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RESUMEN

El consumo fresas frescas y su participacion en brotes de enfermedades exponen
la necesidad de tratamientos efectivos de descontaminacion que mantengan las
caracteristicas propias del alimento. El calentamiento 6hmico (CO) es una
alternativa poco explorada. El objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto del CO
en la inactivacion de Listeria monocytogenes y Salmonella enterica en fresas. Se
colectaron muestras de fresas de invernadero (40) y en un mercado de la ciudad de
Querétaro (30). Se realizd la cuantificacidon de bacterias mesdfilas aerobias,
levaduras, hongos, coliformes totales, fecales y Escherichia coli, la deteccion de L.
monocytogenes y S. enterica y se evaluaron sus caracteristicas fisicas y quimicas
(color, sélidos solubles totales, pH, acidez total titulable y firmeza). Se les aplicaron
diferentes condiciones de CO y se seleccioné el tratamiento que tuvo el menor
efecto en sus caracteristicas. El tratamiento (60 °C a 250 V/ 2 min) se aplic6 a fresas
inoculadas (8 Log UFC g*) con L. monocytogenes y S. enterica y se determiné la
reduccion de sus poblaciones y su efecto en la vida de anaquel. De igual forma se
evaluo la inactivacion de los microorganismos y las caracteristicas fisicas y quimicas
después de la aplicacion de CO combinado con deshidratacion con aire caliente (50
°C/ 7 h). Las fresas del mercado mostraron medianas poblacionales altas de
levaduras (6.85 Log UFC g1), coliformes totales, fecales y E. coli (1.10, 0.86 y 0.55
Log NMP g7, respectivamente), en las fresas de invernadero, el contenido de
hongos y BMA fue de 5.69 y 6.43 Log UFC g%, respectivamente. La prevalencia de
S. enterica en fresas del mercado y del invernadero fue de 56.6 % y 20 %,
respectivamente. L. monocytogenes solo se detect6 en 12.5 % de las muestras del
invernadero. El tratamiento de CO seleccionado logré reducciones de 4 Log UFC g
1, sin embargo, las afectaciones al fruto fueron notorias durante su almacenamiento.
La combinacion de CO y deshidratacion redujo mas de 5 Log UFC g? las
poblaciones de patégenos. La aplicacion del CO podria usarse como una medida
efectiva para descontaminar fresas cuyo consumo sea inmediato.

Palabras clave: descontaminacion, inocuidad alimentaria, tecnologias emergentes.



ABSTRACT

The consumption of fresh strawberries and their participation in disease outbreaks
expose the need for effective decontamination treatments that maintain the
characteristics of the food. Ohmic heating (OH) is a little explored alternative. The
objective of this work was to evaluate the effect of OH on the inactivation of Listeria
monocytogenes and Salmonella enterica in strawberries. Samples of greenhouse
strawberries (40) and in a market in the city of Querétaro (30) were collected. The
quantification of aerobic mesophilic bacteria, yeasts, fungi, total and fecal coliforms,
and Escherichia coli, the detection of L. monocytogenes and S. enterica, and their
physical and chemical characteristics (color, total soluble solids, pH, total acidity
titratable and firmness). Different OH conditions were applied to them and the
treatment that had the least effect on their characteristics was selected. The
treatment (60 °C at 250 V/ 2 min) was applied to strawberries inoculated (8 Log CFU
g!) with L. monocytogenes and S. enterica and the reduction of their populations
and its effect on shelf life were determined. In the same way, the inactivation of
microorganisms and the physical and chemical characteristics were evaluated after
the application of OH combined with dehydration with hot air (50 °C/ 7 h). Market
strawberries showed high population medians of yeasts (6.85 Log CFU g), total
and fecal coliforms and E. coli (1.10, 0.86 and 0.55 Log NMP g1, respectively), in
greenhouse strawberries, the content of fungi and BMA was 5.69 and 6.43 Log CFU
gl, respectively. The prevalence of S. enterica in strawberries from the market and
from the greenhouse was 56.6 % and 20 %, respectively. L. monocytogenes was
only detected in 12.5% of greenhouse samples. The selected OH treatment
achieved reductions of 4 Log CFU g, however, the effects on the fruit were
noticeable during storage. The combination of OH and dehydration reduced
pathogen populations by more than 5 Log CFU g*. The application of OH could be
used as an effective measure to decontaminate strawberries whose consumption is
immediate.

