pH). Una Vez transcurrido el
tiempo de reposo, se aflojo la rosca del frasco y se incubd a 35 °C por 24 = 2 h.
Posterior a la incubacion, se inocularon tubos con 10 mL de caldo Rappaport-
Vassiliadis (RV) con 0.1 mL de muestra, incubandose en un termobafio a 42 + 0.1 °C
por 24 + 2 h, y tubos con 10 mL de caldo Tetrationato (TT) con 1 mL de muestra,
incubandose a 35 + 2 °C por 24 + 2 h. Finalizado el tiempo de incubacion, se estriaron
placas con medio Xilosa-Lisina-Desoxicolato (XLD) y Sulfito de Bismuto (SB)

tomando una asada de los medios de cultivo antes incubados (caldo RV y TT). Una vez
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estriadas, las placas se incubaron a 35 °C por 24 + 2 h después de lo cual se procedio a
la observacidn de las placas para constatar la presencia o ausencia del patdgeno.

3.8. Métodos estadisticos

El disefio experimental fue completamente al azar con tres repeticiones en.un
arreglo trifactorial 2 x 3 x 2, siendo los factores de estudio: a) cultivar de mazana (Red
Delicious y Golden Delicious); b) cepa de levadura (K1, 436 y MB); y c) adaptacion de
S. enterica (cepas adaptadas y no adaptadas). Como variable respuesta se considerd la
tasa de inactivacién de S. enterica durante el proceso fermentativo, misma que se
obtuvo mediante el complemento DMFit para Excel, y de igual forma, la sobrevivencia,
utilizando los recuentos del dia correspondiente como variable respuesta.

Para evaluar la sobrevivencia de las cepas inoculadas individualmente, se utilizé
un disefio experimental completamente al azar con arreglo bifactorial 3 x 4, siendo los
factores de estudio: a) cepa de levadura (cepa 1, cepa 3, cepa 4 y cepa 5); y b)
adaptacion de S. enterica (HCI, acido malico (AM) y no adaptadas). Se considero
igualmente la tasa de inactivacion para la primera fermentacion, y la presencia o
ausencia (deteccidn) de S. enterica al final de la primera y la segunda fermentacion.

Los resultados obtenidos se analizaron mediante un analisis de varianza
(ANDEVA) de dos vias de Fisher y una comparacion de medias de Tukey (0=0.05)

utilizando el programa Minitab en su version 17.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Capacidad de sobrevivencia/desarrollo de Salmonella enterica durante la
elaboracion de la sidra

Recordemos que para este primer experimento, se elabor6é una sidra espumosa
con manzana ‘Red Delicious’, utilizando una levadura comercial Fermentis SafAle® S-
04.

En la Figura 4.1 se puede observar que, aun cuando existe una diferencia en la
carga inicial de levadura fermentativa, con un recuento de 6.57+0.08 Log-UFC mL™
para la levadura comercial inoculada, y 5.36+0.09 Log UFC mL para las levaduras
presentes en la microbiota nativa (MB), las tendencias que se observaron en ambos
tratamientos fueron similares a partir del quinto dia, tanto en la primera como en la
segunda fermentacion. Si bien se observa un decremento en las poblaciones de levadura
al final de la primera fermentacion (entre 4.5 y 5 Log UFC mL™ en ambos casos), los
recuentos son similares a los encontrados en-los experimentos en fermentacion de sidra
con levadura S. cerevisiae realizados por Liu et al. (2015). Para la segunda
fermentacion, llevada a cabo en botella, los recuentos de levaduras se mantuvieron

alrededor de 5 Log UFC mL! para ambos casos, al final de la fermentacion (dia 41).

Desarrollo de levaduras en sidra
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Figura 4.1. Cambios poblacionales de la levadura comercial y la levadura de la
microbiota nativa (MB) durante el proceso de fermentacion de la sidra
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Respecto a S. enterica, se observa que al final de la primera fermentacion (dia
13), en el tratamiento de fermentacion con MB ésta sobrevive inesperadamente con un
recuento de 4.3+0.2 Log UFC mL™, en contraste, en la sidra fermentada con levadura
comercial, el recuento de dicho patdgeno se encontrd por debajo del limite de deteccidn
de la técnica, pudiendo ser atribuido a que se trata de una sola poblacion seleccionada
de levaduras, en comparacion con MB, que son un conjunto de levaduras, bacterias,
entre otros, compitiendo en el medio. En el muestreo realizado al final de la segunda
fermentacion las poblaciones del patdégeno se encontraron por debajo de dicho limite

ambos tratamientos (Figura 4.2).

Sobrevivenciade §. enterica en sidra
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Figura 4.2. Cambios poblacionales de S. enterica inoculada en sidra fermentada con
levadura comercial y en sidra fermentada con la microbiota nativa (MB) a lo largo
del proceso fermentativo.

El hecho de que Salmonella haya sido capaz de sobrevivir en las condiciones de
pH acido y la concentracion creciente de etanol adquiridos durante el proceso de
fermentacion puede deberse a la capacidad de persistir en ambientes estresantes que

tienen algunos patdgenos como S. enterica, E. coli, entre otros, e incluso a la capacidad
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de resistencia a acidez de S. enterica (aun siendo menor que la de E. coli) (Kim et al.,
2014).

En el caso de la levadura comercial SafAle® S-04, se observa que S. enterica no
se encuentra detectable al final de la primera fermentacion. Semanchek y Golden (1996)
inocularon E. coli O157:H7 en mosto de manzana, procediendo a la fermentacion hasta
obtener una sidra tranquila. La cepa inoculada disminuy6 su poblacion de manera
significativa al cabo de tres dias (3 d) de fermentacion, y el patégeno no fue detectable
cuando las concentraciones de etanol fueron iguales o superiores a 1.94 %. Los autores
sugieren un efecto del pH y otros subproductos de la fermentacion como los
responsables de la inactivacion del patégeno. Esta disminucion en la sidra se contrasta
con un descenso minimo de poblacion de E. coli en el mosto de manzana “sin
inoculacion” (no se inocula una levadura, fermentandose con la microbiota nativa
presente), lo que muestra un efecto de la levadura seleccionada en la inactivacion del
patdgeno.

