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RESUMEN

La tolerancia de Salmonella enterica ante condiciones adversas como alta
temperatura y pH &cido puede influir en su sobrevivencia en frutas deshidratadas. En
el presente trabajo se evalu6 el efecto del estrés subletal causado a S. enterica en
Su supervivencia durante el secado con aire caliente y el almacenamiento de mango
y jitomate. Rebanadas de jitomate y mango se sometieron a dos condiciones de
secado con aire caliente: 50 °C/ 11 h'y 70 °C/ 7 h, hasta que la actividad de agua fue
~0.40. No se observé diferencia entre los tratamientos de deshidratacion respecto a
las variables de calidad (color y firmeza) del mango deshidratado (p > 0.05); sin
embargo, el color y la humedad de los jitomates tratados a 70 °C si fueron afectados
(p < 0.05); por lo tanto, se selecciond el tratamiento de 50 °C/11 h para los
experimentos restantes en ambos frutos. Se inocularon de manera independiente
cuatro cepas de S. enterica en extractos de mango y jitomate (10 % p/v) ajustados a
pH 7.0 y en extractos manteniendo el pH del fruto (4.0 a 4.5); las células en los
extractos se expusieron a estrés térmico (50 °C durante 0, 60 y 120 min). Se
cuantificaron las células sobrevivientes y el dafio a la membrana celular y la actividad
de bombas de flujo mediante citometria de flujo. La mayor proporcion de poblacion
estresada a pH neutro (50 a 70 %) y a pH-acido (50 a 90%) se obtuvo después de
60 min de exposicidn. La citometria de flujo mostré dafio a la integridad de membrana
y aumento en la actividad de bombas de flujo en ambos casos, a pH 7.0 oscilé entre
10 y 20 % y en condiciones &cidas entre 50 y 65 %; mientras que las reducciones
oscilaron entre 2 'y 4 Log UFC mL™ a pH &cido y entre 0.5y 3 Log UFC mL* a pH
neutro. Rebanadas de jitomate y mango fueron inoculadas con S. enterica (6 Log
UFC g') previamente estresada (50 °C/1 h, en los extractos frutales a ambos niveles
de pH), y sin estresar (control) y se secaron con aire caliente. La poblacion del
patégeno en mango Yy jitomate se redujo en 2y 4 Log UFC g, respectivamente. Las
cepas mas resistentes a la deshidratacion se inocularon en los frutos deshidratados
y se almacenaron a 25 °C. Las cepas aisladas de los frutos sobrevivieron hasta 260
dias en mangoy 60 dias en jitomate. Este estudio resalta la importancia de evitar la
contaminacion de frutas con Salmonella, ya que el patégeno no se elimina con el
tratamiento térmico (aire caliente) y, ademas, si fue estresado previamente, es capaz
de sobrevivir por mayor tiempo.
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ABSTRACT

Tolerance of Salmonella enterica to survive adverse conditions, such as high
temperature and acidic pH, may influence its survival in dehydrated fruits. The aim of
this work was to evaluate the effect of sublethal stress caused to S. enterica cells on
its survival during hot air drying of tomato and mango slices and their storage. Tomato
and mango slices were subjected to two conditions of hot air drying: 50 °C/11 h and
70 °C/7 h, until the final water activity was ~0.40. No difference was observed
between treatments regarding the quality variables (color and firmness) of dehydrated
mango (p > 0.05), however color and moisture of tomatoes treated at 70°C was
affected (p < 0.05); therefore, treatment at 50 °C/11 h was selected for further
experiments in both fruits. Four strains of S. enterica were inoculated in mango and
tomato extracts (10 % wi/v) adjusted to pH 7.0 and in fruit extracts maintaining the
intrinsic acid pH (~4-4.5), then exposed to stress treatments (50°C for 0, 60 and 120
min). Survival populations were quantified and damage to cell membrane and flow
pumps activity was measured by flow cytometry. The highest stressed population at
neutral pH (50-70 %) and acid pH (50-90 %) were obtained after 60 min of exposure.
Flow cytometry analysis showed damage in cell membrane integrity and flow pumps
activity; in both the damage in cell suspensions adjusted to pH 7 oscillated from 10 to
20 %, and at acidic conditions from 50 to 65 % while the reductions ranged from 2-4
Log CFU mL™* at acid pH and 0.5-3 Log CFU mL™* at neutral pH. Fruit slices were
inoculated with S. enterica (~6 Log CFU g*) subjected to sublethal stress (50 °C/1 h)
or not (control), and hot air drying. Populations of the pathogen in mango and tomato
slices were reduced by 2 and 4 Log CFU g1, respectively. The most resistant strains
to dehydration were inoculated in hot air-dried fruits and stored at 35 °C. Strains
isolated from fruits survived for up to 260 on mango and 60 days on tomato. This
study highlights the importance of avoiding contamination with Salmonella, since the
pathogen is not eliminated with heat treatment (hot air) and, furthermore, if it was
previously stressed, it can survive longer.
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1. INTRODUCCION

México es uno de los principales productores y exportadores de frutas y hortalizas a
nivel mundial. El jitomate y el mango se encuentran entre los productos
agroalimentarios de mayor importancia dentro de la Planeaciéon Agricola Nacional
rumbo al 2030, propuesta por la Secretaria de Agricultura y Desarrollo. Rural
(SADER). Desafortunadamente, la vida de anaquel de estos productos en fresco es
corta (entre 2 y 5 semanas), y por tanto el desperdicio por deterioro.fisioldgico y
microbioldgico sobrepasa el 20 % de la produccion (Felipe Moreno, 2015; Fernandez
Valdés et al., 2015). Ofrecer alternativas a los productores para prolongar la vida util

de los productos y disminuir pérdidas econémicas es de gran interés en la actualidad.

La deshidratacion es una alternativa tecnologica que alarga la vida util de los frutos
y facilita su comercializacion en mercados en donde debido a las distancias y
condiciones climaticas, la venta en fresco de este tipo de alimentos es complicada.
Adicionalmente, la comercializacion de frutos deshidratados permite abastecer al

mercado en temporadas del afio en las cuales no se producen (Luis et al., 2013).

Las técnicas que se utilizan regularmente para la deshidratacion de frutos incluyen
la deshidratacion osmotica, con aire caliente, por exposicion al sol y liofilizacion; o la
utilizacion de dos técnicas de manera secuencial, siendo las mas utilizadas, la

deshidratacion osmética seguida de un secado solar (Garcia-Paternina et al., 2015).

La deshidratacion osmatica involucra la adicion de azucar al fruto para lograr la
migracion.del agua, lo que genera que una parte del azicar afiadido se quede de
manera irreversible en el fruto. Por otro lado, la deshidratacion solar es un método
que, si bien es barato y practico, no permite tener los controles adecuados en la
inocuidad de los productos, ya que éstos se exponen constantemente a diversas
fuentes de contaminacion como el aire, el polvo, animales e insectos, que pueden

aportar microorganismos patogenos (Monsalve & Machado, 2007).
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Actualmente se emplean otras técnicas como la deshidratacién con aire caliente, la
cual consiste en someter a los frutos a un ambiente con aire previamente calentado,
gue contribuye al intercambio de agua del fruto hacia el aire, disminuyendo el
contenido de humedad hasta llegar a 10-15 %, elevando la concentracion de
nutrientes en el fruto. Entre las ventajas que ofrece este método de deshidratacion
se cuentan las dos siguientes: 1) se limita la exposicidn de los productos a las fuentes
de contaminacion y, por ende, existe un mayor control de la inocuidad y 2) al eliminar
la adicion de azucar de la deshidratacion osmotica, se reduce el aporte calorico al

consumidor.

Los alimentos de baja actividad de agua (<0.85) como cacahuates, pasas y chia, se
han asociado a brotes de salmonelosis (Beuchat et al., 2012). Recientemente, en
Estados Unidos se han reportado brotes de salmonelosis asociados al consumo de
pistaches (CDC, 2016b) y coco organico deshidratado (CDC, 2018), en ambos casos,
el agente etioldgico responsable fue Salmonella enterica y se desconoce la dosis

infectante, sin embargo, se especula que pudo haber sido baja.

S. enterica es una bacteria capaz de adaptarse a condiciones estresantes como pH
acido, altas temperaturas y baja actividad de agua. Se tienen reportes de que este
patégeno es capaz de sobrevivir hasta por 21 minutos a 100 °C durante el horneado
de alimentos (Channaiah et al., 2017), y por méas de cuatro horas a pH de 3.5 (Lound
et al., 2017). Sin embargo, se desconoce la capacidad de sobrevivencia que pueden
tener las células de S. enterica estresadas durante el proceso de deshidratacion. Por
lo tanto, el objetivo del presente trabajo fue evaluar el efecto del estrés subletal
previamente causado a cepas de S. enterica en su capacidad de sobrevivencia
durante la deshidrataciéon de jitomate y mango con aire caliente y su posterior

almacenamiento.
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2. ANTECEDENTES

2.1. Consumo de alimentos hortofruticolas

El consumo de frutas y hortalizas actualmente es considerado un factor que puede
prevenir riesgos a la salud contra enfermedades cronico-degenerativas, que son las
causantes de 63 % de las muertes a nivel mundial. La Organizacion Mundial de la
Salud (OMS) recomienda el consumo de por lo menos 400 g/dia de estos productos.
También se sefiala que consumir las cantidades adecuadas de frutas y hortalizas se
asocia a una menor incidencia de obesidad, diabetes mellitus tipo Il y algunos tipos
de cancer. En México se ha incrementado el consumo per cépita de frutas y hortalizas
en los dltimos afos, ya que en 1994 se consumian 198 g/dia de frutas y verduras,
mientras que en 2014 esta cifra aument6 a 258 g/dia siendo los adultos mayores los

gue consumen mas este tipo de alimentos (Lopez & Alarcon, 2018).

Dentro de los productos hortofruticolas, el jitomate es uno de los mas consumidos,
debido a su alto contenido en licopeno, el cual es un isémero del § caroteno
responsable del pigmento rojo del jitomate. Se cuenta con diversos estudios en los
gue se demuestra el poder antioxidante del licopeno, capaz de reducir el estrés

oxidativo en el organismo (Bojorquez et al., 2013).

Otro de los productos hortofruticolas méas consumidos es el mango, debido a su perfil
nutricional y funcional, el cual posee una gran cantidad de compuestos nutracéuticos,
como el acido clorogénico, acido galico, etc., utiles en el tratamiento de patologias,
como distintos tipos de cancer, debido a su bioaccesibilidad y biodisponibilidad (Wall-
Medrano et al., 2015).

2.2.Jitomate

El jitomate (Lycopersicum esculentum L.) es una baya perteneciente a la familia
Solanaceae, la cual contiene mas de 3000 especies diferentes, incluidas las
berenjenas, las papas y el tabaco; pertenece al género Solanum (el mas grande de
la familia con alrededor de 1500 especies), el cual tiene la mayor importancia

econdmica a nivel mundial (Bergougnoux, 2014). Posee un sabor acido, es de forma
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generalmente redonda alargada. Su consumo en fresco es principalmente como
ingrediente de ensaladas y en jugo fresco, y de manera industrializada, como puré,

conservas, frito o en salsas (SIAP, 2019).

2.2.1. Produccion y consumo de jitomate en México

La produccion de jitomate se lleva a cabo en zonas templadas y céalidas, con una
temperatura 6ptima entre los 20 y 24°C; con suelos profundos, aireados, un alto

porcentaje de materia organica y un pH ligeramente acido.

De acuerdo con el Atlas Agroalimentario 2018, el consumo anual per cépita de
jitomate fue de 15.2 kg/habitante (SIAP, 2019). El jitomate represent6 en 2016 3.46
% del producto interno bruto (PIB) agricola y 22.55 % de la produccion nacional de
hortalizas. México es en principal proveedor de esta hortaliza a nivel mundial, con
una participacion internacional del 25.11 % de las exportaciones. Durante el periodo
comprendido entre 2003 y 2016, se observé una reduccion en la superficie sembrada
de jitomate, sin embargo, se presentd un aumento del 54.25 % en la produccion y del
77.87 % en las exportaciones, convirtiétndose en uno de los cultivos con mayor
crecimiento productivo. Se tiene previsto que la tendencia de la produccién continte
en aumento en los proximos afos (Tabla 1). De acuerdo con las proyecciones, el
aumento para 2030 de la produccién nacional de jitomate sera del 225 % respecto a
la produccion de 2016 (SAGARPA, 2017a).

Tabla 1. Estimaciones de la produccion nacional de jitomate

AfO Produccion Exportaciones
(millones de toneladas) (millones de toneladas)

2016 3.35 1.61

2018 3.95 2.17

2024 5.76 3.84

2030 7.56 5.50

(SAGARPA, 2017c)
En México la produccion de jitomate se centra en tres variedades, de acuerdo con lo
publicado por FIRA (2016):
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Jitomate tipo bola: Este tipo de hortaliza se caracteriza por su forma de globo
o de “bola”, tiene un color rojo intenso en su etapa de madurez, principalmente
por su alto contenido de licopeno y carotenos. La pulpa de este producto es
carnosa y de sabor acido en comparacion con otras variedades. Es utilizado
para exportacién en fresco y para industrializarse en forma de concentrado,
deshidratado o enlatado.

Jitomate ‘cherry” Este tipo de jitomate posee un sabor mas dulce en
comparacion con los otros, es de color rojo intenso y su tamafio-es pequefio,
parecido a una cereza. Posee un alto contenido en potasio y magnesio, asi
como en vitaminas A, C y E; ademas de un alto poder antioxidante. Su
principal uso es en ensaladas y para el consumo de la poblacién infantil,
debido a su sabor.

Jitomate ‘saladette”. Es un fruto ovalado con pulpa abundante, posee un sabor
ligeramente dulce y es menos carnoso que el jitomate bola. Es una importante
fuente de minerales como el potasio y magnesio, asi como de vitaminas B1,
B2, B5 y C. Es el tipo de jitomate mas utilizado y por tanto la variedad mas
producida en el pais (Figura 1).
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Figura 1. Produccion de jitomate por tipo y tecnologia en 2015 (FIRA, 2016).
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2.3.Mango

El mango (Manguifera indica) es una planta dicotiledonea tropical perteneciente a la
familia Anacardiaceae, originario de la region Indo-Burmese y su fruto se clasifica
como drupa, conteniendo una sola semilla grande rodeada de mesocarpio carnoso.
Hasta 2015, la produccion de mango se daba en 3.7 millones de hectareas a nivel
mundial, siendo la India el principal productor (Taylor et al., 2007). De acuerdo con
la FAO, México es el cuarto pais a nivel mundial en la lista de comercio de mango,
siendo superado por India, China y Tailandia, pero el nUmero uno en cuanto a las
exportaciones de este producto (Sahena et al., 2015). El fruto de esta planta es
suculento, carnoso, de forma oval de color verdoso amarillento, muy dulce y con un
contenido de azucar de hasta en 20 %. Su consumo €s principalmente en fresco,

aunque también se consume en jugos, helados y mermeladas (SAGARPA, 2017b).

2.3.1. Produccion y consumo de mango en México

La produccion de mango se lleva a cabo en un clima calido, con una temperatura
entre 26 y 32 °C y con una precipitacion entre 1000 y 1500 mm, el suelo debe ser
profundo de textura media con un pH entre 6 y 8 (SAGARPA, 2017c). De acuerdo
con el Atlas Agroalimentario 2018, el consumo per cépita de mango fue de 12.4
kg/habitante (SIAP, 2019). Se tenian establecidas 193 343 hectareas de mango en
2016 y se prevé que esta cifra vaya en aumento con miras hacia 2030 (Tabla 2).

Tabla 2. Estimacién de la produccion nacional de mango

ARO Produccion potencial Exportaciones
(millones de toneladas) (millones de toneladas)

2016 1.89 0.36

2018 2.00 0.44

2024 2.35 0.67

2030 2.69 0.89

(SAGARPA, 2017c)

En el afio 2018, el mango mexicano aporté el 3.9 % de la produccién mundial de esta
fruta, produciendo 1.87 millones de toneladas (1 de cada 25 mangos a nivel mundial
fue mexicano). En el terreno de las exportaciones, los principales clientes de este

producto fueron Estados Unidos (310 millones de ddlares), Canada y Japon. Se
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prevé que la siguiente década, la demanda de este producto continué creciendo
(SIAP, 2019).