Keywords: decontamination, food safety, new technologies
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l. INTRODUCCION

En la actualidad la poblacion mundial muestra la tendencia al consumo de
productos hortofruticolas frescos debido al conocimiento sobre sus beneficios a la
salud; sin embargo, el apresurado estilo de vida requiere que estos productos se
encuentren listos para su consumo. Estos son productos que han sido minimamente
procesados y que no requieren preparacion previa a su consumo. Cuando se trata
de productos hortofruticolas minimamente procesados, las frutas generalmente son

lavadas, peladas o cortadas y envasadas (Rico et al., 2007).

Desafortunadamente los frutos minimamente procesados como la papaya,
pepino, mango, melén tomate y fresas han estado relacionados con brotes de
enfermedades asociados a su consumo, siendo Salmonella enterica, Listeria
monocytogenes y Escherichia coli O157:H7 los principales agentes causales. Es
importante sefialar que la contaminacidbn con microorganismos patégenos a
humanos puede ocurrir en cualquier punto durante el procesamiento de los
alimentos (CDC, 2017).

En el caso particular de las fresas, éstas presentan componentes bioactivos que
son benéficos a la salud, una alta cantidad de acido ascérbico (vitamina C) y
antioxidantes como los compuestos fendlicos, entre otros, ademas de ser fuente de
fibra y bajo contenido de calorias. En los tltimos afios, México ha experimentado un
aumento en la produccion de fresas, pasando de 360,000 toneladas en 2012 a
861,000 toneladas de produccién para el afio 2019 (Secretaria de Agricultura y
Desarrollo Rural, 2020; Financiera Nacional de Desarrollo Agropecuario, Rural,

Forestal y Pesquero, 2021)

Si bien el pH de las fresas (< 4.6) puede ser una limitante para la sobrevivencia
y desarrollo de microorganismos patdégenos como L. monocytogenes y S. enterica,

éstas no se encuentran exentas de una posible contaminacion (Vifias et al., 2020);



por lo tanto, se hace necesaria la busqueda de tratamientos de descontaminacion
efectiva (reduccion de 5 Log UFC) que garanticen la preservacion de la calidad fisica

y nutricional de estos productos.

La estrategia comun para el control de microorganismos patégenos en frutos
minimamente procesados es la aplicacion de desinfectantes quimicos; sin embargo,
en las fresas frescas, el lavado, la aplicacion de desinfectantes o tratamientos
liqguidos no son una opcidn viable debido a la fragilidad de su superficie que la hace
susceptible a dafio fisico y deterioro microbiano. Por lo tanto, contar con
tratamientos alternativos que sean efectivos para la inactivacion de
microorganismos sin dafiar la integridad de los frutos es una necesidad (Almenar et
al., 2007).

Por lo anterior, el objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto de la aplicacion
de calentamiento 6hmico en la inactivacion de L. monocytogenes y S. enterica en
fresa frescas y en la estabilidad de los atributos de calidad de los frutos durante su

almacenamiento.



Il. ANTECEDENTES

[I. 1 Productos minimamente procesados

Los productos minimamente procesados son alimentos que no han sido
sometidos a ningun tratamiento de transformacion industrial, que no se ha alterado
de alguna forma su composicion al agregar sustancias nuevas (como grasas,
azucares o sal); estos productos pueden denominarse “frescos” y provenir de
plantas o animales e incluyen verduras frescas, secas o congeladas, tubérculos,
granos y legumbres, frutas y frutos secos, y carnes, pescados, mariscos, huevo y
leche (Moubarac, 2017).

[I. 1.1 Frutas minimamente procesadas
La apariencia fresca, el color y el valor nutricional son caracteristicas que han
elevado la demanda de la poblacién a consumir productos frescos y saludables, sin
embargo, debido al tiempo necesario para prepararlas, el consumo de frutas

minimamente procesadas ha aumentado significativamente (De Sao et al., 2012).