Las diferencias entre el indculo de un microorganismo fermentativo sobre el
desarrollo de patogenos (en este caso, una levadura seleccionada S. cerevisiae), cuyas
caracteristicas y comportamiento se conocen en su totalidad, en comparacion con una

fermentacion causada por una carga microbioldgica nativa, resultan notorias.

4.2. Adaptacion de cepas de Salmonella enterica a condiciones de pH vy
concentracion de etanol similares a las de la sidra

En este experimento se busco que las cepas de S. enterica fueran sometidas a
una presion. de seleccion al estar expuestas a condiciones estresantes crecientes
gradualmente a partir de pases diarios (disminucién de pH y aumento de % de etanol en
pases diarios), obteniendo de esta manera cepas a las que se les denomin¢ “adaptadas”.

En la Figura 4.3 se puede observar que las poblaciones de las distintas cepas de
Salmonella generan en las 24 h de incubacion niveles similares de poblacion durante los
primeros seis dias (subcultivos). Posteriormente, las poblaciones de todas las cepas
tienden a disminuir a medida que las condiciones estresantes aumentan. Al dia 12 se
observa que las cepas 1, 4 y 5 muestran conteos muy similares entre si, los cuales

rondan los 6 Log UFC mL™, y que contrastan con la cepa 3, misma que mostrd
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recuentos de 3.95+0.35 Log CFU mL™, lo que muestra que esta cepa es la mas
susceptible a condiciones de pH &cidos y etanol, y sus combinaciones. (Figura 4.3).
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Figura 4.3. Cambios en la poblacion de S. enterica durante el proceso de
adaptacion-a pH acido y etanol.

Estas diferencias entre cepas coinciden con lo reportado por varios autores
(Bacon et al., 2003; Arvizu-Medrano y Escartin, 2005; Alvarez-Orddfiez et al., 2012),
quienes reportan-diferencias en la sobrevivencia de varios microorganismos (tales como
Salmonella Typhi y Salmonella Tyhpimurium) ante la presencia de factores de estrés, a
nivel de-serovar, lo que se traduce en diferencias en los grados de adaptacion;
observandose ademas que al ser expuesta previamente a condiciones subletales de
acidez, S. enterica es capaz de sobrevivir a condiciones mas agresivas (8% de etanol en
combinacion con pH 4.56).

La adaptacion a etanol y pH &cido fue manifiesta en todas las cepas de S.
enterica estudiadas, aun con las variaciones en su poblacion final, sin embargo, y de
acuerdo con lo reportado por Casadei et al. (2001), el proceso de adaptacion se vuelve
mas dificil cuando se suman condiciones de estrés, como la concentracion de etanol,

generando un decremento en la poblacion sobreviviente.

39



4.3. Cinética poblacional de coctel de cepas de Salmonella enterica adaptadas y sin
adaptar durante la fermentacion

4.3.1. Levadura K1-V116 (K1)

a) Primera fermentacion

En la sidra ‘Golden Delicious’ (Figura 4.4), de forma general se observa una
tendencia a la inactivacion, tanto en la poblacion de Salmonella adaptada, como en la no
adaptada, desde el inicio de la fermentacion y hasta el dia 4; hasta ese punto, S. enterica
disminuy6 hasta menos de 3 Log UFC mL™ (alrededor de 1.5 Log UFC mL™ en cepas
adaptadas y cerca de 2.3 Log UFC mL para cepas sin adaptar) permaneciendo en
niveles cuantificables por la técnica hasta el final de la primerafermentacion (dia 7)
para ambos niveles de adaptacion, sin embargo, en poblaciones bajas (alrededor de 2.4
Log UFC mL™ para cepas adaptadas, cuya poblacién incluso aument6 con relacion al
dia 4, y aproximadamente 1.7 Log UFC mL™ para cepas no adaptadas).
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Figura 4.4. Evolucion de las poblaciones de levadura K1y S. enterica en sidra
‘Golden Delicious’. “A”: S. enterica adaptada; “SA”: S. enterica sin adaptar; “K1 x
A”: levadura en presencia de S. enterica adaptada; “K1 x SA”: levadura en
presencia de S. enterica sin adaptar.
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Por el contrario, para el caso del cultivar ‘Red Delicious’ (Figura 4.5), el
consorcio de cepas de S. enterica adaptadas fue detectable hasta el dia 4 de
fermentacion, con recuentos de alrededor de 1.7 Log UFC mL™ para cepas adaptadas,
mientras que las cepas sin adaptar fueron indetectables, lo que coincide sensiblemente
con lo reportado con Arvizu-Medrano y Escartin (2005) y Alvarez-Ordéfiez et al.
(2012), ya que los microorganismos que no fueron expuestos a condiciones de estrés
previas mostraron una mayor disminucion de sus poblaciones. Al final de la primera
fermentacion (dia 7) ambos cocteles fueron indetectables por la técnica utilizada (<1Log
UFC mL™1).
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Figura4.5. Evolucién de las poblaciones de levadura K1y S. enterica en sidra Red
Delicious. “A”: S. enterica adaptada; “SA”: S. enterica sin adaptar; “K1 x A™:
levadura en presencia de S. enterica adaptada; “K1 x SA”: levadura en presencia de
S. enterica sin adaptar.

Se advierte una diferencia en la sobrevivencia de S. enterica en funcion de la
variedad de manzana, mostrandose un recuento de poblacion de S. enterica que no fue
posible detectar al final de la primera fermentacion (dia 7) en sidra ‘Red Delicious’,
caso contrario a lo observado en la sidra ‘Golden Delicious’, donde S. enterica se
mostré cuantificable (entre 1y 2 Log UFC mL™) al final de la primera fermentacion,

diferencia que puede ser atribuida a la composicion quimica de cada variedad.
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En ambas fermentaciones (Golden Delicious y Red Delicious) la levadura K1
persistio a lo largo del proceso, siempre en concentraciones entre 6-7 Log UFC mL™).

b) Segunda fermentacion

Para la segunda fermentacion, los recuentos de S. enterica disminuyeron hasta
rondar en 1 Log UFC mL™ alrededor del dia 8 en las sidras de ambas variedades'y en
ambos niveles de adaptacion, resultando en conteos por debajo del limite de deteccion al
transcurso de 16 d de fermentacion en botella (Figura 4.6 y Figura 4.7). Lo anterior
podria deberse al aumento de la concentracion de etanol en conjunto con el aumento de
la presion interna, siendo este Gltimo un factor a considerar, como lo mencionan Diels y
Michiels (2008), pues el aumento en la presion ha sido utilizado para reducir cargas
microbioldgicas de manera no térmica, siendo éste uno de los principios de una de las
tecnologias emergentes conocidas como “Altas Presiones Hidrostaticas”. A pesar de que
el microorganismo puede generar resistencia a distintos factores de estrés, la exposicion
simultanea a muchos de éstos puede causar un-gran descenso de la poblacion, hasta la

desaparicion de ésta (Casadei et al., 2001).