Las principales variedades de mango cultivadas y consumidas en México son
‘Ataulfo’ (el mas producido), Tommy Atkins y Manila (Gonzélez Bernal, 2014) (Figura
2).
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Figura 2. Participacion en el mercado de las principales variedades de mango

producidas en México (Elaboracion propia con datos de Gonzéalez Bernal, 2014).

e ‘Ataulfo’: Presenta una forma alargada con un peso entre 180 y 260 g por
pieza. Al madurar presenta cascara firme de color amarillo y delgada. La pulpa
es firme, jugosa, con poca fibra y de sabor acido. Su cosecha se lleva a cabo
durante el periodo de febrero a abril.

e ‘Tommy Atkins’: La forma de este fruto es oval con base redonda, su peso se
encuentra entre 250 y 550 g por pieza. Al madurar presenta un color amarillo
naranja con moteado rojizo. Su piel es gruesa. La pulpa presenta firmeza y
jugosidad con poca fibra de color amarilla. Su cosecha se lleva a cabo en el
mes de junio.

e ‘Manila’: La fruta es de color amarillo, con cascara delgada. La pulpa presenta

un color amarillo intenso una textura firme y un sabor dulce. Su contenido de
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fibra es bajo y su vida de anaquel es relativamente corta, su produccion ocurre

entre los meses de febrero y abril.

2.4. Deshidratacién de productos hortofruticolas

La deshidratacion es la operacion mas utilizada para preservar frutas, hortalizas,
carnes y pescados (Badui Dergal, 2006). Por definicion, la deshidratacion es el
proceso en el cual se elimina el agua del alimento mediante un tratamiento artificial
(aire forzado, superficies calientes, 6smosis); es importante no confundir el término
deshidratacion con el término secado o desecado, que se refiere a la eliminacién de
agua del alimento mediante el tratamiento con condiciones naturales (solar, viento)
(De Michelis & Ohaco, 2015). El proceso de deshidratacién consiste en la eliminacién
del agua libre contenida mediante la evaporacion hasta valores de actividad de agua
(Aa) menores a 0.6 con la intencion de disminuir al maximo la actividad bioquimica y
la accion de microorganismos, y por lo tanto, el producto se mantenga en buenas
condiciones por un mayor tiempo (Monsalve & Machado, 2007). Durante el proceso
intervienen dos factores para que se lleve-a cabo satisfactoriamente: la transferencia
de calor del medio hacia el alimento y la transferencia de masa del alimento al

ambiente (Rosero Chamorro, 2018).
Los métodos para deshidratar alimentos son los siguientes:

e Secado solar: El método consiste en la exposicion al sol del alimento durante
periodos prolongados de tiempo, hasta obtener las caracteristicas deseadas
(Blanco et al., 2018). Ha sido utilizado tradicionalmente por ser un método
economico y accesible, sin embargo, no es posible mantener un control sobre
la inocuidad de los productos en este proceso (Pérez-Alonso et al., 2008).

e Deshidratacion osmotica: Este método consiste en sumergir los trozos de los
productos frescos en soluciones concentradas de azucar (75-90 %),
provocando dos flujos de transferencia de masa, el del agua que sale del
producto y el del ingreso de solutos (azlcar) al alimento. Este tipo de

deshidratacion, no es capaz de disminuir la actividad de agua (Aa) hasta
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niveles suficientes para lograr la estabilidad de los productos, por lo que es
necesario utilizar un método adicional de deshidratado para eliminar el agua
remanente y alcanzar el nivel adecuado de Aa (Carbajal, 2018).

e Deshidratacion con aire caliente: Es una técnica en la que por medio de calor
transmitido del aire al alimento, se elimina el agua presente gracias al
fendmeno de evaporacion (Pereira Garcia et al., 2013). La pérdida de agua
contribuye a inhibir el desarrollo bacteriano; aunque es posible que se afecten
las propiedades sensoriales y nutricionales del alimento . durante el
almacenamiento de los productos, por lo que la temperatura es el principal
factor para llevar a cabo este tipo de proceso (Estrada et al., 2018).

e Liofilizacion: El proceso consiste en la congelacion del producto, la
sublimacién del agua, en el punto triple, al exponerse el producto a un sistema
de presion modificada y finalmente en la evaporacion del agua que se queda
adsorbida en el interior del producto, aumentando la temperatura manteniendo
las condiciones de vacio del liofilizador. Es un proceso industrializado utilizado
para preservar de manera integra-los productos alimenticios y farmaceéuticos.
Gracias a este método es posible la eliminacion de hasta 99 % del agua inicial
del producto (Ochoa et al., 2004).

Las ventajas de la conservacion de alimentos mediante la deshidratacion respecto a
otros métodos incluyen la disminucion de costos de transporte al reducir el peso y el
volumen y se evita la utilizacién de camaras de refrigeracion; ademas de ser un
método muy barato, puede adaptarse en comunidades que no cuentan con otras
posibilidades de conservaciéon como la refrigeracion. Este método de conservacion
es ampliamente utilizado para productos como sopas, alimentos infantiles, productos
lacteos y condimentos (De Michelis & Ohaco, 2015).

Durante el proceso de deshidratacién, los nutrientes de los productos se concentran
y por lo tanto su contenido calorico aumenta considerablemente. En la Tabla 3 se
observa este comportamiento en jitomate y mango. Se observa que la fibra
(necesaria para una buena digestion) aumenta alrededor de 10 veces en el jitomate
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y cinco veces en el mango. De igual manera, su capacidad antioxidante se ve

aumentada ya que el contenido de vitamina A aumenta.

Tabla 3. Contenido nutrimental de jitomate y mango

Contenido por cada 100 g de producto

Componente Jitomate Jitomate Mango Mango
fresco deshidratado* fresco deshidratado™

Agua 93.0¢g 15049 83.4¢9 110g
Azlcares 40¢ 37.59 g 13.7 ¢ 52.5¢
Proteinas 129 14.11¢ 0.82¢g 50
Lipidos 0.2¢g 297¢ 0.38¢g 49

Fibra 11g 12.3 g 1649 549

Calcio 10 mg 110 mg 11 mg 50 mg
Vitamina C 13.7 mg 0mg 36.4. mg 0mg
Vitamina A 42 ug 874 mg 54 ug 600 g

*Los productos fueron deshidratados utilizando aire caliente
(USDA, 2019).

2.4.1. Proceso de deshidratacion de frutos

El proceso mediante el cual se lleva a cabo deshidratacion con aire caliente de los

frutos se describe a continuacién (Monsalve & Machado, 2007):

1) Recepcion: Se descargan los frutos de manera manual y se realiza un
muestreo rapido para determinar las variables de calidad iniciales (porcentaje
de sdélidos totales, grado de madurez y acidez) en el producto.

2) Seleccién: Se lleva a cabo la inspeccion visual para desechar las unidades
gue presentaban apariencia extrafia, tal como perforaciones, baja madurez y
dafios mecanicos.

3) Clasificacion: Se toman en cuenta los pardmetros reportados en el paso 1,
para separar los productos en distintas clases.

4) Lavado: Se realiza con el objetivo de retirar impurezas del fruto, tales como
polvo, hojas, palos y tierra. Se lleva a cabo mediante inmersién de los frutos
en soluciones con detergentes.

5) Escaldado: Se realiza sumergiendo los frutos en agua a temperaturas entre
65 y 90 °C por 1-3 min con el objetivo de inactivar enzimas que puedan

generar deterioro en el producto final.

26



6) Troceado/rebanado: Se lleva a cabo para facilitar el secado, debido al
aumento del area para la transferencia de calor.

7) Aplicacion de aire caliente: Dicha operacion se lleva a cabo realizando
combinaciones de temperatura, flujo del aire y humedad relativa; toma en
cuenta caracteristicas del fruto a deshidratar, tales como el tamafio, turgencia
y el contenido de carbohidratos y pigmentos. El proceso termina cuando se
alcanza un peso constante de la materia deshidratada, para lo cual es
necesario llevar a cabo mediciones a cada cierto tiempo.

8) Envasado: Se realiza en condiciones herméticas, con la finalidad de proteger
al producto; se utilizan materiales impermeables al vapor de agua y al
oxigeno; y que puedan proteger al alimento del paso de la luz, para evitar

procesos degradativos.

2.4.2. Microbiologia de frutos deshidratados

El proceso de deshidratacion puede resultar muy agresivo para la integridad de
células bacterianas, sin embargo, no garantiza la inocuidad de los productos. El bajo
pH de los productos deshidratados, asi como la presencia de &cidos organicos
nativos, generan condiciones selectivas para el desarrollo de microrganismos
resistentes a esas condiciones tales como: bacterias acido lacticas (BAL),
Enterococcus faecalis, bacterias del género Staphylococcus y esporas de Bacillus
spp., asi como hongos filamentosos y levaduriformes (Fernandez Escartin, 2008). En
el caso de las levaduras y las BAL, al no poseer los mecanismos necesarios para
migrar dentro del producto, se mantienen en la superficie causando deterioro. Los
hongos filamentosos, por otro lado, pueden encontrar las condiciones idoneas para
producir micotoxinas en el alimento (Trucksess & Scott, 2008).

Ademas de contener microorganismos deterioradores, se ha visto que en los frutos
deshidratados pueden sobrevivir microorganismos patégenos por largos periodos de

tiempo tal como se observa en la Tabla 4.
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Tabla 4. Sobrevivencia de patdgenos en frutos deshidratados

Patogeno Alimento Sobrevivencia Referencia
El patdogeno sobrevivié en el producto
durante 19 semanas. La inactivacion
Polvo de o o (Deng et al.,
fue mas rapida al disminuir el pH y
manzana 1998)
. aumentar la  temperatura  de
E. coli _
almacenamiento.
0157:H7 _
El patdgeno reduce su poblacion en
_ (Beuchat &
Semillas 0.6-0.9 Log UFC/g en 52 semanas
_ Scouten,
de alfalfa almacenado a 5°C, sin lograr la
o 2002)
inactivacion completa.
La poblacion inicial seredujo.a 0.3 Log
_ UFC/g en almacenamiento a 5°C  (Beuchat &
Semillas _
durante 52 semanas, mientras que a Scouten,
de alfalfa ) . ,
37°C se observd sobrevivencia hasta 2002)
por 42 semanas.
_ Las rebanadas se secaron a 60°C _ _
S. enterica Rebanadas y (DiPersio et
durante 6 h, logrando la reduccion de
de papa al., 2007)
0.81 Log UFC/g.
El producto fue calentado hasta los
Rebanadas i . )
q 80°C, y se almaceno a 25°C por 30 (DiPersio et
e
, dias, logrando la inactivacién de 1.7— al., 2005)
zanahoria
2.6 Log UFC/qg.
2.4.2.1. Prevalencia y sobrevivencia de Salmonella enterica en frutos

deshidratados

De acuerdo con Beuchat et al. (2012), la prevalencia de S. enterica en alimentos de
baja actividad de agua no es un tema nuevo, ya que desde 1989 se tiene reporte de
brotes de este microorganismo asociados al consumo de alimentos de baja actividad

de agua.
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De acuerdo con Aguilar-Vazquez (2015) la prevalencia de S. enterica en jitomate
deshidratado fue de 56 %, mientras que la sobrevivencia en el producto fue de ocho
dias a temperatura ambiente. En otros estudios, se han reportado sobrevivencia de
bacterias entéricas, como Listeria monocytogenes, hasta por un afio en pasas y
fresas deshidratadas almacenadas a 4 °C (Cuzzi et al., 2021).

La posible contaminacion de los alimentos deshidratados puede asociarse a las
malas practicas de manejo de los trabajadores o bien al uso incorrecto delos equipos
de deshidratacion (Avila-Quesada et al., 2009).

S. enterica sobrevive hasta por 18 meses en la superficie de la nuez pecana, y el
secado con aire caliente del fruto posterior a la inoculacién del patégeno hasta
alcanzar la Aa inicial, reduce hasta dos logaritmos la concentracién de la bacteria.
Por otro lado, en almendras, la sobrevivencia del patégeno se prolongé hasta por
161 dias, teniendo una velocidad de muerte muy baja (0.2 Log/mes) en el
almacenamiento a 23 °C y que, si se cambia la temperatura de almacenamiento
desde -20 hasta 35 °C, el tiempo de sobrevivencia oscila entre 171 hasta 550 dias
(Jarvis et al., 2016).

Con los datos presentados -anteriormente, en relacion con la contaminacién
bacteriana durante el proceso de deshidratacion surgen las interrogantes ¢ las células
de S. enterica estuvieron en el alimento desde el inicio de la deshidratacion? o, ¢los
productos se contaminaron durante el proceso debido a malas practicas de
manipulacion? Cualquiera que sea la respuesta a estas preguntas, abre la posibilidad
de que las células hayan adquirido caracteristicas que les ayuden a sobrevivir

durante el tiempo de almacenamiento de los productos deshidratados.

2.4.3. Brotes asociados a alimentos de baja actividad de agua

La informacion etiolégica en nuestro pais es escasa, por lo cual se recurre a observar
la informacién de los Estados Unidos, aun con las diferencias que existen entre la

poblacién de ambos.
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Durante el afio 2016, en Centro para el Control y Prevencion de enfermedades de
los Estados Unidos (CDC, por sus siglas en inglés) reportd 17 brotes asociados a
productos hortofruticolas de baja actividad de agua (incluyendo semillas, granos,

frijoles y nueces) en los cuales se presentaron 511 enfermos (CDC, 2016).

Entre los brotes mas recientes en alimentos de baja actividad de agua, se encuentra
el ocurrido en 2018 en el cereal de Kellogg’s Honey Smacks, en el cual ocurrieron
135 casos, con 34 hospitalizaciones en 36 estados. El agente etiologico asociado a
este brote corresponde a S. Mbandaka, que fue determinada utilizando la huella
genética encontrada en las muestras recolectadas (CDC, 2018).

2.5. Salmonella spp.

El género Salmonella corresponde a un bacilo Gram negativo, perteneciente a la
familia Enterobacteriaceae, puede desarrollar en medio aerobio 0 anaerobio y puede
utilizar flagelos para desplazarse. Este género contiene dos especies: S. enterica y
S. bongori. En S. enterica se conocen alrededor de 2500 serotipos, de los cuales
menos de 100 son los responsables de las infecciones en el ser humano. El habitat
natural de esta bacteria es el tracto intestinal de los animales y el hombre,
liberandose al medio en las' heces; se desarrolla entre los 6 y los 46 °C, teniendo
como temperatura Optima entre 35y 37 °C; en rango de pH va desde 3.8 hasta 9,

siendo el 6ptimo 7; su actividad de agua Optima es de 0.94 (Bartz et al., 2014).

De acuerdo con el CDC, cada afio este patdgeno es el responsable de alrededor de

1.2 millones de enfermos, de 23 mil hospitalizaciones y de 450 muertes (CDC, 2016).

2.5.1. Salmonelosis

La salmonelosis es la infeccion producida en los seres humanos por S. enterica, la
cual puede ser adquirida por el consumo de alimentos o agua contaminados con la
bacteria, es posible separar este padecimiento en cuatro tipos de cuadros clinicos de

acuerdo con Mafi & Orenstein (2018):

a) Fiebre tifoidea: Es el término que describe el padecimiento causado por S.

Typhi. Los sintomas de esta enfermedad pueden ser dolor de cabeza y
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b)

d)

abdominal, diarrea leve y estrefliimiento; éstos se presentan entre una y dos
semanas después de la infeccion. Si no se trata adecuadamente, el cuadro
puede complicarse con la aparicion sangrado y perforacion intestinal,
hepatoesplenomegalia y encefalopatia.

Gastroenteritis: Este padecimiento es el mas comun de la salmonelosis no
tifoidea, los sintomas que se presentan son: nauseas, vomito, diarrea acuosa
y dolor abdominal; en casos mas graves puede aparecer fiebre, mialgia y
cefalea. La mayoria de los sintomas desaparecen al cabo de 7 dias.
Bacteriemia y otras infecciones extraintestinales: Estos padecimientos son
resultado de complicaciones de la fiebre tifoidea y la gastroenteritis, y pueden
ocurrir sin haber presentado sintomas como la diarrea. Se tiene reportado que
aproximadamente 10 % de los pacientes bacterémicos presentan infecciones
localizadas, tales como la endocarditis,  aortitis, colangitis, meningitis,
neumonitis, linfadenitis, artritis y, en raras ocasiones, abscesos hepaticos y
esplénicos.