Las frutas frescas o recién cortadas son definidas por la Asociacion
Internacional de Productos Frescos (IFPA por sus siglas en inglés) como aquellas
que han sido recién cortadas, peladas o rebanadas en productos 100 % utilizables
y depositados en bolsas o preenvasados (Rico et al.,, 2007). Sin embargo, su
inocuidad también es necesaria, por lo tanto, su principal procesamiento se basa en
técnicas minimas, tales como pelado, corte, trituracion, recorte, lavado y/o
desinfeccion y almacenamiento a temperaturas de refrigeracion (Artés et al., 2013).
Aunque estos procesamientos buscan mantener las caracteristicas del producto
reducen su vida util, volviéndolos altamente perecederos debido al aumento en la

actividad enzimatica y microbiol6gica (Smetanska et al., 2013).

La contaminacién por microorganismos patogenos al hombre en productos

recién cortados y minimamente procesados puede ocurrir en diferentes puntos de



la produccion, incluido el manejo y procesamiento en poscosecha (Rico et al., 2007).
En las frutillas, estos microorganismos no pueden ser reducidos o eliminados
mediante lavados o desinfeccién con liquidos como ocurre en otras frutas debido a

la extrema sensibilidad de su superficie (Almenar et al., 2007).

II. 2 Frutillas

Las frutilas o cominmente conocidas como berries, bayas o frutos rojos por
presentar colores vivos, se definen biologicamente como frutas generadas a partir
del ovario de una sola flor (poliaguenio), el cual en su pared produce una capa
externa carnosa y comestible. Biolégicamente las frambuesas, fresas y zarzamoras
no son consideradas como frutillas ya que contienen semillas de varios ovarios de
la flor; sin embargo, el Servicio de Informacién Agroalimentaria y Pesquera
considera a estos frutos como berries (SIAP, 2017). En la industria alimentaria son
utilizadas para su consumo en fresco, congeladas o en alimentos procesados como

mermeladas, bebidas, jaleas, entre otros.

II. 2.1 Fresa
II. 2.1.1 Generalidades
La fresa es un falso fruto del fresal, el cual, es una planta de tipo herbaceo y
perenne que pertenece a la familia de las Rosaceas. Durante la aparicion de la flor
(varias de porte similar o una primaria y otras secundarias) se pueden observar 5 o
6 pétalos, 20 a 35 estambres y cientos de pistilos sobre un receptaculo carnoso.
Cada oOvulo fecundado, dara lugar a un fruto de tipo aquenio, la agregacion y
desarrollo en la superficie del receptaculo estimula el crecimiento y coloracién de

éste poliaquenio dando lugar al “fruto” del fresén (Infoagro, 2015b).

Clasificacion taxonémica:
Orden: Rosales

Familia: Roséaceas



Género: Fragaria

Especie: F. vesca

Il. 2.1.2 Descripcion del fruto
El freson o fresa, es el resultado de la unién de carpelos secos en un receptaculo
pulposo hipertrofiado, mide aproximadamente de 2 a 5 cm de grosor, tiene un
aspecto ligeramente conico largo y achatado, color rojo brillante a rojo péalido segun
su madurez, sabor dulce y ligeramente acido y presenta un aroma caracteristico
(SIAP, 2016).

Su recoleccidn se realiza cada tres dias de forma manual debido a que la fruta
es altamente sensible y la separacion de su receptaculo puede presentar cierta
resistencia. La fresa no es tradicionalmente clasificada como un fruto climatérico
canodnico debido a su baja produccion enddégena de etileno y a que la presencia o
aplicacion de etileno no tiene un efecto directo en su maduracion, pero si en la
expresion de genes relacionados con la maduracion del fruto (Perkins-Veazie, 1995;
Merchante et al., 2013).

[I. 2.1.3 Valor nutricional
La fresa es uno de los frutos con la menor cantidad de calorias (32 kcal/ 100 g),
aproximadamente 5% de su peso son carbohidratos como glucosa, fructosa y
sacarosa, presenta un alto contenido de folatos, potasio, hierro, fibra dietaria y acido
ascorbico (vitamina C) y un bajo contenido de proteinas, grasas y sodio (Tabla 2)
(CCB, 2015).

Algunos de estos compuestos como la vitamina C, fitoquimicos beneficiosos
como las antocianinas, elagitaninos (Giampieri et al., 2012) y los bioflavonoides
naturalmente presentes en la fresa son los principales responsables de su
capacidad antioxidante que es incluso mayor que en ciruelas, naranjas y uvas. Estos

compuestos antioxidantes son utilizados por el organismo para disminuir el efecto



de radicales libres y la formacion de colesterol por sus diversos componentes. El
consumo de fresa fresca es recomendado en casos de enfermedades
cardiovasculares y neurodegenerativas, arteriosclerosis, hipertension arterial,
obesidad, exceso de acido Urico y cancer, entre otras enfermedades donde se

investiga su potencial benéfico a la salud (Pamplona, 2006).