Respecto a la levadura, no se observa una diferencia significativa en el
comportamiento de esta en ambas variedades de manzana, por lo que para el caso de
esta fermentacion, el descenso de poblacion puede atribuirse principalmente a la suma
de factores de estrés y la reduccion de fuentes de carbono, como es mencionado con

anterioridad.
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Figura 4.6. Evolucion en segunda fermentacién de las poblaciones de levadura K1y
S. enterica en sidra Red Delicious. “A”: S. enterica adaptada; “SA”: S. enterica sin
adaptar; “K1 x A”: levadura en presencia de S. enterica adaptada; “K1 x SA”:
levadura en presencia de S. enterica sin adaptar.
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Figura 4.7. Evolucién en segunda fermentacion de las poblaciones de levadura K1y
S. enterica en sidra ‘Golden Delicious’. “A”: S. enterica adaptada; “SA”: S. enterica
sin adaptar; “K1 x A”: levadura en presencia de S. enterica adaptada; “K1 x SA™:
levadura en presencia de S. enterica sin adaptar.
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4.3.2. Levadura 436.4 (436)

a) Primera fermentacion

Respecto a la cepa fermentativa 436, cabe recalcar que aun cuando los recuentos
de S. enterica sin adaptar en sidra ‘Golden Delicious’ no se detectaron al dia 4, (<1 Log
UFC mL™1); al final de esta primera fermentacion la poblacion fue cuantificable. Los
resultados aqui observados son comparables con los obtenidos con la levadura K1, pues
S. enterica estuvo presente hasta el dia 7 (dia final) de la primera fermentacion de la
sidra de mosto ‘Golden Delicious’, con recuentos de alrededor de 1.8 Log UFC mL™

para cepas adaptadas y no adaptadas (Figura 4.8).

Por otro lado en el caso de lo obtenido en la sidra ‘Red Delicious’, los recuentos
se encontraron debajo del limite de deteccion desde el dia 4 (Figura 4.9), lo cual
evidencia una menor resistencia de S. enterica en este cultivar, como se observa en los

tratamientos con levadura K1y con MB, pudiendo atribuirse, de igual manera que en el

Por otro lado, no se observan diferencias aparentes en cuanto al comportamiento
de las poblaciones de levadura en ambos cultivares, lo cual se asemeja a lo observado en
los tratamientos con K1. Se observa que alrededor del dia 4, en ambos tratamientos, las
poblaciones rondan los 7 Log UFC mL™, descendiendo al dia 7 de la fermentacion a
alrededor de 6 Log UFC mL™* para el caso de ‘Golden Delicious’, y a alrededor de 5.3
Log UFC mL"en el caso de ‘Red Delicious’.

44



2.0

7.0

6.0

i
[=]

—— S0

Log UFC mL !
R
=

----- Limite de

deteccion
<o 436 x A

|
[=]

2.0

=436 x SA

a0

El 4

Tiempo (dias)
Figura 4.8. Evolucion de las poblaciones de levadura 436 y S. enterica en sidra

Golden Delicious. “A”: S. enterica adaptada; “SA”: S. enterica sin adaptar; “436 x

A”: levadura en presencia de S. enterica adaptada; “436 x SA”: levadura en
presencia de S. enterica sin adaptar.

20

1.0

ED

e A

" 5D

E ——5A

[

540

mo b N e Limite de

= r
20 deteccion

e 436 x A
20

—8—436 x SA

0.0

3 4
Tiempo (dias)

Figura 4.9. Evolucion de las poblaciones de levadura 436 y S. enterica en sidra Red
Delicious. “A”: S. enterica adaptada; “SA”: S. enterica sin adaptar; “436 x A”:
levadura en presencia de S. enterica adaptada; “436 x SA”: levadura en presencia de
S. enterica sin adaptar.
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b) Segunda fermentacién

La tendencia de S. enterica fue a la inactivacion (Figura 4.10 y 4.11), al dia 8 en
ambos cultivares no se detectd el patdgeno, con excepcion del caso de las cepas no
adaptadas en sidra ‘Red Delicious’, las cuales mostraron recuentos de cerca de 2 Log
UFC mL™ lo que contrasta con los recuentos obtenidos en la sidra fermentada con K1,
con las mismas condiciones de variedad de manzana y adaptacion.
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Figura 4.10. Evolucién en segunda fermentacion de las poblaciones de levadura 436
y S. enterica en sidra Golden Delicious. “A”: S. enterica adaptada; “SA”: S. enterica
sin adaptar; “436 x A”: levadura en presencia de S. enterica adaptada; “436 x SA™:
levadura en presencia de S. enterica sin adaptar.
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Figura 4.11. Evolucion en segunda fermentacion de las poblaciones de levadura 436
y S. enterica en sidra Red Delicious. “A”:.S. enterica adaptada; “SA”: S. enterica sin
adaptar; “436 x A”: levadura en presencia de S. enterica adaptada; “436 x SA™:
levadura en presencia de S. enterica sin adaptar.

4.3.3. Microbiota nativa (MB)

a) Primera fermentacién

En lo que respecta a MB al dia 4 la poblacién de S. enterica en la variedad
‘Golden Delicious’ (Figura 4.12) fue indetectable, sin embargo ésta resultd nuevamente
cuantificable al final de la primera fermentacion (cerca de 1.5 Log UFC mL™),
coincidiendo con lo observado en los casos anteriores.

Sin embargo, en la sidra elaborada con ‘Red Delicious’ existié una reduccion
marcada, hasta alcanzar aproximadamente 1.6 Log UFC mL™ al dia 4 tanto para las
cepas adaptadas como para las no adaptadas, mientras que al dia 7, no hubo deteccién
del patogeno (Figura 4.13).