Estado portador cronico: En este estado, a pesar de no presentar sintomas
hasta por un afio posterior a la infeccion, el paciente estara diseminando el

microorganismo.

2.5.2. Patogenicidad de S. enterica

Para que ocurra laiinfeccidén con S. enterica, es necesaria la configuracion de una

1.

serie de pasos que se explicaran a continuacion.

Ingesta de alimentos contaminados

Salmonella ingresa al hospedante u hospedero al ingerir agua o alimentos
contaminados (Figura 3). La acidez estomacal es la primer barrera del organismo
contra la bacteria, ya que disminuye el nimero de células ingeridas, sin embargo, la
poblacién sobreviviente alcanza la luz intestinal donde puede infectar las células
epiteliales. Después de superar la barrera epitelial y matar las células huésped,
Salmonella puede propagarse a los oOrganos viscerales a través de las células
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fagociticas del sistema linfatico, lo que causa la infeccion sistémica (Lopez et al.,
2012).

2. Infeccion
Los pasos en la infeccion por S. enterica de acuerdo con Lépez et al. (2012)
son los siguientes:

a. Adhesion: Este es el paso crucial de la infeccidbn que permite a las
bacterias colonizar el intestino huésped (Figura 3C, Paso 1). Se ha
demostrado que incluso cuando S. enterica puede infectar a un
huésped sano, la probabilidad de colonizacibn-aumenta durante los
periodos de inmunosupresion o estrés fisiolégico. La presencia de
patdgenos activa las vias de sefializaciéon de las células huésped,
induciendo respuestas de amplio rango, como las citocinas
inflamatorias, que actian como una barrera fisica para las nuevas
infecciones.

b. Invasién: Este paso se lleva a cabo mediante un mecanismo codificado
y regulado por los genes de la isla de patogenicidad 1, donde muchos
efectores conducen a-una proceso que internaliza la célula bacteriana
(Figura 3C, Paso 2). En las células epiteliales, Salmonella esta
encerrada dentro de un compartimento fagosémico intracelular
denominado VCS (vacuola que contiene Salmonella).

c. Modificacién en vacuolas: Después de que la bacteria entra en VCS,
estas vacuolas pasan por un proceso de maduracion en el cual
participa una serie de genes especificos. Mientras que la bacteria se
encuentre dentro de VCS, estara protegida del medio citoplasmatico
(Figura 3C, Paso 3y 4).

d. Replicacién bacteriana: La replicacion bacteriana comienza después
de que las VCS se encuentra en la regién perinuclear y se ha
incorporado la cantidad suficiente de nutrientes (Figura 3C, Paso 5). La
caracteristica principal de esta etapa de virulencia de Salmonella es la

presencia de estructuras Sifs (filamentos inducidos por Salmonella) que
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son extensiones tubulares de vesiculas especificas. Estas estructuras
son ricas en proteinas de membrana asociadas a lisosomas de
endosomas / lisosomas tardios.

e. Muerte celular: Muchos estudios han postulado que el patdgeno es
capaz de causar la muerte celular y la diseminacion sistémica después
de la replicacion, por mecanismos que involucran la isla de

patogenicidad 1 en varios tipos de células (Figura 3C, Paso 6).

El proceso infectivo se encuentra regulado por las islas de patogenicidad (SPI) de S.
enterica, las cuales son grupos de genes involucrados en codificar los factores de
virulencia. Se sabe que esta bacteria cuenta con 5 SPI en su cromosoma (Figura 4),
las cuales de acuerdo con Lopez et al. (2012) y Herrera & Jabib (2015) se describen

a continuacion:

SPI-3
@ SPI-4/T1SS ®

SPI-6
T3ss

SPI-9

SPI-12 SPI-1

SPI-16

Endocytic pathway

Late
~.endosome

Figura 3. Representacion esquemaética del proceso infectivo de Salmonella
(Lépez et al., 2012).
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e SPI-1: Es un segmento de 35-40 kb ubicado en el centisoma 63, contiene 31
genes que codifican proteinas que se relacionan con la capacidad de
penetraciéon de la bacteria en las células intestinales, translocando las
moléculas efectoras y sus chaperonas dentro del citoplasma de la célula
huésped, para dar comienzo con la infeccion. EI gen méas importante, es el
gen hilA, al ser el promotor de esta isla.

e SPI-2: Segmento de 40 kb, localizado en el centisoma 31, contiene 32 genes
que regulan la supervivencia y replicacion de la bacteria dentro de los
fagocitos y las células epiteliales.

e SPI-3: Se encuentra localizada en el centisoma 82 y su tamafio es de 17 kb.
Su funcion es la supervivencia intracelular de la bacteria en macréfagos.

e SPI-4: Se encuentra localizada en el centisoma 92, su tamafio es de 27 kb y
se compone de 18 genes asociados a la secrecion de toxinas y la adaptacion
intracelular.

e SPI-5: Se localiza en el centisoma.-20, su tamafio es de 7.5 kb y es la
encargada de codificar proteinas involucradas en la secrecion fluida y la
reaccion inflamatoria de la mucosa intestinal, ademas de secretar cloro para

el flujo en los macrofagos.

iAB (7
SPI4 (92) AR
\ — -—-,,_M_\{
e ~
d \\
) /
SPI3 (82) / \\\
.fJr \
[ \_SPI5 (23)
| Salmonella — pagC(25)
il }‘PhOpaphOQ
\ / sifA (27)
\ /~ SPI2 (31)
SopD (64)_\
/ e
SPI1(63) T~ A
SopE (60) T | SopE2(40)
50 siA 42)

Figura 4. Localizacion de las islas de patogenicidad y genes de virulencia de S.
enterica (Figueroa Ochoa & Verdugo Rodriguez, 2005)
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2.5.3 Tolerancia de S. enterica a factores de estrés subletal

Las células de Salmonella en los alimentos de baja actividad de agua y en los
ambientes de procesamiento, deben enfrentar cambios ambientales adversos. Para
responder a estos cambios, las células activan respuestas a distintas sefiales
ambientales, tales como la temperatura, el pH y la osmolaridad. Estas condiciones
adversas continian cuando las células entran al huésped, donde enfrentan péptidos
antimicrobianos, estrés oxidativo y falta de nutrientes, por lo que, para lograr la
sobrevivencia a estos factores de estrés, las bacterias deben contar.con mecanismos
para una rapida adaptacion a estos escenarios. Dichos mecanismaos son regulados
por los genes de respuesta al estrés, lo que provoca la expresion de los genes de
virulencia (Shen & Fang, 2012), es decir, al exponer a células aun tipo de estrés
subletal, estas células obtendran resistencia a este mismo factor de estrés o a algun
otro (Figura 5) (Yousef & Juneja, 2003).

A Adaptacion al estrés

sg1)sa j& eanejdepe gsondsay

Toleranciarelativa al estres

")  Daada ::"O'gs

\ofo

Muerte

Estado fisiologico
Figura 5. Relacion de la tolerancia al estrés respecto al estado fisiologico celular
(Yousef & Juneja, 2003).

Los principales factores de estrés a los cuales se enfrenta S. enterica durante el
procesamiento de alimentos son el pH, la temperatura y la baja actividad de agua.
Se ha encontrado que la exposicion a pH de 3.5 se genera tolerancia a la inactivacion

térmica de células de Salmonella en albumina de huevo deshidratada (Lound et al.,
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2017). En otro estudio, se analiz6 la tolerancia térmica de S. Enteriditis generada por
la combinacion de estrés acido y osmético, obteniendo que 1-3 % de NaCl con pH
entre 4.5y 5.4, la velocidad de inactivacion bacteriana, sin embargo, llega un punto,
después de 4 dias de almacenamiento, en el cual la poblacion bacteriana se

mantiene constante por al menos 30 dias mas (Kang et al., 2018).

El cambio en las respuestas celulares y bioquimicas, como consecuencia de la
exposicion a factores estresantes, que son producidas por los cambios en los niveles
de transcripcion, se encuentra regulado por el factor sigma de transcripcion, también
llamado control maestro del estrés, que en el caso de las bacterias Gram negativas,
es el gen rpoS, ya que es el encargado de desencadenar las cascadas de
sefalizacion que generaran las respuestas ante factores ambientales adversos
(Gémez-Baltazar et al., 2019; Shen & Fang, 2012).
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo general

Evaluar el efecto del estrés subletal previamente causado a cepas de S. enterica en
la sobrevivencia del patdégeno en dos escenarios de la produccion de jitomate. y
mango deshidratado con aire caliente.

3.2. Objetivos especificos

e Establecer las condiciones 6ptimas de deshidratacion con aire caliente de
jitomate y mango que generan la mejor calidad.

e Generar estrés subletal en cepas de S. enterica mediante la exposicion a pH
acido y calor.

e Evaluar el efecto del estrés subletal de cepas de S. enterica sobre la
sobrevivencia del patdégeno durante la deshidratacion con aire caliente de

jitomate y mango y su posterior almacenamiento.
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4. MATERIALES Y METODOS
4.1. Material bioldgico

4.1.1. Frutos

Jitomate ‘saladette’ fresco

Mango ‘Tommy Atkins’ fresco

4.1.2. Cepas

Se utilizaron cuatro cepas de S. enterica resistentes a rifampicina (200 ppm), aisladas
en trabajos previos en el Laboratorio para la Evaluacién y Control de Riesgos
Microbianos en Alimentos (LECRIMA), y se enlistan a continuacion:

e S. Typhimurium ATCC 23595 (ST)

Cepa aislada de jitomate ‘saladette’ fresco (JF)

Cepa aislada de jitomate ‘saladette’ deshidratado (JD)

Cepa aislada de mango ‘Ataulfo’ fresco (MF)

4.2. Métodos
4.2.1. Establecimiento de las condiciones de deshidratacion

4.2.1.1. Caracterizacion de los frutos antes y después de la
deshidratacion

Se seleccionaron mangos de la variedad ‘Tommy Atkins’ y jitomates tipo saladette
gue cumplieran con las caracteristicas adecuadas para someterse al proceso de
deshidratacion (un aspecto fresco, tamafio homogéneo, no sobremadurados, limpios
y sin dafios mecanicos) adquiridos en supermercados de la ciudad de Querétaro. Los
frutos se lavaron por inmersién en agua con detergente comercial y posteriormente

se desinfectaron con una solucion de hipoclorito de sodio a 100 ppm.

En condiciones asépticas los mangos se deshuesaron empleando un deshuesador

de mangos, se retird el epicarpio y se obtuvieron rebanadas de 0.5 cm de espesor;
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siguiendo un proceso similar se obtuvieron rebanadas de jitomates. Los frutos se

caracterizaron de acuerdo con los métodos referidos a continuacion.

421.1.1. pH

El pH se midié utilizando un potenciémetro de vidrio (Jenway, 3510 pH Meter, USA),
previamente calibrado, de acuerdo con lo establecido en el método AOAC 981.12.
La determinacion se realizé por triplicado y se expreso el resultado como la media +

desviacion estandar.

421.1.2. Acidez titulable

Esta determinacion se baso en lo establecido en la NMX-FF-011-1982. Se extrajeron
5 mL del jugo de las frutas en un matraz Erlenmeyer de 125 mL. Se afiadieron 3
gotas de solucion de fenolftaleina, se titulé6 con' NaOH (0.1 N). El calculo de la acidez
(% acidez) se realizé con la ecuacion 1. Las mediciones se realizaron por triplicado

y el resultado se expresd como la media + desviacion estandar.

Ecuacion 1.

(Vvaon) (Nyaow) (0.0 64))

Vmuestra

mg g~ de &cido citrico = <
donde:
Vnaon: Volumen gastado durante la titulacion
Nyqon: Concentraciéon normal del hidréxido de sodio

Vinuestra: Volumen de la muestra

42.1.1.3. Humedad

Se colocaron 2 g de la muestra en una capsula de porcelana (a peso constante) y se
colocaron en la estufa a 130 °C por 2 h, pasado el tiempo se enfriaron en un
desecador por 40 min. El contenido de humedad (% humedad) se calculd de acuerdo
con la ecuacién 2. La determinacion se realizé por triplicado y el resultado se expreso

como la media + desviacién estandar (método AOAC 925.23).
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Ecuacion 2.

Wi W;

i

% humedad = * 100

W;: Peso de la muestra himeda

We: Peso de la muestra seca

42.1.1.4. Solidos solubles

Los solidos solubles se determinaron siguiendo las especificaciones de la NMX-F-
103-1982. Se colocé una gota de jugo de cada uno de los frutos en un refractémetro
manual (Atago, USA) previamente calibrado con soluciones conocidas de sacarosa
y se tomo la lectura de °Brix. La determinacién se realizd por triplicado y se expreso

el resultado como la media + desviacidon estandar:

4.2.1.1.5. Actividad de agua

Se utilizé un acoplado con un higrémetro-a punto de rocio (Aqualab, USA), de
acuerdo con lo establecido en la AOAC (método 978.18). Se colocaron las muestras
de los frutos en charolas y se realiz6 la medicion de acuerdo con las especificaciones
del equipo. La determinacion se llevo a cabo por triplicado y se expreso el resultado

como la media * desviaciéon estandar.

4.2.1.1.6. indice de maduracioén

El indice de maduracién es la relacion que existe entre los sélidos solubles y la acidez
total titulable de la fruta; para deshidratar los frutos, deben tener un indice de
maduraciéon de ~10 para jitomate (San Martin-Hernandez et al., 2012) y de ~20 para
mango (Rodriguez-Sandoval, 2012). El indice de maduracion se calculé con la

ecuacion 3.
Ecuacion 3.

_ Solidos solubles
B % Acidez
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421.1.7. Firmeza

La determinacion de firmeza esta basada en la fuerza requerida para fracturar una
muestra de alimento, simulando las condiciones de masticado. Para esta prueba se
utilizé un texturometro (Texture Analayzer, USA) con una sonda cilindrica de 2 mm
de diametro. Las pruebas se corrieron a 2 mm/s. El valor de firmeza se tomd en el
punto en que la fuerza ejercida tuvo una caida repentina generada por la fractura de
la muestra (Rodriguez-Sandoval, 2012). La determinacion se realiz6 por triplicado en
seis puntos diferentes de la muestra y se expreso el resultado como la media +

desviacion estandar.

42.1.1.8. Color

La determinacion de color se llevd a cabo con un colorimetro previamente calibrado
(Konica Minolta CR400, USA) utilizando la escala CIE-LAB. Se obtuvieron los valores
de luminosidad (L*), rojo-verde (a*) y amarillo-azul (b*) de seis puntos diferentes en
la muestra. La determinacion se realizd por triplicado y se expreso el resultado como

la media + desviacion estandar.

4.2.1.2. Preparacion de la materia prima

Una vez determinadas las variables de calidad de los frutos en fresco, los jitomate y
mangos se separaron en-dos lotes, a uno de ellos se le aplico el tratamiento quimico
(sulfitado) para evitar el pardeamiento durante la deshidratacion con aire caliente, el
cual consistio en sumergir durante cinco minutos las rebanadas de jitomate y mango
en una disolucion de metabisulfito de sodio (0.5 %), mientras que el otro lote se

proceso directamente.

4.2.1.3. Deshidratacion de los frutos

Por separado, las rebanadas de jitomate y mango se colocaron en las charolas de
un deshidratador (Hamilton Beach 32100, USA) y se inici6 el proceso de

deshidratacion de acuerdo con los tratamientos mostrados en la Tabla 5.
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Periddicamente se retiraron rebanadas para pesarlas y construir las curvas de

deshidratacion.

Tabla 5. Tratamientos de deshidratacion de jitomate y mango con aire caliente

Tratamiento Temperatura (°C) Sulfitado (%)

1 50 0
2 50 0.5
3 70 0
4 70 0.5

42.1.3.1. Curvas de secado de los frutos

Las curvas de secado se realizaron registrando periédicamente la pérdida de peso
(agua) de la muestra hasta obtener al menos tres valores constantes de peso. Los
datos obtenidos fueron transformados a humedad libre utilizando las ecuaciones 4 y

5y se graficd la humedad en equilibrio respecto al tiempo.

Ecuacion 4.

MR;:relacién entre el peso del agua y el peso del sbélido seco en un tiempo determinado

Wr:peso del sélido humedo

W;:peso del so6lido seco

Posteriormente, con el valor MR: se calcul6 el contenido de humedad libre (X) de

acuerdo con.la ecuacion 5:
Ecuacion 5.