Tabla 1. Composicion nutricional de fresa fresca.

Nutrientes Contenido por cada 100 g
Proteinas 0.67¢
Hidratos de carbono 7.68¢g
Azucares 4899
Fibra 2.00g
Vitamina C 58.80 mg
Vitamina A 1.00 ug
Vitamina E 0.29 mg
Vitamina B6 24.00 mg
Tiamina 0.02 mg
Riboflavina 0.02 mg
Niacina 0.38 mg
Folatos 24.00 ug
Vitamina K 2.20 ug
Calcio 16.00 mg
Hierro 0.41 mg
Magnesio 13.00 mg
Fosforo 24.00 mg
Potasio 1.00 mg
Sodio 1.00 mg

Antocianinas totales

55-145 mg

Fuente: Adaptado del Departamento de Agricultura de EE. UU; Servicio de Investigacion

Agricola 2010; CCB, 2015.



II. 3 Produccién y comercializacion de fresas en México

La produccion de frutillas en México se ha incrementado en los Gltimos afios, en
el 2019 México registr6 16,838 hectareas de cultivo y una produccion total de
861,337 toneladas de fresa con un valor nacional de 20,584 millones de pesos y
856 millones de ddlares en el mercado exterior, ubicandolo entre los tres principales
paises productores y exportadores a nivel mundial con una aportacion de 7.8 % de
millones de toneladas de fresas cosechadas en el mundo (Secretaria de Agricultura
y Desarrollo Rural, 2020; Financiera Nacional de Desarrollo Agropecuario, Rural,
Forestal y Pesquero, 2021).

En 2019, entre los estados de Michoacan (65.5 %), Baja California (23.3 %) y
Guanajuato (9.3 %) registraron el 98.1 % de la produccién nacional de fresa
(Secretaria de Agricultura y Desarrollo Rural, 2020). Los principales estados

productores de fresa se muestran en la Tabla 2.

Tabla 2. Principales estados de México productores de fresas en 2019.

Entidad Federativa Regién Volumen (toneladas)
Total nacional 861,337
Michoacan Centro-Occidente 564,554
Baja California Noroeste 200,571
Guanajuato Centro-Occidente 79,752
México Centro 7,770
Aguascalientes Centro-Occidente 3,069
Baja California Sur Noroeste 2,520
Jalisco Centro-Occidente 1,671
Zacatecas Noroeste 433
Puebla Centro 352
Tlaxcala Centro 273

Fuente: Adaptado de Secretaria de Agricultura y Desarrollo Rural, 2020).



Chile, Canada, EE. UU., Paises Bajos, Japén y Reino Unido, importan cerca de
65% de las frutillas mexicanas (Fideicomiso de Riesgo Compartido, 2017). Siendo
en 2019 EE. UU. el principal consumidor de los fresales de México al adquirir el 96.3
% de su produccion (Secretaria de Agricultura y Desarrollo Rural, 2020; SIAP,
2020).

En México el consumo anual per cépita de fresa en fresco aument6 1.5 kg en
dos afios, pasando de 3.2 kg en 2017 a 4.7 kg en 2019 (SIAP, 2018; SIAP, 2020).
La forma de consumo principal de las fresas es en forma fresca, congelada o en
conservas (SIAP, 2016).

I1.4 Microbiota de las fresas

Il. 4.1 Generalidades

Las frutas por lo general presentan un sistema de autoproteccion hacia el
ambiente, plagas o microorganismos mediante diversos mecanismos de defensa
gue naturalmente poseen. Algunos de ellos pueden ser la sintesis y secrecién de
sustancias antimicrobianas como aceites esenciales, antocianinas u &cidos
organicos como el &cido citrico, malico y tartarico. Estos udltimos ademas
contribuyen a la acidez natural de las frutas manteniendo su pH en valores menores
de 4.6 (Alzamora et al., 2004).