Lo anterior contrasta con el comportamiento del patégeno en presencia de las
levaduras K1y 436, y evidencia que MB no es tan eficaz en cuanto a la inactivacion de
S. enterica, donde se observa que la acidez y el alcohol producidos por las levaduras
naturalmente presentes no fueron suficientes para una inactivacién (aun cuando se

obtiene una tasa de inactivacion alta debido al rapido descenso de poblacion al dia 4 en
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‘Golden Delicious’), puesto que, al no tener una poblacion especifica, existe un control
microbioldgico deficiente, comparandose nuevamente a lo obtenido en las
fermentaciones realizadas por Semanchek y Golden (1996), donde la fermentacion sin
indculo seleccionado afecta en menor medida la sobrevivencia del patdgeno.

En cuanto al comportamiento de las levaduras, se observa un cambio poblacional
que se asemeja a los tratamientos con K1 y 436, rondando los 7 Log UFC mL™ al dia 4
en ambos casos, y mostrando poblaciones de entre 5.5y 6.5 Log UFC mL™ al final de la

primera fermentacion (dia 7) para ambos cultivares.
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Figura 4.12. Evolucion de las poblaciones de levadura MB y S. enterica en sidra
‘Golden Delicious’. “A”: S. enterica adaptada; “SA™: S. enterica sin adaptar; “MB x
A”: levadura en presencia de S. enterica adaptada; “MB x SA”: levadura en
presencia de S. enterica sin adaptar.
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Figura 4.13. Evolucion de las poblaciones de levadura MB y S. enterica en sidra
‘Red Delicious’. “A”: S. enterica adaptada; “SA”: S. enterica sin adaptar; “MB x A”:
levadura en presencia de S. enterica adaptada; “MB x SA”: levadura en presencia de

S. enterica sin adaptar.

b) Segunda fermentacién

En la segunda fermentacion, para el caso de ‘Red Delicious’ (Figura 4.14), S.
enterica tendié a inactivarse hacia el dia 8 de la fermentacion, permaneciendo
indetectable al dia 16, siguiendo comportamientos similares a los observados en
presencia de las levaduras K1y 436.

En la sidra ‘Golden Delicious’ (Figura 4.15), de forma muy similar a lo sefialado
arriba -para ‘Red Delicious’, la poblacion de S. enterica tendié a la inactivacion,
encontrandose por debajo del limite de deteccion al cabo de 16 d.

Al igual que en las segundas fermentaciones de K1 y 436, el comportamiento de
la levadura no resulté similar en todos los tratamientos, por lo que, para el caso de la
segunda fermentacion en los tres tratamientos, se concluye que no existe un efecto

evidente ejercido por la levadura para la segunda fermentacion.
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Figura 4.15. Evolucion en segunda fermentacion de las poblaciones de levadura MB
y S. enterica en sidra Golden Delicious. “A”: S. enterica adaptada; “SA”: S. enterica

sin adaptar; “MB x A”: levadura en presencia de S. enterica adaptada; “MB x SA”:
levadura en presencia de S. enterica sin adaptar.
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Como se ha mencionado con anterioridad, algunas poblaciones de bacterias (en
este caso, S. enterica) tienden a inactivarse debido al incremento de pH, al igual que la
presencia de acidos organicos (como el acido malico presente en la manzana), aunado
con la concentracion creciente de etanol, siendo el conjunto de estos factores estresantes
el responsable de la inactivacion de la poblacién de este patdgeno (Casadei et al., 2001).

En el caso de la segunda fermentacion, la poblacion de S. enterica puede ser
asociada al conjunto de los factores antes mencionados, sin embargo, en este caso, el
factor “presion” que se suma, puede ser causante de una reduccién mas notoria durante
esta Ultima fermentacion (Diels y Michiels, 2008).

En lo que respecta a las poblaciones de levaduras en los distintos tratamientos,
las tendencias son bastante similares en todos los casos, es decir, no se observa una
tendencia de aumento de poblacion ni de abatimiento de las mismas, por el contrario, las
poblaciones tienden a mantenerse alrededor de los 6 Log UFC mL? en ambas
fermentaciones. Si bien existen casos en los que la poblacién aumenta aproximadamente
1 Log UFC mL a mediados de la fermentacién, como en la mayoria de los tratamientos
con MB, en ambas fermentaciones y en ambas condiciones de adaptacion de S. enterica
(observable en Figura 4.12, Figura 4.13 y Figura 4.14), se observa que al final de ambas
fermentaciones, en todos los casos antes mencionados, las poblaciones tienden a
mantenerse cerca de los 6 Log UFC mL™.

Aun cuando las  poblaciones de levadura fueron similares en todos los
tratamientos, existen diferencias en la sobrevivencia de S. enterica dependiendo de la
levadura fermentativa a la que se encuentre expuesta, donde las levaduras K1 y 436
muestran.un-mayor efecto en la inactivacion de S. enterica en comparacion con la
exposicion de S. enterica a MB en la fermentacion, similar a lo obtenido en el trabajo de
Semanchek y Golden (1996) en que la fermentacion se generd espontaneamente, lo que

pudo hacerla muy lenta y poco eficiente.
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4.3.4. Analisis estadistico de la sobrevivencia de Salmonella enterica en la primera
y segunda fermentacion

En la primera fermentacion no se encontraron diferencias en la sobrevivencia
entre ninguno de los factores ni sus interacciones al dia del muestreo (dia 4) (Tabla 4.1).

En cuanto a la segunda fermentacion, la sobrevivencia al dia 8 se mostro
significativa (<0.05) solo para el factor de adaptacion. De igual forma, la interaccion
entre variedad y adaptacion (a x c) se muestra altamente significativa (<0.001), y la
interaccion de levadura con adaptacion (b x ¢) se muestra significativa (<0.046). Sin
embargo, y debido a la naturaleza del proceso (duracion de al menos 28 dias de
fermentacion en botella), la sobrevivencia al dia 8 de segunda fermentacion no resulta
ser importante a la hora de los recuentos, pues se muestra en todos los casos, por debajo

del limite de deteccion al dia 16 en todos los tratamientos.