MR = MR, — MR,

MR,: humedad del producto en equilibrio (Humedad al final del proceso)
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42.1.3.2. Modelado matemaéatico de las cinéticas de secado de

secado de los frutos

Se utilizo el modelo de Midelli (ecuacion 6) para simular las cinéticas de secado con
ayuda del programa Minitab 17 Statistical Software, USA. Esta ecuacién se ha
utilizado exitosamente para calcular la velocidad de secado a través de ‘modelos

matematicos del proceso.
Ecuacion 6.
MR = ge k"
Donde:
k:velocidad de secado
a y n: constantes del modelo

Para poder analizar de manera mas completa las cinéticas de secado fue necesario
tomar algunas consideraciones para el modelado; dichas consideraciones se pueden
incluir al calcular la difusividad efectiva (Defr) de acuerdo con la ecuacion 7, la cual es

el despeje de la funcidn lineal entre el Ln MR respecto al tiempo.
Ecuacion 7.

412

Depr =—35—

3

Donde:
L: espesor de la rebanada

m: pendiente de la recta

4.2.1.4. Disefno experimental y andlisis estadistico

El experimento se realiz6 en dos ocasiones siguiendo un disefio bifactorial totalmente
aleatorizado con tres réplicas de cada tratamiento. Los factores evaluados fueron la
temperatura de deshidratacion y el sulfitado, las variables respuesta fueron la

velocidad de secado, Det humedad final, color y firmeza de los frutos deshidratados.
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Los datos obtenidos se analizaron mediante un analisis de varianza (ANDEVA)
seguida de una comparacion de medias por la prueba de Tukey (a < 0.05) utilizando
el paquete estadistico Minitab 17 Statistical Software, USA. Para cada fruta se

selecciond el tratamiento que brind6 los mejores resultados de calidad.

4.2.2. Exposicion de las cepas de S. enterica a los tratamientos para causar

estrés subletal

4.2.2.1. Preparacion del inéculo

Las cepas de S. enterica, almacenadas a -70° C en caldo soya tripticaseina (CST)
(Bioxon, BD) con glicerol al 15 %, se reactivaron inoculando (por separado) 40 pL
en 3 mL de CST, incubando por 12 h a 35 °C hasta alcanzar el inicio de la fase
estacionaria (Anexo 1). Posteriormente, se realizaron tres lavados con solucion
salina isotonica (NaCl, 0.085 %) (SSI) a cada una de las cepas, centrifugando a
15000 rpm por 3 min y, finalmente, se suspendieron las pastillas bacteriana en 3 mL
SSI.

4.2.2.2. Preparacion de los extractos de fruta

Se obtuvieron extractos-de jitomate y mango al 10 % (p/v), para lo cual se tomaron
porciones de los frutos frescos y se mezclaron con agua destilada estéril, se
homogenizaron por agitacion durante 30 s. De cada extracto de fruta se separaron
dos lotes y-a uno de ellos se ajustd el pH hasta la neutralidad (pH=7). Una vez
ajustado el pH, los extractos se sometieron a pasteurizacion a 65 °C durante 4 min
de acuerdo con lo establecido por Deshaware etal. (2019). Al finalizar la
pasteurizacion, los extractos fueron almacenados en congelacion hasta su utilizacion
(-20 °C).

4.2.2.3. Tratamientos estresantes

Una vez reactivadas las cepas de S. enterica, se inocularon 400 uL de la suspension

de cada una de las cepas en 3.6 mL de cada uno de los extractos de frutos (~8 Log
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UFC), y se sometieron al calentamiento, en un bafio de agua, de los tratamientos

generadores de estrés mostrados en la Tabla 6.

Tabla 6. Tratamientos generadores de estrés subletal en células de Salmonella

oH Temperatura Tiempo de
(°C) exposicion (h)
Mango 7.0 50 0,1y2
70 0,1y?2
4.2 50 0,1y?2
70 0,1y2
Jitomate 7.0 50 0,1y2
70 0,1y?2
4.4 50 0,1y2
70 0,1y?2

4.2.2.4. Cuantificacion de células estresadas mediante el cultivo en

placa

Periédicamente (0, 1 y 2 h), de cada extracto de fruto se tomé un mililitro y se
realizaron las diluciones decimales correspondientes. La cuantificacion de las células
de S. enterica sobrevivientes se llevo a cabo mediante la técnica de extension en
superficie en dos medios de cultivo: agar soya tripticaseina suplementado con
rifampicina y piruvato de sodio (1 mM) (ASTRP); y en ASTR con NaCl (1 %)
(ASTRNa). Las placas se incubaron a 35°C por 24 h. Al término del tiempo de

incubacion se realiz6 el conteo de UFC.

4.2.2.5. Célculo del porcentaje de células estresadas

Una vez realizado el recuento de las UFC luego de la aplicacion de los tratamientos
de estrés, se calculd el porcentaje de células estresadas (%Ce) en cada uno de los

tratamientos de acuerdo con la ecuacion 8:
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— _ (UECna 2
%C, = 100 ( T )(100) Ecuacion 8

En donde:
UFCnd: UFC no dafiadas contadas en ASTR con NaCl (ASTRNa)

UFC:: UFC totales contadas en ASTR con piruvato (ASTRP)

4.2.2.6. Cuantificacion del estrés subletal mediante citometria de flujo

Al trascurrir la primera y la segunda hora de exposicion a los tratamientos estresantes
(Tabla 6), se tomaron alicuotas de cada tratamiento y se realizo la tincion con dos

colorantes y la medicion de la poblacion tefiida en un citdmetro de flujo.

42.26.1. Tinciéon de células de S. enterica

Se tomo 1 mL de los extractos frutales inoculados con S. entericaluegode 0,1y 2 h
de exposicion a los tratamientos estresantes, se centrifugaron a 12000 rpm durante
3 min a 4 °C, se lavaron dos veces utilizando solucién amortiguadora de fosfatos
(PBS), y finalmente se suspendieron en: 1 mL de disolucién de yoduro de propidio (1
ug mL* de yoduro de propidio en PBS; Sigma Aldrich) y 1 mL de bromuro de etidio
(10 pg mL* de bromuro de etidio en PBS; Sigma Aldrich) para evaluar la integridad
de membrana y la actividad de bombas de flujo, respectivamente.

Las células resuspendidas en los colorantes se incubaron a 37 °C durante 15 min;
pasado ese tiempo, se centrifugaron, se lavaron dos veces y se suspendieron en 1
mL de PBS.

4.2.2.6.2. Cuantificacion mediante citometria de flujo

Las mediciones se llevaron a cabo en el Laboratorio de Genética Molecular
Microbiana, de la Universidad Michoacana de San Nicolas de Hidalgo. Se emple6 un
citometro de flujo CytoFLEX, Beckman Coulter (USA), equipado con un laser de 488
nm como fuente de excitacion para ambos fluorocromos y la fluorescencia fue

recolectada con el filtro PE (585/42 BP). Para cada muestra, se recopilaron al menos
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10000 eventos. Los datos se procesaron con el software CytExpert 2.3, Beckman
Coulter (USA).

4.2.2.7. Disefo experimental y analisis estadistico

Todos los experimentos se realizaron independientemente y por triplicado. Los
porcentajes de células estresadas (método de placa) y células tefiidas (citometria de
flujo) se compararon (para cada cepa y cada colorante) mediante un ANDEVA de
dos factores (tiempo de exposicion a 50 °C y el pH del extracto) y la comparacion de
medias por la prueba de Tukey (a < 0.05). Finalmente, para demostrar una posible
correlacion entre la pérdida de viabilidad y los dafios fisiolégicos (alteracion de la
permeabilidad de membranay la actividad de bombas flujo) se realizaron pruebas de

correlaciéon de Pearson con el programa Minitab 17 Statistical Software, USA.

4.2.3. Sobrevivencia de las S. enterica durante la deshidratacion de los

frutos

4.2.3.1. Inoculacion de los frutos

Se prepararon inoculos de cada cepa de Salmonella como se describié previamente
en el apartado 4.2.2.1. Posteriormente se sometieron a los tratamientos que
generaron el mayor porcentaje de células estresadas. Al término de los tratamientos
estresantes, cada una de las cepas se inocularon por goteo con 1 mL (6 Log UFC g
1) en rebanadas de 10 g de jitomate y mango frescos. De manera simultanea se
inocularon rebanadas de los frutos con cultivos de las cepas que no se sometieron
al tratamiento estresante (controles). Los frutos inoculados se colocaron dentro de

una campana de flujo laminar durante 30 min para facilitar la absorcion del inéculo.

4.2.3.2. Deshidratacion de los frutos inoculados

Las rebanadas de los frutos inoculados se colocaron en un deshidratador (Hamilton
Beach 32100, USA) durante 11 h a 50 °C, ya que este tratamiento fue el que generé

frutos deshidratados de mejor calidad.
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42.3.2.1. Cuantificacién de S. enterica

Periodicamente (0, 3, 6, 9 y 12 h) se tomaron tres rebanadas de cada uno de los
frutos durante el proceso de deshidratacion con aire caliente, se pesaron y se afiadio
diluyente de peptona respetando la relacion 1:10; y se homogenizaron
mecanicamente durante 1 min a velocidad media. A partir de la suspension
homogenizada, se realizaron diluciones decimales y se hizo el recuento de las células
sobrevivientes utilizando placas de ASTRP mediante la técnica de extension en

superficie. Las placas se incubaron a 35°C durante 48 h.

42.3.2.2. Modelado de las curvas de muerte de S. enterica

Los resultados de los recuentos de la poblacion a lo largo del tiempo de
deshidratacién se transformaron a log UFC g!. Los datos se utilizaron para el
modelado matematico, utilizando el modelo de Baranyi y Roberts, con el programa
DMFit version 3.5 (www.combase.cc). Se calculo la velocidad de muerte de cada una

de las cepas en los dos frutos durante el proceso de deshidratacion con aire caliente.

4.2.3.3. Andlisis estadistico

Se comparo la velocidad de muerte para Salmonella en cada producto, utilizando un
disefio bifactorial completamente aleatorizado teniendo como factores la cepa y el
tipo de estrés previo, mediante un andlisis de varianza (ANDEVA) seguida de una
comparacion de medias por la prueba de Tukey (a < 0.05) usando el programa
Minitab 17 Statistical Software, USA.

4.2.4. Sobrevivencia de S. enterica durante el almacenamiento de los frutos

deshidratados

4.2.4.1. Inoculacion de los frutos deshidratados

Se prepararon inoculos de las cepas de S. enterica que mostraron la mayor

capacidad de sobrevivencia a la deshidratacién con aire caliente a 50 °C en cada
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producto; para ello se siguié el procedimiento descrito previamente en el apartado
4.2.2.1. En los cultivos frescos se indujo el estrés subletal de acuerdo con las
condiciones previamente seleccionadas en el apartado 4.2.2.7. Rebanadas de cada
uno de los frutos deshidratados (10 g) se inocularon por goteo con 1 mL (~6 Log UFC
g?). Los frutos inoculados se secaron durante 45 min dentro de una campana de flujo
laminar para obtener los valores de actividad de agua iniciales. Los frutos secos se
empacaron en bolsas de polietileno, se sellaron térmicamente y se almacenaron en

una incubadora a 25 °C con ausencia de luz.

4.2.4.2. Cuantificacion de S. enterica

Periodicamente se tomaron tres paquetes de cada uno de los frutos inoculados con
cada una de las cepas, se afadieron 90 mL de diluyente de peptona y se
homogenizaron mecanicamente durante 1 min a velocidad media. A partir de la
suspension homogenizada, se realizaron diluciones decimales y se hizo el recuento
utilizando placas de ASTRP mediante la técnica de extension en superficie. Las

placas se incubaron a 35 °C durante 48 h.

4.2.4.3. Modelado de las curvas de muerte de S. enterica

Los resultados de los recuentos de la poblacién a lo largo del tiempo se transformaron
a Log UFC g. Los datos obtenidos se utilizaron para el modelado matematico de
Weibull (debido a que no fue posible realizar el modelado mediante el modelo de
Baranyi y Roberts) utilizando el programa Minitab 17 Statistical Software, USA, para
obtener el valor del tiempo necesario para la muerte de 1 Log de bacterias (&) como

variable respuesta para este experimento, utilizando la ecuacion 9.

Ecuacion 9:

N;: Concentracion de bacterias respecto al tiempo
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N, = Concentracién de bacterias inicial
t:tiempo (dias)
0 = Tiempo necesario para la muerte de 1 Logde bacterias

B = Constante del modelo (define si el comportamiento es concavo o convexo)

4.2.4.4. Anélisis estadistico

Se comparé el tiempo necesario para inactivar 1 Log UFC g* de Salmonella en cada
producto, calculado con el modelo de Weibull utilizando un disefio bifactorial
completamente aleatorizado teniendo como factores la cepa'y eltipo de estrés previo,
mediante un analisis de varianza (ANDEVA) seguida de una comparacion de medias
por la prueba de Tukey (a < 0.05) con el programa Minitab 17 Statistical Software,
USA.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION
5.1. Deshidratacion de los frutos

5.1.1. Caracterizacion fisica y quimica del mango y jitomate

Los frutos de mango y jitomate se caracterizaron antes de someterlos a los procesos
de deshidratacion, con la finalidad de asegurar tener materia prima lo mas
homogénea posible y evitar notables variaciones en el producto final. Los frutos
presentaron un contenido de humedad alto (>80 %) y pH acido (Tabla 7). La humedad
del jitomate determinada en el presente trabajo fue ligeramente mayor que la
reportada por Santos-Sanchez et al. (2012) (92.6 + 0.4 %) en frutos de jitomate
‘saladette’ utilizados para la deshidratacion. Con relacion-al contenido de sélidos
solubles, actividad de agua y acidez titulable, los valores obtenidos coinciden con los
reportados en los trabajos de Orikasa et al. (2018) y Fratianni et al. (2020) para
ambos frutos. Los solidos solubles son de gran relevancia, ya que su relacion con la
acidez titulable permite clasificar a los frutos teniendo como base un indice de

maduracién especifico y evitar variaciones entre los lotes de fruta.

Tabla 7. Caracterizacion fisica'y quimica de mango y jitomate como materia prima
para la elaboracion de frutos deshidratados

Parametro Mango? Jitomate?!
pH 4.23 +0.02 4.45 + 0.08
Humedad (%) 84.38+£2.96 95.64 +0.65
Aa 0.989 £ 0.023 0.991 + 0.054
Solidos solubles (°Bx) 1448 £ 0.58 5.75+0.64
Acidez total titulable (mg g*) 0.69 +£0.17 0.43 +£0.62
indice de maduracion 20.98 +1.27 13.37+0.98

Los resultados se expresan en base himeda. 2Cada uno de los valores corresponde a la media de

seis datos.

El contenido de azucares disueltos, ademas de servir para la caracterizacion del

producto, es de gran importancia, ya que después de la deshidratacion dicho
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parametro aumenta debido a la pérdida de agua en el proceso, y este podria ser un
factor importante en la sobrevivencia de Salmonella en el producto deshidratado, ya
gue se cuenta con reportes de la capacidad del patégeno de sobrevivir en medios de

baja actividad de agua y presion osmdética alta (Burgess et al., 2016).

5.1.2. Cinética de deshidratacion de los frutos

La Figura 6 muestra la pérdida de humedad de los frutos en funcion del tiempo de
secado. En las cinéticas de deshidratacion se observan dos fases: la primera ocurre
rapidamente dentro de las 3 h de secado y la segunda de manera lenta entre las 3y
11 h del tratamiento. Se puede apreciar que la masa del agua respecto a la masa de
sélido seco al inicio de la deshidratacion se ubico entre 5-8 y entre 25-30 kg de
agua/kg de solido seco en el mango y el jitomate, respectivamente; dichos valores
disminuyeron hasta <1 en mango y ~5 kg de agua/kg de producto seco en jitomate.
En términos generales e independientemente del tipo de fruto, se observd que a
mayor temperatura, el tiempo de secado disminuyo, tardando 7ha70°Cy 11 ha50
°C. Esta cinética es tipica en el secado de frutas y vegetales, ya que al incrementar
la temperatura de secado, aumenta la absorcion de calor de las rebanadas de fruta,
la transferencia de agua del alimento al aire, y la velocidad de secado (Coskun et al.,
2017).