Un ejemplo de los microorganismos naturalmente presentes en las frutas
frescas son los hongos y las bacterias acido lacticas que son capaces de sobrevivir
a bajos niveles de pH y aunque no poseen mecanismos de infeccién al hombre, son
considerados agentes secundarios de deterioro o patdgenos al fruto (Alzamora et
al., 1995).

En las bayas, los altos niveles de azucar, nutrientes y su actividad de agua

proveen las condiciones ideales para el crecimiento de hongos, siendo los géneros



de mayor incidencia Botrytis, Alternaria, Penicilluim, Cladosporium, Fusarium,

Aspergillus, Mucor y Rhizopus spp. Ademas, la fragilidad celular de su pericarpio,

las protuberancias y filamentos de las frutillas facilitan la adherencia y crecimiento

de diversos microorganismos como las bacterias (con mas de 104 UFC/frutilla), las

cuales representan el grupo mas abundante de la microbiota nativa. En fresa se han

reportado a los géneros Curtubacterium, Serratia, Pseudomona, Enterobacter y

Rahnella como los mas comunmente presentes, seguidos por las levaduras

Candida, Cryptococcus y Rhodotorula (Bovi et al., 2019).

En la Tabla 3, se muestran los microorganismos encontrados en fresas en

diversos estudios.

Tabla 3. Microorganismos presentes en fresas.

Microorganismo

Frutilla Lugar Fuente
encontrado
Esporas de Clostridium,
Bacillus cereus, o
Fresa NR Oliveira et al., 2019
Staphylococcus coagulasa
negativo
Coliformes totales,
Klebsiella sp, Bacillus sp, Regién
Fresa Pantoea agglomerans, Centro Norte Rios, 2018
Escherichia coli, de México
Citrobacter sp.
Fresa E. coli, Shigella Lima, Peru Molleda, 2016
L. monocytogenes, Johannessen et al.,
Fresa Noruega

Staphylococcus spp.

2002

NR: No reportado



II. 4.2 Principales patégenos de humanos asociados a fresas
A pesar de los beneficios a la salud que conlleva el consumo de productos
frescos minimamente procesados, esta gama de alimentos tiene un alto potencial
de ser vehiculos de transmisidén de bacterias patdégenas, virus entéricos y parasitos
(Fraile, 2019).

En el caso de las fresas, el ingreso de microorganismos patdégenos para el
hombre a las bayas puede suscitarse mediante diversos mecanismos de
contaminacion desde su siembra, crecimiento, cosecha, procesamiento y
almacenamiento (EFSA, 2014).

La cosecha de las fresas para su venta en fresco, como se ha mencionado, se
realiza de forma manual, en este punto del proceso los posibles patégenos
contaminantes dependerdn de los trabajadores y su higiene, algunos de los
aspectos mas importantes son: manos contaminadas, heridas abiertas, ser portador
asintomético de patégenos entéricos o0 estar cursando una enfermedad
gastrointestinal o trabajar bajo condiciones que dificulten su higiene (Greig et al,
2007). Una vez que el suelo de cultivo ha sido contaminado y bajo condiciones
favorables, estos y otros posibles patégenos sobreviviran y se multiplicaran
incrementando el riesgo de contaminacion al fruto. Asi mismo el tipo de suelo, el
uso de fertilizantes contaminados como lodo o estiércol crudo y los desechos
producidos durante el cultivo son factores de riesgo asociados a la contaminacién
del producto. Conjuntamente, las condiciones ecoldgicas tales como la presencia
de insectos, bacterias epifitas, el porcentaje de humedad y la temperatura ambiental

pueden influir en el comportamiento de los microorganismos (Park et al., 2012).

Los microorganismos patdgenos para el hombre generalmente no son capaces
de proliferar en niveles tan bajos de pH, por el cual, aquellos que a los que les es
posible sobrevivir hasta la ingesta del fruto, produciran la patologia caracteristica de

cada uno. Algunas de las enfermedades relacionadas con el consumo de frutos son
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salmonelosis, hepatitis A, listeriosis 0 gastroenteritis por especies patogenas de E.
coli (Alzamora et al., 2004).

El tiempo de cultivo y las acciones previas a la cosecha representan un riesgo
de contaminacion de patdgenos como E. coli O157:H7, S. enterica y L.
monocytogenes; de estos, los dos primeros son de origen intestinal de animales
vertebrados, siendo ellos el vector de contaminacion al fruto o a través de agua de
riego contaminada y el Ultimo se encuentra naturalmente en el ambiente (Park et
al., 2012).