Tabla 4.1. Valores de “P” para los factores de estudio y sus interacciones en la
sobrevivencia de S. enterica a mitad de primera fermentacion y primera semana de
segunda fermentacion.

Valor P
Factor
18 fermentacion (dia 4) 22 fermentacion (dia 8)
(a) Variedad 0.377 0.373
(b) Levadura fermentativa 0.523 0.057
(c) Adaptacién 0.377 0.037
Interaccibn ax b 0.091 0.053
Interaccidnaxc 0.909 <0.001
Interaccion b x ¢ 0.523 0.046
Interaccibn ax b x c 0.178 0.105

4.4. Tasa de inactivacion de Salmonella enterica en funciéon de la variedad de
manzana, la levadura y la adaptacion del patégeno

4.4.1. Andlisis de varianza

Se encontraron diferencias altamente significativas (P < 0.01) en las tasas de
inactivacion de Salmonella en la primera fermentacion, con respecto a los factores

“variedad” y “cepa de levadura”, ademas de todas sus interacciones. Para el caso de la
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adaptacion de las cepas de S. enterica, las diferencias fueron significativas (P < 0.05).
Respecto a la segunda fermentacion, no se encontraron diferencias entre ninguno de los

factores o interacciones (Tabla 4.2).

Tabla 4.2. Valores de P para los factores de estudio y sus interacciones de la tasa de
inactivacion en primera y segunda fermentacion.

Valor P
Factor
1¢" fermentacion 22 fermentacion
(a) Variedad 0.001 0.430
(b) Levadura fermentativa <0.001 0.258
(c) Adaptacién 0.015 0.312
Interaccibnax b <0.001 0.534
Interaccibn axc 0.008 0.430
Interaccion b x ¢ 0.001 0.127
Interaccibon ax b xc 0.001 0.159

4.4.2. Efectos principales
a) Variedad

La variedad ‘Golden. Delicious’ (Golden) presenta una mayor tasa de
inactivacion (-1.34) que ‘Red Delicious’ (Red) (-0.44) sobre S. enterica (Figura 4.16),
lo que puede estar relacionado con la composicion quimica de los frutos. Ademas de las
diferencias que pudieran haber en la composicion de acidos orgéanicos de las variedades,
existe una diferencia en la composicion de polifenoles, siendo en ‘Red Delicious’ donde
se ha reportado mayor cantidad (polifenoles totales por método de Folin de 124 + 3.68
mg EqQ / 100g; por HPLC de 379 + 19.9 mg EqQ/100g), en comparacioén con ‘Golden
Delicious’ (polifenoles totales por método de Folin de 70.4 + 1.15 mg EqQ / 100g; por
HPLC de 217 £ 4.29 mg EqQ / 100g) (Mari et al., 2010), pudiendo ser ésta una de las
causas principales de los efectos observados, pues es sabido que algunos compuestos
fenolicos (&cidos fendlicos, por ejemplo) tienen actividad antimicrobiana (Sanchez-
Maldonado et al., 2011).
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Figura 4.16. Efecto de la variedad de manzana sobre la
velocidad de inactivacion de S. enterica

b) Levadura fermentativa

En la Figura 4.17 se observa que no se presentan diferencias en la tasa de
inactivacién de S. enterica entre las levaduras seleccionadas 436 y K1 (-0.51 y -0.39
respectivamente), pero si de éstas con MB la cual presenta un mayor valor (-1.79). Lo
anterior pudiera deberse a que tanto la cepa comercial K1 como la cepa seleccionada
436 poseen el fenotipo Killer, el cual facilita la eliminacion de otros géneros de
levaduras que generan una fermentacion mas lenta y menos eficiente (Ledn-Teutli et al.,
2020). Parael caso de la MB, donde no es posible decir que solamente se encuentra una
especie especifica de levadura, que posea las caracteristicas optimas de fermentacion.
Semanchek y Golden (1996) reportan que E. coli presenta una menor sobrevivencia
durante la fermentacién de la sidra cuando ésta es inoculada con una levadura
seleccionada que cuando la fermentacion se lleva a cabo espontaneamente.

Para el caso de otras bebidas, Gomez-Aldapa et al. (2011) reportaron una
inactivacién lenta de cinco cepas de distintos microorganismos patdgenos, incluido
Salmonella enterica en pulque semilla a 16 °C, con pH cercano a 4 y contenido
alcohdlico de 6 % al momento de la inoculacion, siendo un punto importante que

considerar que esta bebida no cuenta con un indculo establecido, por lo cual la
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fermentacion es llevada a cabo por los microorganismos naturalmente presentes en el

momento de la misma.
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Figura 4.17. Efecto principal del factor “levadura”
sobre la velocidad de inactivacién de S. enterica

c) Adaptacién de Salmonella

En la Figura 4.18 se observa que la adaptacion previa a condiciones de estrés de
S. enterica genera una mayor tasa de inactivacion de ésta. Como es mencionado por
Alvarez-Ordbiies et al. (2012), la exposicion a distintas condiciones de acidez de S.
enterica en la fase log o fase exponencial de su desarrollo, o incluso también en la fase

estacionaria, aun por un corto tiempo, puede generar una tolerancia a la acidez.
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Por otra parte, He et al. (2018) sefialan que los mecanismos por los cuales el
etanol genera resistencia cruzada a la acidez son desconocidos, sin embargo, se conoce
que la respuesta a condiciones estresantes por parte de las células bacterianas es
inducida por algunas proteinas de Shock (como las HSP o Heat Shock Proteins, que son
proteinas de shock térmico, o proteinas de shock acido), mismas que protegen del dafio a
la célula. De acuerdo con Yang et al. (2014), las proteinas de shock acido pueden ser
inducidas por algunos factores de transcripcion, como es el caso de oS, que es
codificado por el gen rpoS, generando proteccion a condiciones acidas.

Respecto a la adaptacion a etanol, los procesos por los cuales algunas bacterias,
como el caso de S. enterica responden al estrés causado por el alcohol etilico han sido
estudiados, sin embargo, se encuentran muy poco caracterizados a la fecha (He et al.,
2019).