En la deshidratacién de frutos con aire caliente, se pueden observar dos etapas de
eliminacién del agua, la primera de ella ocurre de manera muy rapida, ya que en esta
etapa se elimina el agua libre que se encuentra dentro del alimento, eliminacion que
ocurre por vaporizacion. La segunda etapa tarda hasta dos terceras partes del tiempo
de secado, ya que aqui se elimina el agua que se encuentra ligada al alimento
(Karam et al., 2016).
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Figura 6. Cinéticas de deshidratacion con aire caliente de los frutos.
A) Mango a 50 °C, B) Mango a 70 °C, C) Jitomate a 50 °C y D) Jitomate a 70

°C. Cada punto representa la media + desviacion estandar de seis datos.

5.1.3. Humedad y actividad de agua

La deshidratacion con aire caliente disminuyo el contenido de humedad en mango
hasta ~8-10 % y en jitomate hasta 11-15 % (Tabla 8). Dichos datos concuerdan, para
el caso del mango, con lo descrito por Nyangena et al. (2019) que reportaron valores
de humedad de ~7 % luego de 10 h de deshidratacién. En el caso de la humedad de
jitomate, los datos obtenidos concuerdan con los reportados por Mwende et al.
(2018).
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Respecto a la actividad de agua de los frutos deshidratados, en todos los
tratamientos se alcanzaron valores de alrededor de 0.5 (Tabla 8). Este ambiente es
poco favorecedor para la actividad de enzimas, bacterias, hongos y levaduras, ya
gue se ha descrito que a partir de una actividad de agua menor a 0.65 se ve limitada
dicha actividad (Badui Dergal, 2006).

Tabla 8. Contenido de humedad y actividad de agua en mango y jitomate

deshidratados con aire caliente

Temperatura Sulfitado Contenido de
Fruto Aa

¢ C) (%) humedad (%)

Mango 50 0 8.49 + 1.647@ 0.508 + 0.02472

0.5 8.39 + 1.43% 0.502 + 0.006"2

70 0 8.90 + 3.47B= 0.501 + 0.036"2

0.5 9.34 + 4,508 0.504 + 0.008"2

Jitomate 50 0 15.16 + 1.43% 0.499 + 0.05472

0.5 14.68 + 2.024° 0.502 + 0.00372

70 0 12.35 + 1.498B2 0.500 + 0.008"2

0.5 11.55 + 2.658 0.496 + 0.02172

Cada uno de los valores representa la media de seis datos independientes * la desviacion estandar.
En cada variable respuesta de cada fruto, letras mayudsculas diferentes representan diferencias
significativas respecto a la temperatura y letras minlsculas respecto al sulfitado, de acuerdo con la
prueba de Tukey (a=0.05) (Anexo 8.2).

5.1.4. Modelado matematico de las curvas de secado y calculo de la difusién

efectiva

Los datos de las curvas de secado de jitomate y mango respecto al tiempo se
ajustaron con el modelo descrito por Midilli et al. (2002). Dicho modelo se seleccion6
para modelar las curvas de secado del presente trabajo, debido a que se obtuvo un
buen nivel de ajuste a las cinéticas (R? > 0.90), similar al reportado por Goyal et al.
(2006). Este modelo permitio la estimacion de la velocidad de secado (k) la cual,
como era de esperarse, se incremento al aumentar la temperatura de secado (Tabla
9). En mango k oscil6 entre 0.003 y 0.0033 x102 h't a 50 °C, mientras que, a 70 °C,
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entre 0.0045 y 0.0054 x102 ht, coincidiendo con lo obtenido por Link et al. (2017) y
Sehrawat et al. (2018) . En jitomate los valores fueron de 0.0026 x102 a 50 °C y entre
0.0031 y 0.0038 x102 h'l a 70 °C, datos similares a los reportados por Azeez et al.
(2019) durante el secado de rebanadas de jitomate utilizando una aire caliente a
diferentes temperaturas.

Otro parametro muy importante durante el secado de frutas es la difusion efectiva
(D), la cual se calcula con el modelo de difusion de Fick, que considera la pérdida
de peso como el incremento de la eliminacién de agua. Para poder utilizar este
parametro, es necesario tomar en cuenta las siguientes suposiciones descritas por
Jiménez Duran (2015):

e Las rebanadas no tienen superficie homogénea

e Los poros no son rectos ni cilindricos, sino-que poseen una serie de caminos
irregulares con interconexiones

e LoOs poros poseen un area transversal variable

e No toda el &rea normal a la direccién del flujo esta disponible para difusion de

las moléculas.

De acuerdo con el andlisis de varianza aplicado a la D« (Anexo 8.3), se observoé que,
en la deshidratacién de mango, la temperaturay el sulfitado tienen efecto significativo
(p=0.05), siendo mayor a 70 °C (entre 1.80 y 2.18 x 10° m? s*) que a 50 °C (entre
0.40 y 1.23 x 10° m? s1), estos valores son similares a los obtenidos por Jiménez
Duran (2015) y por Dissa et al. (2008), trabajos en los cuales el pretratamiento con
extractos frutales no mostré efecto significativo. Micrografias tomadas mediante
espectroscopia electronica de barrido a rebanadas de mango deshidratado con la
combinacion de aire caliente y microondas, mostraron que a mayor temperatura y
tiempo de secado, se form6 un mayor nimero de canales entre la matriz del alimento,
generando una estructura porosa, la cual mejoré la transferencia de calor y masa,

causando una menor humedad en el fruto (Link et. al., 2017; Abano, 2016).
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Tabla 9. Variables del modelo de Midelli y difusién efectiva para el secado con aire

caliente a 50 °C de mango y jitomate

Eruto Temperatura Sulfitado Velocidad de secado Drt
(°C) (%) k x102 (h1) R? x 10°(m?s?)
Mango 50 0 0.30 £ 0.12Ba 0.995 0.40 + 0.238
0.5 0.33 £ 0.148B2 0.997 1.23 +£0.1182
70 0 0.54 + 0.08% 0.998 1.80+ 0.54A°
0.5 0.45 + 0.224@ 0.998 2.18 £ 0.247a
Jitomate 50 0 0.26 £ 0.01Ba 0.995 0.36 + 0.048°
0.5 0.26 + 0.062 0.996 0.44 + 0.0382
70 0 0.38 + 0.05% 0.995 0.46 + 0.107°

0.5 0.31+£0.13% 0.994 0.76 £ 0.094a

Cada uno de los valores representa la media de seis datos independientes * la desviacién estandar.

En cada fruto, letras mayusculas diferentes representan diferencias significativas en la temperatura y
letras minuUsculas en el sulfitado, de acuerdo con la prueba de Tukey (a=0.05).

Durante el secado de jitomate se observo un comportamiento similar al observado

en mango, pero en este caso se observo significancia (p=0.05) de la interaccion entre

la temperatura y el sulfitado (Figura 7).
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Figura 7. Gréfica de interaccion de la temperatura y el sulfitado sobre la difusion

efectiva durante la deshidratacion del jitomate.
Cada uno de los puntos representa la media de seis datos
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Una vez que se tuvieron los parametros de los tratamientos de secado, se evalué la
calidad de los frutos deshidratados por cada tratamiento, con la finalidad de

seleccionar el tratamiento que se utilizaria para los siguientes experimentos.

5.1.5. Calidad de los frutos deshidratados

De acuerdo con la norma ISO 8402, la calidad de los alimentos se define como el
conjunto de caracteristicas de un alimento que le confieren la aptitud para satisfacer
las necesidades reales, implicitas y explicitas de los consumidores. Dentro de estas
necesidades se ubican la inocuidad del producto, sus condiciones nutricionales y
algunas caracteristicas sensoriales como el tamafio, el color y la firmeza (en el caso
de frutas) (Nader, 2015).

Hablando especificamente de los productos deshidratados, de acuerdo con el
Manual técnico de frutas y verduras, los parametros de calidad importantes en estos
productos son: morfologia del fruto, color, firmezay acustica (Cajamarca et al., 2019);
parametros que pueden perderse o verse fuertemente afectados durante el proceso
de secado. Una de las principales razones de la pérdida de calidad de los frutos
secos es el colapso de la estructura del producto, que puede tener influencia en la
retencion del sabor, la distribucion de la humedad y la capacidad de rehidratacion,
generando un endurecimiento indeseable. Por otro lado, las propiedades
nutricionales y sensoriales de los productos secos pueden dafiarse durante el
proceso de deshidratacion, debido a la sensibilidad al calor de los pigmentos y
nutrientes de la mayoria de las frutas y verduras, causando una pérdida significativa
del color original y contenido de vitaminas (Link et al., 2017). En el presente trabajo
se realizaron mediciones del color y la firmeza de los frutos secos, con la finalidad de
seleccionar el tratamiento que proporcionara las menores modificaciones con
relacion al fruto fresco, debido a que no se encontraron pardmetros normados

respecto a la calidad de los frutos deshidratados.
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5.1.5.1. Color

Para evaluar los cambios en este parametro se utilizaron los tres componentes del
color: L* (O=negro a 100=blanco), a* (-a*=verde hasta +a*=rojo) y b* (-b*=azul hasta
+b*=amarillo), y la diferencia total de color (AE).

En general, en ambos frutos deshidratados se observaron evidentes cambios en el
color respecto a los frutos frescos (Tabla 10). En el mango la luminosidad (L*) no
present6 diferencias estadisticas entre los tratamientos de deshidratacion, mientras
gue, en el jitomate se observd que la temperatura de deshidratacion tiene efecto
sobre esta variable. De acuerdo con lo reportado por Dea et al.(2010), la disminucion
de L* tiene una correlacion con el pardeamiento de la fruta. En experimentos de
deshidratacibn de mango con aire caliente realizados por otros investigadores, se
observaron grandes disminuciones en los valores de L* a* y b* que se pudieron
asociar con el pardeamiento derivado de reacciones de Maillard (Nyangena et al.,
2019) promovido por la presencia de oxigeno y el tiempo prolongado del secado
(Sehrawat et al., 2018; Orikasa et al., 2018).

Respecto al componente a*, se observo diferencia entre los frutos frescos y los
deshidratados. En mango no se observaron diferencias significativas entre los
tratamientos, mientras que en jitomate la temperatura mostréo tener efecto
significativo en este parametro (Tabla 10) (Anexo 8.3). La disminucién en este
componente del color se atribuye a la pérdida de algunos compuestos fendlicos
debido a la exposicion a las temperaturas de deshidratacion y el oxigeno,
especificamente en jitomate, la disminucién de a* esta estrechamente relacionado
con la degradacion del licopeno (Demiray et al., 2013). Datos similares a los
obtenidos en este trabajo se reportaron por Santos-Sanchez et al. (2012), quienes
secaron rebanadas de jitomate utilizando aire caliente en un tambor rotativo.
Observaron cambios en los parametros de color, principalmente en el componente
a* (54 %) cuando secaron a temperaturas entre 45 y 60 °C, y observaron la

degradacion de licopeno (62 %) y acido ascorbico (72 %).

58



El componente b*, al igual que L* y a*, mostré una diferencia importante respecto a
los frutos frescos. En un trabajo realizado por Link et al. (2017) deshidrataron mango
y observaron disminucion del valor de b*. La disminucién del color amarillo en el
mango deshidratado, puede explicarse debido a la degradacion del B-caroteno
(Sehrawat et al., 2018) promovida por la temperatura y tiempo de exposicion. En. otro
estudio, Fratianni et al. (2020) evaluaron la estabilidad de carotenos_ durante la
deshidratacion de mango, y observaron que la temperatura promovia la degradacion
de carotenos, desde ~12 mg/100 g (fresco) hasta 7 y 5 mg/100 g (base seca) a 50 y
70 °C, respectivamente. En el presente trabajo, no se observo diferencia entre los

tratamientos de secado en el mango.

Curiosamente, respecto al tratamiento con metabisulfito de sodio, no se observaron
diferencias entre los tratamientos en ambos frutos, esto debido a que los efectos de
fijacion de color del compuesto no son observados inmediatamente, coincidiendo con
los datos obtenidos por Jiang et. al. (2018) durante la deshidratacion a 55-70 °C de
polvos de pera tratados y sin tratar previamente con metabisulfito de sodio. Sin
embargo, se ha reportado que el efecto de proteccion al color generado por el
metabisulfito es posible apreciarlo durante el almacenamiento del producto (Ahmadi
et al., 2019).

La diferencia total de color (AE) en mango oscilé entre 64 y 65, y en jitomate entre
29 y 33 (Tabla 10). A pesar de que todos los tratamientos generaron cambios
perceptibles al consumidor de acuerdo con lo establecido por la norma ISO 12647-2,
la cual establece que un AE mayor a 5, es perceptible al ojo humano, no hubo
diferencia significativa entre los tratamientos aplicados a mango, coincidiendo con
los reportado por Dissa et al. (2008), Goyal et al. (2006) y Sehrawat et al. (2018). En

jitomate, la deshidratacion a 70 °C tuvo ligeramente menor cambio en el color.
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Tabla 10. Cambios en los parametros de color en frutos deshidratados

Fruto Temperatura Sulfito Color
(°C) (%) L* a* b* AE
Mango Control* 62.90 + 3.45 25.40 + 2.48 57.87 +0.78 -
50 0.0 16.11+3.26"*  3.67 +1.18% . 19.77 +3.69%% 64.13 + 4.43"2
0.5 16.10+2.16%%  4.25+259%. 18.20 + 3.87%% 64.89 + 4.30"2
70 0.0 15.26+0.74%% 322+ 1.35% 18.90+1.75%% 65.41 +1.42A2
0.5 16.02 £1.69% 2.90 £ 1.08%2 19.06 + 1.45%% 64.87 + 1.447
Jitomate Control* 35.23 +2.46 19.53 £ 5.42 13.29+£1.73 -
50 0.0 5.49 + 1.62%2 7.81+1.42°2 4,16 +2.23% 33.30 +2.23%
0.5 521 +1.94% 10.56+2.27%%  4.66+1.69%% 32.56 + 2.43A2
70 0.0 8.57 +2.7582 ~ 6.42+1.91%2  8.26+2.9782 30.24 + 3.44"2
0.5 10.37+3.18%2 414 +1.36B* 10.44+2.648% 29.52 + 2.88%2

'Rebanadas de fruto sin tratamiento (fresco). Cada uno de los valores representa la media de seis datos independientes * la desviacion
estandar. En cada fruto, letras mayusculas diferentes representan diferencias significativas en la temperatura y letras mindsculas en el

sulfitado, de acuerdo con la prueba de Tukey (a=0.05).
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5.1.5.2. Firmeza

La firmeza es uno de los atributos de calidad mas importantes que influye en el
atractivo del consumidor y la comercializacion de la fruta, ya que es un parametro
gue ayuda a conocer la vida util y el valor de mercado de los productos hortofruticolas
(Sharma & Rao, 2017).

Con relacion a la firmeza de los frutos deshidratados en el presente trabajo, no se
observo efecto significativo de la temperatura de deshidratacion ni del sulfitado, asi
como de sus interacciones (Tabla 11) (Anexo 8.3). Estos resultados concuerdan con
lo reportado por Forouzanfar et al. (2020) en un estudio en el que deshidrataron

champifiones a temperaturas similares a las del presente trabajo.

Tabla 11. Firmeza de los frutos deshidratados con aire caliente

Temperatura Sulfito Firmeza

Fruto (C) (%) (N)
Mango 50 0.0 6.38 + 1.6972
05 5.82 + 1.757a
70 0.0 6.76 + 0.61472
05 6.41 + 0.9972
Jitomate 50 0.0 6.38 + 1.6972
05 5.82 + 1.757a
70 0.0 6.76 + 0.61472

0.5 6.41 + 0.994@
Cada uno de los valores representa la media de seis datos independientes + la desviacion estandar.

En cada fruto, letras mayusculas diferentes representan diferencias significativas en la temperatura y
letras minusculas en el sulfitado, de acuerdo con la prueba de Tukey (a=0.05).