Los patdgenos mas frecuentes asociados al consumo de frutillas, incluidas las

fresas, se muestran en la Tabla 4.

Tabla 4. Patdgenos comunmente asociados a frutillas.

Frutilla Patdgenos
Fresa Hepatitis A, norovirus, E. coli O157:H7 y E. coli 026
Cyclospora cayetanensis, calcivirus, hepatitis Ay
Frambuesa .
norovirus
Zarzamora C. cayetanensis
Arandano Hepatitis A, S. Muenchen, S. Newport y E. coli 026
Berries mixtas Hepatitis A y C. cayetanensis

Fuente: Bovi et al., 2019.
Es asi como cada entorno de cultivo y procesamiento representa una

combinacion Unica de factores de riesgo que pueden influir en la presencia de

patogenos durante la produccion de fresas (EFSA, 2014).
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Si bien las frutas se cultivan en espacios donde L. monocytogenes se
encontraria de forma esporadica y en bajas cantidades, no debemos asumir que las
frutas no podrian resultar contaminadas por esta bacteria durante su cosecha y
almacenamiento (Marik et al., 2020).

Il. 4.2.1 Brotes de enfermedades asociadas al consumo de frutillas
Las frutas son parte importante de una dieta saludable; sin embargo, desde el
punto de vista microbiolégico, al ser consumidas sin ningun tipo de coccién y en
caso de existir alguna contaminacién, su consumo puede representar un riesgo
potencial a la salud (Saez et al.,, 2012). Diversos paises han identificado a las
verduras de hojas verdes y a las frutillas como los principales vectores de
Salmonella, E. coli O157:H7 y norovirus (WHO, 2008).

Un estudio sobre la calidad microbioldgica de los productos horticolas frescos
en la Habana, Cuba, demostré lo antes mencionado al comprobar que cerca de 20
% de sus muestras analizadas presentaron E. coli, Salmonella spp. y Listeria spp.,
potencialmente patégenas, ademas, resaltaron que la no deteccién de estas u otras
bacterias no es certeza de que los frutos y hortalizas se encuentren libres de
microorganismos que produzcan enfermedades en el hombre (Puig et al., 2014). En
julio de 2014, una compaifiia de empaque de frutas de hueso (drupas), retird del
mercado sus productos por posible contaminacibn con L. monocytogenes,
posteriormente se confirmaron dos casos positivos relacionados con nectarinas y

duraznos (Buchanan et al., 2017).

En el caso particular de las frutillas como la fresa, se caracterizan por su alto
contenido de &cido ascorbico y su bajo nivel de pH (2.9 — 4.0) (ICMSF, 2006), esto
hace que raramente sean asociadas a brotes de enfermedades transmitidas por
alimentos, no obstante, cuando son recolectadas ya sea para su venta en fresco o
congeladas, son depositadas directamente en sus contenedores generalmente

conocidos como almejas o son transportadas a casas de embalaje, esto sin realizar
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algun paso de descontaminacion por ser altamente perecederas (Palumbo et al.,
2013), por lo cual se han reportado brotes relacionados con su consumo. De
acuerdo con los datos recopilados en los afios 2007 a 2011 por la Unién Europea,
la presencia de Salmonella spp. en frambuesas ocupa el cuarto lugar en relacién
patogeno/alimento; asimismo, en 2013 y 2018, Europa, Suecia y Austria
respectivamente, reportaron brotes de hepatitis A causados por la ingesta de fresas
congeladas (Fraile, 2019).

Aunque los principales brotes asociados al consumo de frutillas son generados
por virus entéricos tales como norovirus y el virus de hepatitis A, también se han

reportado brotes de enfermedades bacterianas (Tabla 5).
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Tabla 5. Brotes de enfermedades bacterianas asociadas al consumo de frutillas.

' ] Numero de o Numero de L
Frutilla Patdogeno Hospitalizaciones Fecha Localizacion
enfermos muertes
E. coli Oregon, EE.
Fresa fresca 15 7 2 2011
0157:H7 Uu.
Arandano Minnesota,
S. Newport 6 NR 0 2010
fresco EE. UU.
Mdltiples
Arandano S. Muenchen 14 NR 0 2009 estados, EE.
UuU.
Fresay _ Massachusetts,
E. coli 026 5 1 0 2006
arandano EE. UU.