Algunos estudios, como el realizado por Chiang et al. en 2008, donde se
expusieron células de Vibrio parahaemolyticus a una concentracion de etanol del 5 % a
distintos tiempos, en presencia de otros agentes como perdxidos, acidos organicos, entre
otros, mostrd que el procedimiento de adaptacion ocasiond una disminucién en la

fluidez de la membrana celular, causada por un aumento en la relacion de acidos grasos
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saturados, respecto a los acidos grados insaturados, pudiendo ser relacionado con una
disminucion en la permeabilidad celular causada por etanol.

En otro estudio, realizado por He et al. (2018), se define que las condiciones de
exposicion de 5 % de etanol durante 1 h son las Optimas para generar tolerancia al
etanol, al menos para S. Enteritidis, confirmandose en el trabajo de los mismos autores
en 2019, donde las celulas adaptadas a etanol muestran una sobrevivencia mayor . a
condiciones letales de concentracion de etanol (15 % por 1 h), con respecto a las que no
fueron sometidas a las condiciones anteriores para generar la tolerancia, mostrando
ademas la modificacion en la expresion de una cantidad considerable de proteinas

relacionadas con el propio metabolismo de la bacteria ( He et al., 2019).

4.4.2. Interacciones de primer orden

a) Levadura fermentativa x variedad

En la Figura 4.19 se observa que la MB con la variedad Golden, propicia un
incremento importante en la tasa de inactivacion del patégeno (-3.10) en comparacion
con los otros casos (entre -0.38 y -0.48), lo que explica la significancia de esta
interaccidon. Aunque esta inactivacion sélo se observé en la cepa adaptada, lo cual esta

relacionada con la siguiente interaccion que se describe.
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Figura 4.19. Tasa de inactivacion de S. enterica en
funcidn de la cepa de levadura y la variedad de
manzana
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b) Variedad x adaptacién de Salmonella

En la Figura 4.20 se observa que S. enterica adaptada en presencia de la variedad
Golden muestra una tasa de inactivacion mayor que en los otros casos (-2.02). Para S.
enterica no adaptada, ésta presenta una tasa de inactivacion comparable en ambas

variedades (-0.47 en ‘Red Delicious’ y -0.65 en ‘Golden Delicious’).
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Figura 4.20. Tasa de inactivacion de S. enterica en
funcidn de la adaptacion del patdgeno y la variedad de
manzana

c) Levadura fermentativa x adaptacion de Salmonella

Salmonella enterica adaptada presenta una mayor tasa de activacion durante la
fermentacion de la sidra con la MB (-2.85) en comparacion de cuando se encuentra en
presencia de las levaduras seleccionadas (alrededor de -0.42). En el caso del coctel de
cepas de S. enterica no adaptadas, nuevamente se obtiene la mayor tasa de inactivacion
con la MB, aunque con pocas diferencias con relacion a las dos cepas de levadura
seleccionadas (0.37 para K1, -0.61 para 436 y -0.73 para MB) (Figura 4.21).
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Figura 4.21. Tasa de inactivacion de Salmonella
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cepas

4.4.3. Interaccion de segundo orden

Respecto a las tasas de inactivacion, recordemos que los valores negativos hacen
referencia a una inactivacién, siendo los valores absolutos mayores los que definen una
mayor tasa de inactivacion, lo cual se podria interpretar como una menor posibilidad de
sobrevivencia deS. enterica en el proceso de elaboracién de la sidra. Como se observa
en la Tabla 4.3, el tratamiento en la primera fermentacién que mostré la mayor tasa de
inactivacion fue aquel en el que la sidra se fermenté con MB, utilizando manzana
‘Golden Delicious’, y el coctel de cepas de S. enterica se encontraban adaptadas (-5.29).
Este tratamiento fue, por lo tanto, utilizado en el siguiente experimento, en el cual se

evalué el comportamiento de las cepas de S. enterica de manera individual.
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Tabla 4.3. Tasas de inactivacion de S. enterica en los diferentes tratamientos de primer
fermentacion de sidra (interaccion de segundo orden)

Cepa de Primera fermentacion
Variedad
levadura S. enterica adaptada S. enterica Sin Adaptar
K1 -0.34%2 -0.45"2
Red 436 -0.4872 -0.48"2
MB -0.4178 -0.514@
K1 -0.5172 -0.2972
Golden 436 -0.29M2 -0.73@
MB -5.295P -0.95"

Superindices con letras mayusculas distintas indican diferencias significativas de
manera vertical. Superindices con letras mindsculas distintas indican diferencias
significativas de manera horizontal.

En el caso de la segunda fermentacion, no se observaron efectos significativos en
ningun tratamiento (Tabla 4.4), por lo que no se selecciona ningun tratamiento para el

experimento siguiente.
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Tabla 4.4. Tasas de inactivacion de S. enterica en los diferentes tratamientos de
segunda fermentacion de sidra (interaccion de segundo orden)

Cepade Segunda fermentacion
Variedad

levadura S. enterica Adaptada S. enterica Sin Adaptar

K1 -0.0242 -0.02/2

Red 436 -0.0242 -0.024%2

MB -0.0242 -0.02/2

K1 -0.0242 -0.0242

Golden 436 -0.0242 -0.02/2

MB -0.0242 -0.0242

Superindices con letras mayusculas  distintas indican diferencias significativas de
manera vertical. Superindices con' letras minasculas distintas indican diferencias
significativas de manera horizontal.

4.4. Cinética y deteccion de cepas individuales de S. enterica adaptadas a dos
acidos

Cabe recordar que para este experimento, se siguié la metodologia de
fermentacion realizada en el experimento anterior, cambiando Unicamente el
procedimiento de adaptacion, exponiendo individualmente a las cepas de S. enterica a
pH de 5.55, en medios con pH ajustado con diferentes acidos (HCI y &c. Malico), y 5%
de etanol. Una vez adaptadas se inocularon en mosto de manzana y se llevé a cabo la

fermentacién con microbiota nativa.
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4.4.1. Cinética de inactivacion de cepas de Salmonella
a) Adaptacion con acido clorhidrico

En la Figura 4.22 se aprecia la tendencia a la inactivacion de las poblaciones de
S. enterica adaptadas con HCI, al dia 4 las cepas 1 y 5 presentan concentraciones de

alrededor de 2 Log UFC mL™, contrastando con 3 y 4, siendo esta Gltima indetectable.

Al dia 7, ninguna de las cepas pudo ser cuantificada por el método utilizado.