Al no encontrarse diferencias significativas en las variables de calidad evaluadas
(color y firmeza) para ambos frutos, se decidio utilizar las condiciones que resultaran
menos agresivas para el alimento. Para lograr lo anterior, se consulté la literatura al
respecto, encontrando que en estudios similares, se demostré que al aumentar la
temperatura de secado, la retencion de compuestos bioactivos (acido ascoérbico, B-
caroteno, contenido fendlico y actividad antioxidante) disminuyen significativamente
en los frutos deshidratados (Sehrawat et al., 2018). Por lo anterior, para los

experimentos subsecuentes se decidié utilizar el tratamiento de secado a 50 °C y los
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frutos sin sulfitar debido a que, segun los abundantes reportes con los que se
cuentan, el metabisulfito puede llegar a causar reacciones adversas en personas que

padecen enfermedades de las vias respiratorias (FDA, 2010).
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5.2.Estrés celular en células de S. enterica

Con el propdsito de establecer las condiciones bajo las cuales se podia causar el
mayor estrés en células de Salmonella, se prepararon cultivos frescos (~8 Log UFC
mL?) y se inocularon en los extractos de fruta estériles, a pH nativo (~4) y pH
modificado (7.0) y se sometieron a calentamiento a 50 °C/2 h para simular la
exposicion a una condicion de deshidratacion de los frutos, con la intencién de
recrear un escenario que enfrentaria el patégeno en una planta de deshidratacion de

frutos.

Para cuantificar la poblacion estresada después del calentamiento, se emplearon dos
medios de cultivo, ASTRNa y ASTRP, que contenian cloruro de sodio y piruvato,
respectivamente. En el primer medio se conté la poblacién no estresada, ya que los
microorganismos fisiolégicamente estables son capaces de desarrollar en presencia
de un componente adverso, mientras que, en el segundo medio de cultivo, se conto
la poblacién total ya que el piruvato ayudo a que todas las células, incluidas las
estresadas, desarrollaran. El porcentaje de poblacion estresada se calcul6 a partir
de la diferencia entre las poblaciones contadas en ambos medios de cultivo, tal como
lo han reportado en otros trabajos (Cui et al., 2019; Bi et al., 2015). A la par del célculo
del porcentaje de poblacion estresada, se utilizaron los datos obtenidos para calcular
el valor D, para cada cepa en cada medio de cultivo, para lo cual se utilizé el recuento
realizado en ASTRP.

En la Figura 8 se observa el comportamiento de las cuatro cepas en los extractos de
frutas. Independientemente del tipo de extracto y del pH, las cuatro cepas mostraron
una tendencia a la muerte después de dos horas de calentamiento a 50 °C, la
diferencia radico en la rapidez con la que ocurrio. Se observo que, a pH acido, el 90
% de la poblacion de las cuatro cepas se inactivo de manera méas rapida que a pH
neutro (Tabla 12) coincidiendo con lo reportado por Kim et al. (2019) quienes
evaluaron la tolerancia de S. enterica, sometida a distintos niveles de pH y a

tratamientos térmicos.
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Cuando las células bacterianas son expuestas a factores adversos (acidez,
temperatura, osmolaridad) pasan por distintos niveles de debilitamiento en su estado
fisiologico, hasta llegar a la muerte (Yousef & Juneja, 2003).
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Figura 8. Inactivacion de S. enterica durante el calentamiento a 50 °C por dos horas
en extractos de mango (A) pH 4.2, (B) pH 7.0 y jitomate (C) pH 4.2, (D) pH 7.0.
ST: S. Typhimurium ATCC 23595, MF: cepa aislada de mango fresco, JF: cepa

aislada de jitomate fresco y JD: cepa aislada de jitomate deshidratado. Los valores

representan la media de seis datos.

En este mismo sentido, Alvarez-Ordofiez et al. (2010) observaron el comportamiento
de S. Typhimurium bajo condiciones acidas a distintos niveles de pH y calentamiento
simultaneo. Ellos observaron que a 45 °C y un pH de 4.5 la bacteria tiende a morir,

coincidiendo con los resultados obtenidos en esta investigacion. Por otro lado, en el
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mismo experimento llevado a cabo a la misma temperatura, pero con pH neutro, se
encontrd que el patdégeno es capaz de desarrollarse, situacion que contrasta con los
resultados de este estudio. Las diferencias entre ambos estudios posiblemente se
debieron a que Alvarez Ordofiez et. al. (2010) emplearon un medio de cultivo ideal
(Infusion cerebro-corazén), mientras que los experimentos de este estudio se
llevaron a cabo en extractos frutales, que tienen una composicién mas compleja, con
presencia de compuestos adversos (acidos organicos, compuestos antioxidantes,
algunos metales y sales) que pueden generar distintos niveles de estrés afectando
la viabilidad de las células (Pradhan & Negi, 2019).

Tabla 12. Valores D para cuatro cepas de S. enterica sometidas calentamiento a 50

°C por dos horas en extractos de mango y jitomate

Valor Dso (min)

Extracto  pH ST ME IE D

Mango 4.2 63.18 +3.104 41.02+2.20® 35.36+0.51B  37.03+0.93*
70 67.79+3.45% 183.01+6.33* 115.63+3.15% 41.06 + 1.68»

Jitomate 4.4 4158+1.11B 56.81+5.88% 32.40+3.80B 27.98+4.12°B
7.0 146.03+9.62* 201.22+8.26% 88.48+9.51* 73.73 +2.60"

Cada valor representa la media de seis valores diferentes + desviacion estandar. En cada cepay cada
extracto, valores con letras distintas representan diferencias significativas (p=0.05) (Anexo 8.4). ST:
S. Typhimurium ATCC 23595, MF: cepa aislada de mango fresco, JF: cepa aislada de jitomate fresco
y JD: cepa aislada de jitomate deshidratado.

En otros estudios, se expusieron células de S. Typhimurium a pH 4.77 con el
propdsito de generar un estado de estrés severo (el estado viable pero no cultivable),
y mediante pruebas de microscopia electronica se observaron modificaciones en la
morfologia celular, como reduccion en el tamafio y cambios de la tipica forma bacilar
a formas cocoides. Los autores mencionan que las bacterias pueden presentar estos
cambios como una estrategia de sobrevivencia ya que pueden disminuir los
requerimientos celulares mientras se aumenta la absorcidon de nutrientes debido a la

alta relacion superficie-volumen (Salive et al., 2020).

En el extracto de mango a pH acido, se alcanzaron los mayores porcentajes de
células estresadas (entre 55 y 90 %) luego de una hora de exposicion a 50 °C,

mientras que, al cabo de dos horas, dicho porcentaje disminuyo (20-40 %) excepto
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en MF, el cual se mantuvo (~80 %). A pH neutro, el comportamiento del patégeno
fue similar en el sentido de que los porcentajes de células estresadas mas altos (20-
65 %) se encontraron luego de una hora de exposicion al tratamiento estresante y
dichos porcentajes disminuyeron al cabo de dos horas (15-40 %), aunque los valores
alcanzados fueron significativamente menores que los que se observaron a pH acido
(Figura 9A). Guillén et al. (2020) realizaron experimentos de exposicion de cepas de
S. enterica a distintos factores de estrés (acido, calor, salinidad, etc.) y observaron
que la tolerancia a algun factor estresante no garantizaba la tolerancia a los demas
factores, por lo que sugirieron la realizacion de experimentos con factores de estrés
combinados, ya que serian tratamientos mas cercanos a los que se pueden enfrentar

los microorganismos en el ambiente.

Por otro lado, el comportamiento de Salmonella en el extracto de jitomate a pH acido
fue muy similar al observado en el extracto de mango en la misma condicion,
teniendo los mayores porcentajes de células estresadas (70-90 %) luego de una hora
y disminuyendo al cabo de dos horas (40-90 %) de calentamiento a 50 °C. A pH
neutro se observaron comportamiento diferentes entre las cepas, llamando la
atencién que, en las cepas aisladas de jitomate, los porcentajes se mantuvieron
constantes durante las dos horas de exposicion al tratamiento estresante, ~50 % en
MF y ~70 % en JD (Figura 9B).

El comportamiento de la poblacion de S. enterica no fue homogéneo entre las cepas,
en ambos extractos, ya que los andlisis de varianza mostraron significancia (p < 0.05)
(anexos 8.5y 8.9) de la interaccion en las cepas evaluadas, coincidiendo con lo
reportado por Guillén et al. (2020), que encontraron diferencias entre el
comportamiento durante tratamientos estresantes de cepas de Salmonella del mismo
serovar, pero de distinta fuente. Por lo tanto, se decidié evaluar por separado,
respecto al pH, el tiempo de exposicion al tratamiento térmico sobre la viabilidad de

las células (Figura 9).

La finalidad de colocar los dos niveles de pH obedece a recrear las condiciones

naturales en las cuéles se puede encontrar el patégeno en una planta deshidratadora

66



de frutas, simulando que la bacteria se mantiene en los residuos de fruta al pH nativo

(~4), mientras que el nivel 7.0 responde al pH 6ptimo para Salmonella.

La exposicion de las células a factores estresantes subletales, pueden ocasionar,
en casos extremos, que entren al estado viable pero no cultivable (VPNC), en el cual
algunos microorganismos pierden la capacidad para desarrollar en matrices
convencionales, mientras disminuyen su actividad metabdlica pudiendo ocasionar
dafio en la integridad de membrana y afectar la respiracion celular. En cuanto los
microorganismos censan condiciones de desarrollo favorables, pueden salir del
estado VPNC para reiniciar su metabolismo de manera Optima 'y activar la division
celular (Kusumoto et al., 2012) e incluso, presentar mayor resistencia a tratamientos
desinfectantes con compuestos quimicos (Gu et al., 2020). Para poder determinar
gue las células entren a dicho estado, es necesaria la realizacion de tincién de células
viables y no viables, en el presente trabajo no se llegé hasta ese nivel de
profundizacién, pero se considera que las células estresadas se encuentran en

camino de llegar a dicho estado (Yousef & Juneja, 2003).

Se han evaluado distintos compuestos quimicos para la resucitacion de bacterias,
dichos compuestos deber ser parte de las rutas metabdlicas esenciales para la
actividad del microorganismo. En ese sentido, Morishige et al. (2013), realizaron
pruebas de reanimacion de células de S. enterica inducidas al estado no cultivable
mediante estrés oxidativo (utilizando peroxido de hidrégeno), en las cuales
observaron que la utilizacién de piruvato de sodio 0.3 mM tiene un efecto reanimador
sobre células bajo condiciones estresantes y que, debido a ese estrés, no fueron
capaces de desarrollar en un medio de cultivo convencional. Lo anterior,
probablemente, debido a la facilidad con la que las células integran dicho compuesto

en la respiracion celular.
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Figura 9. Impacto del calentamiento a 50 °C sobre la poblacion estresada de S.
enterica inoculada en los extractos de fruta. A) Mango y B) jitomate.

ST: S. Typhimurium ATCC 23595, MF: cepa aislada de mango fresco, JF: cepa
aislada de jitomate fresco y JD: cepa aislada de jitomate deshidratado. Cada
barra representa la media de seis datos independientes + desviacion estandar.
Para cada cepa y en cada extracto, letras mayusculas diferentes representan
diferencias significativas en el pH'y letras minusculas en el tiempo, de acuerdo

con la prueba de Tukey (a=0.05).

Para complementar la informacion obtenida mediante los andlisis de varianza de los
factores estudiados (pH y tiempo de exposicién) sobre la letalidad del tratamiento
estresante y poder saber cdmo ocurre respecto al porcentaje de células estresadas,
se realizaron pruebas de correlacibn de Pearson, ya que dicha prueba ofrece
informacion acerca de la evolucion de una variable respecto a otra (analizando por
pares de variables), es decir, es posible asociar la muerte de las células con el
porcentaje de células estresadas (Figura 10).

En el caso de las cepas inoculadas en el extracto de jitomate a pH acido, se observan
correlaciones significativas en tres de las cuatro cepas, lo cual indica que es posible
asociar de manera significativa (p < 0.05) la muerte celular con el porcentaje de
células estresadas. Para este caso particular, la correlacién es negativa, lo que se

traduce en que, a un mayor de células estresadas, se tiene menor letalidad. Lo
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anterior ocurrio luego de una hora de exposicién. Luego de dos horas, el
comportamiento fue diferente, mostrando una mayor muerte de Salmonella y la
disminucion de células estresadas para el caso de ST y JF. Akritidou & Koutsoumanis
(2018) realizaron experimentos en los cuales se sometieron distintas cepas de
Salmonella a estrés osmoético y se analizd su capacidad de sobrevivencia,
encontrando que, en algunos casos, las células con mayor estrés mostraron mayor
capacidad de sobrevivencia que las expuestas a niveles de estrés moderados, este

fenébmeno es conocido como fendmeno del fénix.
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Figura 10. Correlacion entre muerte celular y células estresadas de S. enterica durante
los tratamientos estresantes.

A) Mango a pH acido, B) Mango a pH neutro, C) Jitomate a pH acido y D) Jitomate a
pH neutro. Para cada cepa se reporta el coeficiente de correlacion y el asterisco “*”
indica si la correlacion es significativa (p < 0.05), ambos datos obtenidos con la
prueba de correlacion de Pearson. Los triangulos sin relleno representan los valores
de 1 h de exposicion y los triangulos rellenos los de 2 h. ST: rojo; MF: azul; JF: verde

y JD: amarillo.
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Para profundizar en los procesos fisioldgicos que ocurren en las células bacterianas
cuando son expuestas a factores estresantes, como el pH bajo y el calentamiento,
se realiz6 en analisis de la integridad de membrana y la actividad de bombas de flujo

de las células mediante ensayos de citometria de flujo.

5.2.1. Dafno a la membrana celular

En los estudios de citometria de flujo se asume que las células que se tifiencon los
colorantes usados son células dafiadas en sitios especificos de acuerdo con los
colorantes que se utilicen en las pruebas (Diaz et al., 2010) (Anexo 8.13). Los
porcentajes de células dafiadas se obtuvieron mediante el ajuste de los histogramas
respecto al control (medicion realizada al tiempo cero de exposicion) En la Figura 11
se aprecia la aparicion de poblacién tefiida conforme avanza el tiempo de exposicidon

al tratamiento estresante (izquierda a derecha).
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Figura 11. Histogramas poblacionales de células tefiidas, con yoduro de propidio,
durante la exposicién a 50 °C y pH acido de ST a tiempo 0 (control), 1y 2 horas.

El impacto del calentamiento a 50 °C y el pH sobre la permeabilidad de membrana,
de cada cepa, se puede apreciar en la Figura 12. La permeabilidad de membrana es
directamente proporcional al dafio celular (Diaz et al., 2010). En el extracto de mango
el andlisis de varianza reveld un efecto significativo (p = 0.05) del pH en todas las
cepas, mientras que el tiempo de exposicién Unicamente no tiene efecto sobre JF.
Llama la atencion que la interaccion entre los factores fue significativa para ST. En
el caso del efecto de los factores sobre la actividad de bombas de flujo, se observa
efecto significativo de la interaccion en todas las cepas (Anexo 8.11). Por otro lado,

en el extracto de jitomate, las interacciones para ambas variables respuesta fueron
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significativas (p = 0.05) en la mayoria de las cepas, salvo para la permeabilidad de
MF y la actividad de flujo de MF y JD (Anexos 8.10y 8.11).

GoOmez-Baltazar et al. (2019) realizaron experimentos en los cuales monitorearon la
composicion de acidos grasos de la membrana celular de Salmonella durante varios
tratamientos estresantes, observando que el aumento en la permeabilidad de
membrana se encontré acompafiado con un aumento en la concentracion de acidos
grasos insaturados. Lo cual podria explicar el cambio en la conformacion de la

membrana de las células al encontrarse en estados de estrés.

Ebrahim et al. (2018) sugieren que puede existir variacion entre cepas de Salmonella

respecto a la tolerancia al calor y su relacion con la permeabilidad de membrana, lo
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Figura 12.Impacto del calentamiento a 50 °C sobre la permeabilidad de membrana

en'S. enterica inoculada en extractos de fruta. A) Mango y B) jitomate.

ST: S. Typhimurium ATCC 23595, MF: cepa aislada de mango fresco, JF:
cepa aislada de jitomate fresco y JD: cepa aislada de jitomate deshidratado.
Cada barra representa la media de seis datos independientes + desviacion
estandar. Para cada cepa y en cada extracto, letras mayusculas diferentes
representan diferencias significativas en el pH y letras minasculas en el

tiempo, de acuerdo con la prueba de Tukey (a=0.05).
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cual puede ser causado por la concentracién de iones en el citoplasma, que

funcionaria como un sistema de amortiguacion a la temperatura de calentamiento.