NR: No reportado

Fuente: Adaptado de Palumbo et al., 2013.
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Il. 4.3 Listeria monocytogenes
Il. 4.3.1 Generalidades
L. monocytogenes se transmite principalmente por el consumo de alimentos
contaminados y aunque esta presente en el intestino de animales y humanos puede llegar
a causar cuadros de gastroenteritis, septicemia, meningitis y encefalitis en grupos de
riesgo (Vera et al., 2013) ademas de abortos espontaneos o muerte neonatal. De igual
forma lo podemos encontrar en el ambiente como un microorganismo saprofito, por lo cual

Su presencia en frutas y vegetales crudos no es rara (WHO, 1998).

Clasificacion taxonémica:
Familia: Listeriaceae
Género: Listeria

Especie: monocytogenes

Considerando los antigenos presentes, las cepas de L. monocytogenes se pueden
clasificar en 13 serotipos, de los cuales solo 3 (1/2a, 1/2b y 4b) son responsables de 98

% de los casos de listeriosis en humanos (Vera et al., 2013).

Il. 4.3.2 Caracteristicas generales y bioquimicas
El género Listeria es un grupo de bacilos Gram-positivos, psicrétrofo, no esporulados,
anaerobios facultativos, no capsulados, moviles de 10-25 °C (Velge & Roche, 2010).

L. monocytogenes es un patdgeno intracelular facultativo, su temperatura de
crecimiento va de <0 a 45 °C, presenta un amplio rango de tolerancia a diferentes pH (4.5-
9.2) y es halotolerante hasta 10% de NaCl (Vera et al., 2013). Tiene un tamafo promedio
de 0.4-0.5 um de ancho por 0.5-1.2 um de largo, es catalasa positiva, es capaz de utilizar
glucosa, manosa y xilosa como fuente de carbono, y presenta una reaccién positiva en la
prueba de CAMP (Seoane, 2013).
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Il. 4.3.3 Crecimiento y supervivencia en alimentos
Las enfermedades causadas por el consumo de alimentos contaminados con L.
monocytogenes casi siempre se han asociado con productos procesados como trozos de
apio o ensaladas preparadas; sin embargo, en la ultima década se han registrado brotes
de enfermedades por el consumo de frutas enteras, como frutas con hueso y melones. En
2011, estos ultimos fueron responsables del brote de listeriosis mas letal reportado en los
altimos 25 afios en EE. UU. (Marik et al., 2020).

El crecimiento de L. monocytogenes en los alimentos dependera de las caracteristicas
intrinsecas y extrinsecas del producto. El tiempo de generacion puede variar entre 1.1 a
131 horas dependiendo de estos factores. En la Tabla 6 se muestran los limites necesarios
para su supervivencia (Elikagaien, 2006).

Tabla 6. Condiciones para el crecimiento y supervivencia de L. monocytogenes.

Parametros Minimo Optimo Maximo Supervivencia
Temperatura (°C) -1.5 30 45 -18
pH 4.2 7.0 9.5 3.3
Aw 0.90 0.97 0.99 <0.90
NaCl (%) <05 - 10 220

Aw: actividad de agua; (-): cualquier valor dentro del rango.
Fuente: Adaptado de Elikagaien, 2006.

Estudios han hipotetizado que las variaciones en la superficie de las fresas enteras,
asi como la disponibilidad de nutrientes y la humedad superficial, podrian ser factores por
los cuales L. monocytogenes no es capaz de crecer como en otras frutas y verduras (Marik
et al., 2020).

Las condiciones de almacenamiento como humedad relativa y temperatura son otros
factores que se deben tomar en cuenta. Generalmente la refrigeracibn es un método

utilizado en frutas y vegetales frescos para mantener sus caracteristicas y para controlar
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su descomposicion, sin embargo, se ha demostrado que, en arandanos, L. monocytogenes
presenta una disminuciéon menor de la poblacién (0.5 y 1.0 Log UFC/mL) cuando se
almacena durante 10 dias a 4 y 12 °C; este comportamiento se repitié en fresas, donde la
reduccién del patégeno se vio acelerada con un rango de disminucién de 2.5-3.5 Log
UFC/mL en dos dias cuando se almacend a 24 °C y en frambuesas, las cuales cuando
fueron almacenadas a temperaturas de -20 y 6 °C durante 7 dias no presentaron cambios
en la poblacion; sin embargo, a temperaturas de 15y 22 °C durante dos dias la reduccion
de la poblacion fue de 1.5y 1 Log UFC/mL, respectivamente (Marik et al., 2020).