S. enterica adaptada con HCI

i Cepa 1
Cepa3
i Cepad
Cepab

- = Limite de
deteccion

"

Tiempo (dias)
Figura 4.22. Cinética de crecimiento de poblaciones de diferentes cepas de S.
enterica adaptadas a pH acido con HCI y alcohol durante la fermentacion realizada
con mosto de manzana de ‘Golden Delicious’ y la microbiota nativa.
b) Adaptacion con &cido mélico

Como se observa en la figura 4.23, la tendencia a la inactivacion en todas las
cepas adaptadas con &cido malico es evidente, donde al dia 4, las cepas 1, 3y 5
muestran poblaciones entre 2 y 3 Log UFC mL™, y la cepa 4 (S. Thompson) se muestra
por debajo del limite de deteccion de la técnica.

Comparando con la adaptacion de las cepas con HCI, las tendencias son
practicamente las mismas, ademas de no presentarse una diferencia significativa en
cuanto al &cido utilizado para la adaptacion (Tabla 4.4).

En general, el comportamiento de las cepas de manera individual es similar en

todos los casos, donde se observa que al dia 4, la cepa 4 (S. Thompson) se encuentra
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debajo del limite de deteccion, sin embargo al final del dia 7, todas las cepas se
encuentran en la misma situacion. Esto, como se ha mencionado con anterioridad, puede

atribuirse a la capacidad genética de adaptacion de cada cepa en particular.

S. enterica adaptada con acido malico

e CEpE 1

Cepa3

e CEpa 4

Cepa5
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deteccion

0 1 2 3 4 5 G 7
Tiempo (dias)

Figura 4.23. Cinética de crecimiento de poblaciones de diferentes cepas de S.
enterica adaptadas a pH acido con acido mélico y alcohol durante la fermentacion
realizada con mosto de manzana de ‘Golden Delicious’ y la microbiota nativa.

c) Cepas sin adaptar

Se advierte al dia 4 que todas las cepas de Salmonella aln sobreviven a
concentraciones que van de 3 a 4 Log UFC, y solamente al final de la fermentacién (dia
7) se muestran los recuentos por debajo del limite de deteccion.

Extrafiamente, en los experimentos donde las cepas de Salmonella fueron
adaptadas a condiciones de acidez con HCI y acido malico, sobrevivieron menos con
respecto a las no adaptadas. Particularmente la cepa 4 adaptada se encuentra debajo del
limite de deteccidn desde el dia 4, lo anterior pudiera deberse al hecho de que el método
de adaptacion utilizado en este experimento haya sido tan agresivo que generd mas dafio

a las células, en especial a la cepa 4, que se mostro mas afectada.
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S. enterica sin adaptar
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Figura 4.24. Cinética de crecimiento de poblaciones de diferentes cepas de S.
enterica sin adaptar durante la fermentacion realizada con mosto de manzana de
‘Golden Delicious’ y la microbiota nativa.

4.4.2. Tasa de inactivacion

a) Analisis de varianza
En la Tabla 4.5 se observan diferencias significativas (P < 0.05) en el caso de los

efectos principales “cepa” y “adaptacion”, no asi para el caso de su interaccion (P >

0.05).

Tabla 4.5. Valores de P para los factores de estudio y sus interacciones de la tasa de
inactivacién en primera fermentacién

Factor Valor P
Cepa 0.027
Adaptacion 0.044
Cepa x Adaptacién 0.491
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b) Comparacién de medias

En la Tabla 4.6 se observa la separacion de medias para cepas, donde sobresale
la cepa 4 (S. Thompson) como la que presenta la mayor tasa de inactivacion,
contrastando con la cepa 3 (S. Typhimurium). Estos resultados confirman las tendencias

observadas en las cinéticas de crecimiento de las cepas descritas arriba.

Tabla 4.6. Separacién de medias de las tasas de inactivacion de S. enterica en funcién

de la cepa.

Cepa Media
Cepa 4 -0.0405"
Cepa 5 -0.0395%
Cepa 1 -0.0390%
Cepa 3 -0.0375?

Superindices con letras mayusculas distintas -indican diferencias significativas de manera
vertical. Superindices con letras mindsculas distintas indican diferencias significativas de
manera horizontal.

A pesar de gque se observo en las graficas una mayor sobrevivencia en las cepas sin
adaptacion, no se reflejo en una diferencia estadistica, como se puede apreciar en la
Tabla 4.7

Tabla 4.7. Separacion de medias de las tasas de inactivacion de S. enterica en funcion
de su método de adaptacion a la acidez

Adaptacién Media
HCI -0.03972
AM -0.03972
SA -0.03792

Superindices con letras mayusculas distintas indican diferencias significativas de manera
vertical. Superindices con letras minusculas distintas indican diferencias significativas de
manera horizontal.
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4.4.3. Deteccion de las cepas

a) Primera fermentacion

Recordemos que éste experimento esta deteccion es un analisis cualitativo, de
presencia/ ausencia del microorganismo Yy especialmente relevante cuando la
concentracion de Salmonella fue menor al limite de deteccion de la cuantificacion de la
poblacion. La deteccion de S. enterica al final de la fermentacion fue positiva en ambos
medios para todos los tratamientos de fermentacion de sidra lo que indica que aun
cuando los recuentos del patégeno eran <1 Log UFC mL ! durante la cinética de
poblacién, existia una cantidad minima de S. enterica la cual era indetectable, a causa
de la sensibilidad de la técnica utilizada (extension en superficie de placa). En la Tabla
4.8 se muestran los resultados de la deteccidn para ésta primera fermentacion. Los dos

medios fueron igual de eficientes para evidenciar la presencia del patdgeno.

Tabla 4.8. Deteccion de S. enterica en las distintas condiciones de la primera
fermentacion.