Por otro lado, la actividad de las bombas de flujo comprometidas durante los
tratamientos estresantes se observa en la Figura 13. Cabe recordar, que, en células
en estado Optimo, la actividad de las bombas de flujo ocurrird de manera constante,
para eliminar aquellos cationes que pudieran causar dafio a la célula, y que en cuanto
la célula se estresa, desactiva este mecanismo para invertir la energia necesaria en

otros mecanismos de sobrevivencia (Diaz et al., 2010).

En el extracto de jitomate, se presentan porcentajes similares de poblacion
comprometida a lo largo del calentamiento a ambos niveles de pH, en la mayoria de
las cepas; mientras que en el extracto de mango el comportamiento es mas aleatorio,

lo cual se puede observar en las graficas de interacciones (Anexo 8.6, Figura 20).

Pradhan et al. (2016) realizaron experimentos de estrés con Salmonella en jugos de
pifia y mango, obteniendo que una de las variables que mostré mayor relevancia fue
la actividad de las bombas de flujo, y que dicha variable es sensible a la composicion
de la matriz en la que se encuentre el patdégeno, esta informacion contribuye a
entender la diferencia que se observa en ambos extractos frutales del presente

trabajo.
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Figura 13. Impacto del calentamiento a 50 °C sobre la actividad de bombas de flujo
en S. enterica inoculada en extractos de fruta. A) Mango y B) jitomate.
ST: S. Typhimurium ATCC 23595, MF: cepa aislada de mango fresco, JF: cepa
aislada de jitomate fresco y JD: cepa aislada de jitomate deshidratado. Cada
barra representa la media de seis datos independientes + desviacion estandar.
Para cada cepa y en cada extracto, letras mayusculas diferentes representan
diferencias significativas en el pH y letras minusculas en el tiempo, de acuerdo

con la prueba de Tukey (a=0.05).

5.2.2. Analisis multivariable entre las células estresadas, la permeabilidad de

membrana y la actividad de bombas de flujo

Para complementar la informacién obtenida mediante los andlisis de varianza de los
factores estudiados (pH y tiempo de exposicion) de cada una de las variables

respuesta de los tratamientos estresantes, se realizaron pruebas de correlacién de
Pearson.

En el extracto de mango a pH acido se observo en las tres pruebas de correlacion,
gue existe significancia para las cepas ST y JD vy, por lo tanto, se puede deducir que

la pérdida de viabilidad celular se encuentra asociada al aumento de la permeabilidad
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de membrana y la disminucién de la actividad de flujo. Por otro lado, a pH neutro, se
observé correlacion significativa en las cepas ST y MF (Figura 14). Resultados de
correlacion similares fueron reportados por Lang et al. (2018), en cuyos experimentos
sometieron a Salmonella a estrés osmoético y posteriormente se realizaron
mediciones de permeabilidad de membrana. Observaron que, a una mayor
permeabilidad, la capacidad del patégeno para sobrevivir disminuye, también
encontraron una buena correlacion entre la permeabilidad y la actividad celular.
Tomando en cuenta esta informacién se podria confirmar una disminucion de esta
variable en las cepas evaluadas en el presente trabajo. En el extracto de jitomate, se
encontraron correlaciones significativas para algunas cepas unicamente en una de
las pruebas de correlacion; por ejemplo, se observo correlacion significativa entre la
viabilidad celular de algunas cepas y la permeabilidad de la membrana y la actividad
de flujo, de manera independiente.

Respecto a la correlacion entre los dafios fisiologicos evaluados, se observaron
correlaciones significativas para la mayoria de las cepas en ambos extractos y ambos
niveles de pH. Dichas correlaciones podrian tener efecto sobre la virulencia del
patogeno (Elhadidy & Alvarez-Ordoéiiez, 2016).
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Figura 14. Correlacion durante los tratamientos estresantes en extracto de mango y

jitomate de células estresadas, permeabilidad de membrana y actividad de bombas de flujo.

T34

Para cada cepa se reporta el coeficiente de correlacion y el asterisco “*” indica correlacion
significativa (p < 0.05), mediante la correlacién de Pearson. Los tridngulos sin relleno

representan los valores de 1 h de exposicion y los triangulos rellenos los de 2 h.
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5.3. Sobrevivencia a la deshidratacion

Durante el rebanado de la fruta para ser sometida a la deshidratacién es posible que
ocurra una contaminacion con patdégenos como Salmonella debido a errores en el
seguimiento de las buenas practicas de manufactura. Puede suceder que algunas
células bacterianas se expongan a condiciones estresantes que forman parte del

proceso, tales como el pH bajo y temperaturas altas.

Con relacion al estrés subletal, al no observar una diferencia clara entre las cuatro
cepas de Salmonella se decidié exponer a todas al proceso de deshidratacion en
ambos frutos. Para ello, se inocularon alrededor de 6 logaritmos de cada cepa,
expuestas a estrés térmico (50 °C/1 h en extracto frutal a pH 7), con estrés
combinado (50 °C/1 h en extracto frutal a pH ~4)y sin estrés (control), en rebanadas
de mango y jitomate frescos. Las rebanadas inoculadas se sometieron a
deshidratacion durante 11 h a 50 °C .y peribdicamente se cuantificaron las
poblaciones sobrevivientes de Salmonella en ASTRP. La adicion de piruvato a los
medios de cultivo favorece la recuperacion de células del patégeno estresadas

osmaoticamente en alimentos de baja actividad de agua (Gurtler et al., 2019).

En la Figura 15 se muestran las dinAmicas de muerte de Salmonella durante la
deshidratacion de mango y jitomate. En términos generales no se observo una clara
diferencia en la sobrevivencia entre los cultivos de Salmonella no expuestos a los
tratamientos estresantes y los expuestos. Las cuatro cepas mostraron una tendencia
a la inactivacion que ocurrié de manera muy lenta. En la deshidratacién de mango se
observé que las poblaciones de Salmonella de las cepas ST y JF no expuestas a
estrés se inactivaron de una manera mas rapida. En las deshidratacion de jitomate,

las cepas JF y JD no estresadas se inactivaron mas lentamente.
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Figura 15. Cinética de inactivacion de cepas de S. enterica estresadas durante el proceso de deshidratacién con aire

caliente a 50 °C en mango y jitomate.

ET: 50 °C/1h, pH 7.0; EC: 50 °C/ 1 h, pH 4.2 y 4.4 en mango Yy jitomate, respectivamente. Los valores representan la

media de seis datos + desviacion estandar.
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Se modelaron las cinéticas de S. enterica durante la deshidratacion de los frutos para
calcular las velocidades de muerte. El andlisis de varianza mostré que en el mango
ambos factores evaluados, la cepay el tipo de estrés, tienen efecto significativo sobre
la velocidad de muerte de S. enterica mientras que en el jitomate no (Tabla 16)
(Anexo 8.7). Las interacciones en ambos frutos no mostraron significancia. En el
mango el valor mas alto de velocidad de inactivacion se observo en la cepa ST no
estresada (0.32 Log UFC h) mientras que en el jitomate en la cepa JD estresada
térmicamente (0.35 Log UFC h1). Los datos del presente trabajo se contraponen a
los reportados por otros autores. Zhou et al. (2020) en .un estudio de
descontaminacion de hojas de albahaca utilizando aire  caliente reportaron
reducciones de hasta 4 Log UFC g* de S. Senftenberg durante el tratamiento a 60
°C por 2 h; Bai et al. (2020) aplicaron aire caliente-a 100 °C/1 h en moras azules
previamente deshidratadas osmoticamente, reportaron reducciones de ~6 Log UFC
g

En otro trabajo, Pereira et al. (2020) estresaron S. Typhimutium ATCC 14028
almacenandola por 180 dias en cacahuates y posteriormente sometieron los
cacahuates a un proceso de tostado utilizando aire caliente. Ellos observaron que el
estrés previamente causado-al patdgeno favorecido el aumento en la tolerancia
térmica a diferencia de la mostrada por el patdgeno no estresado. En otro trabajo,
cepas de enterobacterias previamente estresadas con calor y desecacion fueron
inoculadas en tahini halva, posteriormente se aplicé radiacion gamma para
desinfectar el alimento; observando tolerancia de las cepas estresadas a diferencia
de las no estresadas, las cuales se inactivaron rapidamente (Osalili et al., 2018). En
otro estudio de deshidratacion de jengibre, con aire caliente a 50 °C, inoculado con
Salmonella, se observé la sobrevivencia del patdogeno hasta por 24 h, teniendo
reducciones de alrededor de 2 Log UFC g* durante el tiempo de deshidratacién
(Gradl et al., 2015).
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Tabla 13. Reduccion y velocidad de muerte de las cepas de S. enterica durante la

deshidratacion con aire caliente de mango y jitomate

Reducciones (Log UFC g?) Velocidad de muerte (Log UFC h?)

Cepa Estrés Mango Jitomate Mango Jitomate
ST Control 3.22 £ 0.8472 2.12 + 0.39A° 0.32+0.07%2 0.30 + 0.202
ET 2.34 + 0.32Ab 2.07 £0.25% (0,23 +0.03A> (.25 +0.10%a
EC 1.74 + 1.00A° 1.97 + 0.3942 0.23 +£0.20%° 0.21 + 0.0442
MF  Control 2.01 £ 0.1682 1.77 £+ 0.5978° 0,16 + 0.0182 0.24 + 0.14A2
ET 1.12 + 0.348b 1.92 + 0.34Aba> (0,11 + 0.05B° 0.26 + 0.1572
EC 1.30 + 0.498b 2.00 £ 0.50%82  (0.16 + 0.1682 0.24 + 0.06"2
JF  Control 2.70 + 0.5582 1.53 £ 0.278b 0.25 +0.06%2 0.27 +0.1472
ET 1.26 + 0.438Bb 1.62 £ 0.518%  (0.10 +0.03%> 0.16 + 0.05*2
EC 0.94 + 0.42B° 1.94 + 0.45B2 0.11+0.03B° 0.19 + 0.04%2
JD Control 2.25 + 0.3682 1.57 £ 0.25A8> 0,22 + 0.03%2  0.16 + 0.02A2
ET 1.99 + 0.438b 1.83 £ 0.32Aba (0,14 + 0.03B°> 0.35 + 0.42A2
EC 1.58 + 0.53Bb 2.58 + 0.30"%2  0.08 + 0.07B° 0.26 + 0.02A2

Los valores representan la media de seis datos + desviacion estdndar. Las comparaciones de
medias se realizaron entre cada fruto. Las medias con letras mayusculas diferentes son
estadisticamente diferentes respecto a la cepa. Las medias con letras minUsculas diferentes son
estadisticamente diferentes respecto al tipo de estrés previo. ET: estrés térmico. EC: estrés
combinado.

Latolerancia de S. enterica a la deshidratacion ha sido estudiada desde hace algunos
afos, y se han propuesto algunos mecanismos que participan en la sobrevivencia
del patdogeno. Csonka en 1989, citado por Burgess et al. (2016) demostré que la
exposicion a la'desecacion genera pérdida de agua, provocando el encogimiento de
la célula y, por consiguiente, el aumento de las concentraciones de todos los
metabolitos intracelulares, lo cual trae como consecuencia la plasmalisis repentina.
Por otro lado, se demostré que la exposicion a pH &cido y baja actividad de agua
puede generar tolerancia cruzada a la temperatura en cepas de S. Enteritidis PT4 y
S. Typhimurium PT4. Adicionalmente los autores sugirieron que esas exposiciones a
estrés pueden tener un efecto promotor en factores de virulencia que ayuden a las

células del patégeno a sobrevivir al proceso de digestion (Melo et al., 2017).

Con la informacion de sobrevivencia a la desecacion de mango de las cuatro cepas

de Salmonella, para los estudios de sobrevivencia durante el almacenamiento de los
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frutos deshidratados se selecciond a ST (S. Typhimurium ATCC 23595) y MF (cepa
aislada de mango fresco) por ser la cepa mas susceptible y las mas resistentes a las

condiciones de deshidratacion, respectivamente.

En el caso de la deshidratacion de jitomate, como se sefialé previamente, no se
observaron diferencias significativas entre los niveles de estrés ni entre las cepas
utilizadas, y por lo tanto se decidié seguir el mismo criterio que en el caso del mango
y se seleccionaron la cepa de referencia (ST) y la aislada de jitomate fresco (JF) para

el experimento del almacenamiento de frutos inoculados.

5.4.Sobrevivencia de Salmonella durante el almacenamiento de los frutos

deshidratados

Una vez determinada la tolerancia que las cepas de Salmonella presentaron al
proceso de deshidratacion, se estudid el comportamiento de las células
sobrevivientes durante el almacenamiento de los frutos deshidratados. El interés de
llevar a cabo este estudio surgio de los reportes que se tienen con relacion a la
capacidad que tienen algunas bacterias entéricas para resistir a las condiciones de
baja Aa de algunos alimentos y que a pesar de considerarse seguros, se han visto
involucrados en brotes de enfermedad (FAO, 2012). Para ello se inocularon células
estresadas de las tres cepas seleccionadas, ST y MF para mango y ST y JF para
jitomate, (~6 Log UFC g?) en frutos de mango y jitomate deshidratados, con la
intensién de simular una recontaminacion asociada a malas préacticas higiénicas al
momento del empacado de los frutos. Los frutos deshidratados e inoculados se
sometieron. a secado para disminuir la Aa al nivel original y posteriormente se
almacenaron en oscuridad a 25 °C. Durante el secado de los frutos la poblacion de
Salmonella disminuy6 alrededor de 1 Log UFC g* en las cepas estresadas y sin
estresar, de tal forma que la concentracion al inicio del almacenamiento en cada uno
de los empaques individuales fue de ~5 Log UFC g. Independientemente del tipo
de fruto, después de 5 dias de almacenamiento las tres cepas de Salmonella
mostraron una tendencia a disminuir (Figura 16). En el caso de las cepas inoculadas

en el mango deshidratado, la muerte ocurrié a razén de 2 Log UFC g* de reduccion
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durante los primeros 35 dias de almacenamiento, y pasado este tiempo, la
inactivacion se hizo aun mas lenta (Figuras 16A y 16B). Llama la atencion que ST
sometida a estrés combinado, se mantiene estable durante ese tiempo, mostrando

una reduccién minima de ~0.5 Log UFC g.

Por otro lado, ST y JF en jitomate deshidratado también tuvieron tendencia a la
inactivacién, solo que de manera mucho mas rapida que en mango (alrededor de 4
veces mas rapido). Se observé una reducciéon de ~ 3 Log UFC gt durante los
primeros 24 dias de almacenamiento, y a partir de este punto la inactivacién ocurrié
de manera escalonada. Al igual que en el mango deshidratado, ST con estrés
combinado tuvo un comportamiento diferente, ya que el jitomate deshidratado
presenta una reduccion poblacional lineal hasta disminuir al limite de deteccion,
donde pareciera comenzar una meseta. Durante 12 dias mas, se detectd la presencia
de Salmonella en jitomate, sin embargo, no pudo ser cuantificada ya que se

encontraba por debajo del limite de deteccién de la técnica (10 UFC g).

Zhang et al. (2017) plantearon la hipétesis de que en condiciones de desecacion
severas (Aa < 0.73), un aumento moderado de la actividad del agua puede conducir
a la supervivencia de Salmonella. Cuando la actividad del agua se eleva méas alla del
umbral, la proteccion cruzada puede comenzar a disminuir, exponiendo cada vez
mas las células de Salmonella al estrés ambiental con la consecuencia neta de una
muerte celular acelerada. Ademas, plantearon la hipétesis de que el estrés
ambiental, incluidos los agentes antimicrobianos que puedan estar de manera natural
en el alimento, puede ser anulada por la respuesta al estrés inducida por la
desecacion en ciertos alimentos de baja actividad de agua, es decir, la proteccion
puede disminuir gradualmente y dejar de ser suficiente para la proteccion del
patogeno. Los experimentos en los cuales se basaron para generar las hipotesis

consistieron en la deshidratacion y almacenamiento de ajo.
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Figura 16. Comportamiento de cepas de S. enterica durante el almacenamiento a
25 °C de los frutos deshidratados.
En mango: A) ST, S. Typhimurium ATCC 23595 y B) MF, cepa aislada de mango
fresco. En jitomate: C) ST, S. Typhimurium ATCC 23595 y D) JF, cepa aislada de
jitomate fresco. La linea punteada representa el limite de deteccién de la técnica.
ET: estrés térmico; EC: estrés combinado.
Se ajustaron matematicamente las cinéticas de inactivacion con el modelo de
Weibull, ya que el modelo propuesto por Baranyi y Roberts (utilizado para los datos
de la deshidratacion) present6 algunas limitaciones y los datos del almacenamiento
no se ajustaron adecuadamente a él, lo cual puede estar asociado a que la baja
actividad de agua genera un estrés intrinseco en las células para lo cual se han
propuesto algunos modelos para ajustar las cinéticas microbianas, uno de ellos es el
modelo de Weibull (Santillana et al., 2016; Santillana et al., 2013).
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Con los valores obtenidos de & y 3 se realizé un ANDEVA para el comportamiento
de S. enterica durante el almacenamiento de las frutas deshidratadas, teniendo a la
cepay al tipo de estrés como factores de variacion. En ambos frutos la cepa no tuvo
efecto significativo en los parametros & y B (p > 0.05) (Anexo 8.8). Mientras que el
tipo de estrés mostré tener efecto significativo (p > 0.05), observandose que, en
términos generales el estrés combinado causa un aumento sobre ambas variables
respuesta (Tabla 18). Las interacciones significativas respecto a & se reportan en la

Figura 21 del anexo 8.12.