Tratamiento Deteccion

XLD SB
Cepa 1 HCI +++ +++
Cepa 3 HCI +++ +++
Cepa 4 HCI ++- 4
Cepa 5 HCI +++ +++
Cepal AM +++ +++
Cepa3 AM ++- ++-
Cepad AM ++- ++-
Cepa5 AM +++ +++
CepalSA +++ +++
Cepa 3 SA +++ +++
Cepa 4 SA +++ +++
Cepa5 SA ++- ++-

Testigo

XLD: medio Xilosa, lisina y Desoxicolato. SB: medio sulfito de bismuto. Datos
obtenidos de tres repeticiones donde indica presencia (+) y ausencia (-) de S. enterica
en cada repeticion. Testigo: medio sin inocular.
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b) Segunda fermentacién

Por dltimo, para el caso de la segunda fermentacion, después de 92 d de
fermentacion en botella, los recuentos de poblacion de S. enterica para todos los casos
fueron de <1 Log UFC mL, sin embargo, en la deteccion realizada al final de la
fermentacion, al igual que en el caso de la primera fermentacion, todos los tratamientos
dieron positivo a presencia de S. enterica en una 0 mas réplicas en ambos medios de
cultivo. Estos resultados nos indican que adn después de casi 100 d expuestas a
condiciones de acidez agresivas, concentraciones de etanol y presion altas, algunas
células de S. enterica fueron capaces de sobrevivir. En la tabla 4.9 se muestran los
recuentos iniciales y finales de cada tratamiento, a su vez se muestran los resultados de
la deteccion al final de la fermentacion. En esta fermentacion, el medio XLD mostro un

ligero mejor desemperio para la recuperacion del patogeno.

Tabla 4.9. Recuentos y resultados de deteccion de S. enterica en las distintas
condiciones de la segunda fermentacion

Recuento . Deteccion
. . Recuento final
Tratamiento inicial (Log UFC mL-) YLD B
(Media + DE)

Cepa 1 HCI 7.07 £ 0.02 <1 Log UFC mL™? +++ -
Cepa 3 HCI 7.09 £0.01 <1 Log UFC mL™? ++- +t-
Cepa 4 HCI 7.11+0.02 <1 Log UFC mL™? ++- -
Cepa 5 HCI 7.08 £0.03 <1 Log UFC mL* +++ +++
Cepal AM 7.09 £0.03 <1 Log UFC mL* ++- +++
Cepa 3'AM 7.09 £ 0.02 <1 Log UFC mL* ++- ++-
Cepa 4 AM 7.08 £0.01 <1 Log UFC mL* ++- ++-
Cepa5 AM 7.09 £ 0.01 <1 Log UFC mL? +++ ++-
CepalSA 7.06 £0.01 <1 Log UFC mL? +++ +++
Cepa 3 SA 7.09 +£0.03 <1 Log UFC mL? ++- +++
Cepa 4 SA 7.08 +0.02 <1 Log UFC mL? +++ ++-
Cepa 5 SA 7.12£0.01 <1 Log UFC mL? ++- +t-
Testigo NA NA

XLD: medio Xilosa, Lisina y Desoxicolato. SB: medio sulfito de bismuto. NA: No
aplica. Datos obtenidos de tres repeticiones donde indica presencia (+) y ausencia (-) de
S. enterica en cada repeticion.
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Es importante considerar que el hecho de que se detecte la presencia de
Salmonella en la sidra espumosa terminada puede representar un gran peligro para el
consumidor, pues aun cuando los recuentos son indetectables por el método utilizado,
existe la presencia de S. enterica en la bebida, que si bien puede ser en cantidades
minimas, se sabe que para algunos casos, en especial para las cepas expuestas a estrés
subletal, las dosis infectantes de S. enterica pueden ser de incluso 20 células (FDA,
2009). También hay que considerar que la cantidad de Salmonella inoculada es muy
elevada en contraste con las concentraciones que podrian presentarse en una
contaminacion natural. Es poco probable que una concentracion de esa magnitud ocurra.
Si se estima la diferencia entre la concentracion inoculada y la sobreviviente, se tiene
una reduccion a causa del proceso de al menos 6 Log UFC, lo cual cubre lo requerido
por FDA (reduccion de 5 Log UFC) para considerarlo seguro.

Si bien las morfologias observadas tanto en la primera como la segunda
fermentacion fueron morfologias atipicas para el .caso del medio XLD, coinciden con lo
reportado en el BAM a la fecha como “morfologia atipica de S. enterica” en el mismo
medio selectivo, caso contrario a lo encontrado en el medio SB, donde las morfologias

fueron las tipicas para S. enterica.
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V. CONCLUSIONES

Capacidad de sobrevivencia/desarrollo de Salmonella enterica durante la
elaboracion de la sidra.

e Salmonella enterica es capaz de sobrevivir durante la primera fermentacion de la
sidra en presencia de la microbiota nativa, pero no de una levadura seleccionada
comercial (Fermentis SafAle® S-04).

e Salmonella enterica no sobrevive a la segunda fermentacién en la botella, que
podria atribuirse al efecto de la presiéon interna, sugiriendo un estudio mas

profundo respecto a dicho efecto.

Adaptacion de cepas de Salmonella enterica a condiciones de pH y concentracion

de etanol similares a las de la sidra

e La capacidad de adaptacién de S. enterica a condiciones de estrés varia en
funcion de la cepa.
e La suma de condiciones estresantes al medio propicia que la poblacién de S.

enterica disminuya.

Cinética poblacional del coctel de cepas de Salmonella enterica adaptadas y sin

adaptar durante la fermentacién

e La variedad de manzana afecta la sobrevivencia de S. enterica durante la
fermentacion.

e Las condiciones que se presentan durante la segunda fermentacion, entre ellas, la
presion interna que se genera en la botella, producto de la liberacion de CO2 por

la levadura propicia una inactivacion pronunciada de 6-7 Log UFC.
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Cinética y deteccion de cepas individuales de Salmonella enterica

Las condiciones de pH, grado alcohdlico y presion interna, asi como los tiempos
de fermentacion del experimento no son suficientes para inactivar en su totalidad
a S. enterica, ya que se detect6 su presencia al final de ambas fermentaciones,
por medio de una prueba cualitativa, sin embargo, si logra la reduccién
establecida en la FDA (inactivar mas de 5 Log UFC).

El presente trabajo puede establecer una guia para futuras investigaciones en el
area, donde se sugiere profundizar en la influencia de otros. aspectos de la
fermentacion sobre la inocuidad del producto, como la seleccién de bacterias
acido-lacticas (BAL), ademas de cémo los diferentes perfiles bioquimicos
influyen en la sobrevivencia de otros patdgenos presentes en las bebidas

fermentadas producidas de manera artesanal, como la sidra.
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