Tabla 14. Parametros del modelo de Weibull del comportamiento de S. enterica

durante el almacenamiento a 25 °C de frutos deshidratados.

Eruto Cepa Tratamiento ( di?a ) B R

Mango ST Control 10.80 +6.04%° 0.49 + 0.08° 0.955
ET 6.56 + 2.91A° 0.43 + 0.08” 0.947

EC 58.42 + 12,5042 1.10 + 0.45%2 0.951

MF  Control 12.08 + 4.73”> 0.55 + 0.10~* 0.919

ET 17.98 + 6.26"° 0.47 +0.12A> 0.927

EC 27.71 +7.30%@ 0.59 +0.07%2 0.924

Jitomate ST Control 6.30 £ 1.31A° 0.78 + 0.07A2 0.941
ET 4.26 +1.46"° 0.59 + 0.06”* 0.962

EC 9.48 + 2.50%2 0.94 +0.18* 0.974

JF Control 6.71+1.332% 0.81 +0.07A2 0.959

ET 6.21 + 0.95%° 0.78 + 0.10”* 0.958

EC 5.10 £1.79%2 0.63 +0.10%@ 0.951

Los valores representan la media de seis datos + desviacion estandar. Las comparaciones de
medias-se llevaron cabo para cada fruto. ST: S. Typhimurium ATCC 23595; MF: cepa aislada de
mango fresco; JF: cepa aislada de jitomate fresco; JD: cepa aislada de jitomate deshidratado; ET:
estrés térmico (50 °C/1 h, pH 7.0); EC: estrés combinado (50 °C/1 h, pH 4.2). Las medias con letras
mayusculas diferentes son estadisticamente diferentes respecto a la cepa. Las medias con letras
minudsculas diferentes son estadisticamente diferentes respecto al tipo de estrés previo.
En el mango, se observa que la cepa ST estresada con temperatura y pH &cido tiene
alrededor de 5 veces mayor tolerancia (~60 dias) durante el almacenamiento que las
cepas sin estrés (10-12 dias), lo cual permite sugerir la posible resistencia cruzada

gue ocasiona la combinacion de estrés acido y térmico sobre el estrés osmoético
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durante el almacenamiento de los frutos (Tabla 15). Por otro lado, en el jitomate
deshidratado la cepa ST, en las mismas condiciones estresantes (EC), presentd un
valor mayor de & respecto a la cepa control (ATCC 23595) y los otros niveles de
estrés. Respecto a la diferencia entre la sobrevivencia del patégeno en mango y
jitomate, se han reportado que la matriz alimentaria de frutos con un alto contenido
de fibra, tal como el mango, brindan proteccién a la bacteria al permitir que se fije en
los poros que se encuentran en el fruto, contrastando con la matriz alimentaria que

se encuentra en el jitomate (Osaili et al., 2018; Gradl et al., 2015).

Respecto al valor B, el cual describe la forma de la curva, se tiene reportado que
valores mayores a 1 generan curvas convexas, lo que quiere decir que las células
sobrevivientes se danan con mayor rapidez; mientras que valores de B < 1 genera
una curva concava, lo cual indica que las células sobrevivientes resisten el dafio
generado por el medio adverso (Pereira et al., 2020; Santillana et al., 2016). En los
datos obtenidos en este trabajo, se presentan curvas concavas, a excepcion de la
curva de ST con estrés combinado en-mango, lo cual sugiere que esta cepa en el
caso de este fruto esta siendo dafiada de manera mas agresiva, indicando que las
cepas aisladas de los productos frescos tienen la capacidad de soportar el estrés
generado por el estrés combinado (50 °C/ 1 h a pH~4).
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6. CONCLUSIONES

Los tratamientos de deshidratacion con aire caliente (50 °C/ 11 h y 70 °C/11 h)
aplicados a mango y jitomate no afectaron los parametros de calidad, color y firmeza,

en los frutos deshidratados.

La cuantificacion del estrés celular generado a células de Salmonella pudo
determinarse mediante la técnica de cultivo en placa y tuvo correlacidon con el dafio
a la membrana y la actividad de bombas de flujo cuantificados mediante citometria

de flujo.

La deshidratacion de los frutos con aire caliente a 50 °C/11 h no elimina a Salmonella
enterica. Solamente se lograron inactivar ~3 Log UFC gy, por tanto, el tratamiento
no cumple con lo establecido por la FDA en los Estados Unidos para considerar

efectivo al tratamiento en la descontaminacion de los frutos.

Dado que la deshidratacidén con aire caliente a 50 °C/11 h no elimina a Salmonella,
es muy importante vigilar el cumplimiento de las buenas practicas de manufactura
durante la elaboracion de estos productos para evitar su contaminacién con

patégenos.

Las células de Salmonella estresadas y no estresadas presentan la misma capacidad
de sobrevivencia durante la deshidratacién en jitomate, mientras que cuando las

cepas estan estresadas se observo tolerancia, hasta tres veces mayor, en mango.

La sobrevivencia de Salmonella en mango deshidratado es hasta cinco veces mayor
gue en jitomate deshidratado. Ademas, si el patdgeno se encuentra estresado, puede
presentar resistencia cruzada a la baja actividad de agua durante el almacenamiento
y, por-lo tanto, prolongar su sobrevivencia en comparacion a cuando no se encuentra

estresado.

Aln queda un gran nicho para la investigacion en torno a la sobrevivencia de
patdogenos durante la deshidratacion de alimentos y su almacenamiento. La

realizacion de este trabajo es un primer acercamiento al estudio del efecto de
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tratamientos de deshidratacion de frutas en la fisiologia de bacterias patdgenas,

como Salmonella, y la posible generacion de resistencia.

Respecto al origen de las cepas, durante la deshidratacion de los frutos las cepas
aisladas de los frutos presentaron mayor tolerancia durante la deshidratacién que la
cepa de referencia; mientras que, durante el almacenamiento, la sobrevivencia de

las cepas es similar en ambos frutos.
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8. ANEXOS

8.1. Curva de desarrollo de las cepas de S. enterica
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Figura 17. Curvas de desarrollo de S. enterica.
A) S. Tiphymurium 23595; B) Salmonella aislada de mango fresco; C)

Salmonella aislada de jitomate fresco y D) Salmonella aislada de jitomate
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8.2. Analisis de varianza de los parametros de secado con aire caliente de mango

y jitomate.

Factor

Niveles

A: Temperatura 50y 70 °C

B: Sulfitado

Tabla 15. Analisis de varianza de los parametros de secado de los frutos con aire

Si; no.

caliente
Valor pt
Fruto  Factor
Humedad Aa Velocidad de secado Difusion efectiva

Mango A 0.00 0.53 0.01 0.00
B 0.96 0.70 0.60 0.00

AxB 0.17 0.32 0.38 0.09

Jitomate A 0.00 0.75 0.02 0.00
B 0.04 0.25 0.20 0.00

AxB 0.23 0.11 0.29 0.00

Valores de p <0.05 indican significancia estadistica.
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8.3. Analisis de varianza del color y firmeza de los frutos deshidratados con aire

caliente.

Factor

A: Temperatura

B: Sulfitado

Niveles
50y 70 °C

Si; no.

Tabla 16. Analisis de varianza de los parametros de calidad evaluados en los frutos

deshidratados

Fruto  Factor valor p*
a* b* AE Firmeza

Mango A 0.60 0.17 0.99 0.64 0.39
B 0.67 0.84 056 093 0.43

AxB 0.67 0.49 0.48 0.63 0.85

Jitomate A 0.00- 0.00 0.00 0.01 0.31
B 0.46 .0.74 0.19 053 0.53

AxB 031 0.00 0.41 0.99 0.38

valores de p < 0.05 indican significancia estadistica.
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8.4. Andlisis de varianza del valor Dsp en S. enterica sometida a calentamiento a

50 °C en extractos de mango y jitomate
Factor Niveles

A: pH ~4:7.0

Tabla 17. Andlisis de varianza del valor Dsp de S. enterica durante el calentamiento

a 50 °C en los extractos de fruta

Valor pt
Fruto Factor
2ST MF JF JD
Mango A 0.76 0.00 0.00 0.90
Jitomate A 0.00 0.00 0.00 0.00

Valores de p < 0.05 indican significancia estadistica.

2ST: S. Typhimurium ATCC 23595; MF: Cepa aislada de mango fresco; JF: cepa

aislada de jitomate fresco y JD: cepa aislada de jitomate deshidratado.
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8.5. Analisis de varianza de la poblacion estresada de S. enterica sometida a

calentamiento a 50 °C en extractos de mango y jitomate

Factor Niveles
A: pH ~4y 7.0
B: Tiempo 0,1y2h.

Tabla 18. analisis de varianza del porcentaje de poblacion estresada S. enterica

sometida a calentamiento a 50 °C en extractos de frutas

Valor p?
MF JF JD
Mango A 0.93 0.00. 0.04 0.00
B 0.00 0.00 0.00 0.00
AxB 0.49 0.02 0.00 0.50
Jitomate A 0.86 0.00 0.00 0.00
B 0.01 0.00 0.00 0.89
AxB 0.00 0.00 0.00 0.07

Extracto Factor

Valores de p < 0.05 indican significancia estadistica.

2ST: S. Typhimurium ATCC 23595; MF: Cepa aislada de mango fresco; JF: cepa

aislada de jitomate fresco y JD: cepa aislada de jitomate deshidratado.
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8.6. Analisis de varianza de la poblacion permeable y con bombas de flujo
comprometidas de S. enterica sometida a calentamiento a 50 °C en extractos

de mango y jitomate

Factor Niveles
A: pH ~4y7.0
B: Tiempo 0,1y2h.

Tabla 19. Analisis de varianza de la poblacion permeable y con bombas de flujo

comprometidas de S. enterica durante calentamiento a 50 °C en extractos fruta

Valor p?
Extracto Factor Permeabilidad de membrana Actividad de bombas flujo
2ST MF JF JD ST MF JF JD

Mango A 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.47 0.00 0.02
B 0.00 000 0.28 001 0.00 059 0.00 0.00

AxB 0.00 0.06 007 006 0.00 0.00 0.01 o0.00

Jitomate A 0.00 0.00 000 0.12 0.00 0.00 0.00 0.00
B 0.05 .0.00 0.73 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00

AxB 0.02 ~0.08 0.02 0.00 0.02 021 0.00 0.39

Valores de p < 0.05 indican significancia estadistica.

2ST: S. Typhimurium ATCC 23595; MF: Cepa aislada de mango fresco; JF: cepa

aislada de jitomate fresco y JD: cepa aislada de jitomate deshidratado.
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8.7. Analisis de varianza de la reduccién y velocidad de muerte de S. enterica

durante la deshidratacion a 50 °C de mango Y jitomate con aire caliente

Factor Niveles
A: Cepa 2ST, MF, JF y JD
B: Estrés Control, 3ET y EC.

Tabla 20. Analisis de varianza de la velocidad de muerte y las reducciones de S.

enterica durante la deshidratacion de los frutos a 50 °C

Valor pt
Fruto Factor _ _
Velocidad de muerte Reducciones

Mango A 0.00 0.00
B 0.00 0.00
AxB 0.33 0.05
Jitomate A 0.78 0.04
B: 0.82 0.01
AxB 0.37 0.04

Valores de p < 0.05 indican significancia estadistica.

2ST: S. Typhimurium ATCC 23595; MF: Cepa aislada de mango fresco; JF: cepa

aislada de jitomate fresco y JD: cepa aislada de jitomate deshidratado.

3Control: Sin tratamiento estresante previo; ET: 50 °C/ 1h a pH=7 y EC: 50 °C/ 1h a
pH ~4.
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8.8. Analisis de varianza de los parametros del modelo de Weibull de S. enterica

durante el almacenamiento a 25 °C de los frutos deshidratados.

Factor Niveles
A: Cepa 2ST, cepa de fruto fresco (MF y JF)
B: Estrés Control, 3ET y EC.

Tabla 21. Analisis de varianza de los parametros del modelo de Weibull de S.

enterica durante el almacenamiento a 25 °C de los frutos deshidratados.

Valor p!
ts

Mango A 0.07.0.08
B 0.00 0.06

AxB~ '0.00 0.10

Jitomate A 0.23 0.97
B 0.02 0.00

AxB 0.00 0.00

Fruto Factor

Valores de p < 0.05 indican significancia estadistica.

2ST: S. Typhimurium ATCC 23595; MF: Cepa aislada de mango fresco y JF: cepa
aislada de jitomate fresco.
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8.9.Interacciones entre el pH y el tiempo de calentamiento sobre la poblacién

estresada de S. enterica en los extractos frutales

100
90
80
70
60
50
40
30
20
10

Poblacién estresada (%)

100
9
80
70
60
50
40
30
20
10

Poblacién estresada (%)

100
90
80
70
60
50
40
30
20

Poblacion estresada (%)

Jitomate
—O—pH7 90
80
0—_\—_—_0 70
60
50
40
30
20

Poblacion estresada (%)

1 2

Tiempo (h)

100
<)
80
70
60
50
40
30
20

JE —o—pH4
—O0—pH7

i

Poblacién estresada (%)

Tiempo (h) 2

ST —O—pH4
—o—pH7

Tiempo (h)

Mango

MF —O0—pH4
—o—pH7

o————

0\0

Tiempo (h)

JE —Oo—pH 4
—O0—pH7

Tiempo (h)

Figura 18. Gréficas de interacciones entre el pH y el tiempo de calentamiento

de S. enterica en los extractos frutales.
ST: S. Typhimurium ATCC 23595, MF: cepa aislada de mango fresco y JF:

cepa aislada de jitomate fresco.
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8.10. Interacciones entre el pH y el tiempo de calentamiento sobre la

poblacién con membrana permeable de S. enterica en los extractos frutales
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Figura 19. Gréficas de interacciones entre el pH y el tiempo de calentamiento
de S. enterica sobre la permeabilidad de membrana en los extractos frutales.
ST: S. Typhimurium ATCC 23595, MF: cepa aislada de mango fresco y JD:

cepa aislada de jitomate deshidratado.
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8.11.

poblacién con bombas debilitadas de S. enterica en los extractos frutales
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Figura 20. Graficas de interacciones entre el pH y el tiempo de calentamiento de

S. enterica sobre la poblacién con bombas debilitadas en los extractos frutales.

ST: S. Typhimurium ATCC 23595, MF: cepa aislada de mango fresco, JF: cepa

aislada de jitomate fresco y JD: cepa aislada de jitomate deshidratado.
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8.12. Interacciones entre la cepa y tipo de estrés sobre el valor & de S.

enterica durante el almacenamiento a 25 °C de los frutos deshidratados
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Figura 21. Gréficas de interacciones entre la cepa y tipo de estrés sobre el valor

& de S. enterica durante el almacenamiento a 25 °C de los frutos deshidratados.

A) Mango y B) Jitomate.
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8.13. Mecanismo de tincion con yoduro de propidio y bromuro de etidio

Bombas de flujo W
comprometidas

Membrana
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intacta

Figura 22. Esquema del mecanismo de accion sobre la membrana celular del yoduro

de propidio (circulos) y el bromuro de etidio (triangulos).
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