Il. 4.3.4 Patogenicidad
La infeccidon por L. monocytogenes se produce generalmente por el consumo de
alimentos contaminados. A partir de este punto existen diversos factores involucrados en

su sobrevivencia.

Al llegar al estbmago, inicia la expresion de genes que activan el sistema glutamato
descarboxilasa, el cual es esencial para sobrevivir en ambientes &cidos; habiendo
superado ese paso, la bacteria llegara al intestino delgado donde en respuesta a las sales
biliares L. monocytogenes es capaz de secretar diferentes proteinas como la hidrolasa de
sales biliares, asi como de activar sistemas de exclusién biliar y sistemas regulatorios de
osmolaridad (Velge & Roche, 2010). Habiendo alcanzado el intestino delgado, pone en
marcha sistemas de adhesion celular como la secrecion de adhesinas (Lap e internalinas)
y proteinas (DtlA, CtaP, ActA, InlF y RecA) necesarias para la adhesion y el ingreso al
enterocito. La invasion celular es llevada a cabo principalmente por dos internalinas (InlA
y InIB) las cuales al interaccionar con su receptor produciran la reorganizacion del

citoesqueleto y la internalizacion de la bacteria a la célula (Vera et al., 2013).

Una vez alcanzando el interior de la célula, secreta la toxina listeriolisina O,
fosfatidilinositol y fosfatidilcolina las cuales son las responsables de la lisis de la vacuola
fagocitica. Cuando L. monocytogenes se encuentra libre en el citosol expresara los genes

para la captacion de nutrientes necesarios para su crecimiento y replicacién y para la
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formacion de una estructura de movilidad que facilita la invasion de células vecinas (Vera
et al., 2013).

Il. 4.4 Salmonella enterica
Il. 4.4.1 Generalidades
Salmonella es una bacteria que esta relacionada con el tracto gastrointestinal de
animales de sangre caliente. El género incluye dos especies, S. enterica y S. bongori;
siendo la primera patdgena para el hombre (Cosby et al., 2015).

Clasificacion taxonémica:
Familia: Enterobacteriaceae
Género: Salmonella

Especie: enterica

Los serotipos de S. enterica causantes de enfermedades en mamiferos pertenecen a
las subespecies (S. enterica, S. salamae, S. arizonae, S. diarizonae, S. indica y S.
houtenae). Hasta la fecha se han descrito 2,600 serotipos, demostrando el gran potencial
patogénico de la especie (Barreto & Retamal, 2016). Entre todas, la subespecie enterica
ha contribuido aproximadamente el 99% de las infecciones por Salmonella en humanos
(Eng et al., 2015).

Il. 4.4.2 Caracteristicas generales y bioquimicas
S. enterica es un bacilo Gram-negativo, intracelular, movil, anaerobio facultativo, no
esporulado, usualmente presente flagelos peritricos, reduce nitratos a nitritos, produce gas,
es oxidasa negativa y tiene un tamafno promedio de 2-3 um de largo por 0.6 um de ancho,
pero pueden llegar a presentar variaciones de acuerdo cambios en el ambiente (Cosby et
al., 2015).
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Il. 4.4.3 Crecimiento y supervivencia en alimentos
S. enterica es un patdgeno zoonético que puede contaminar facilmente alimentos.
Debido a los diversos puntos de contaminacion es la causa mas comun de brotes de
enfermedades asociadas al consumo de productos frescos minimamente procesados
(Althaus et al., 2012; Cosby et al., 2015).

A pesar de que las caracteristicas de los frutos rojos constituyen un ambiente hostil
para el crecimiento de S. enterica, se ha reportado que la mayoria de las salmonelas
sobreviven en alimentos acidos (Cosby et al., 2015). Asi mismo, como se muestra en la

Tabla 7, es capaz de crecer en diferentes condiciones.

Tabla 7. Pardmetros de crecimiento de Salmonella spp.

Condiciones Minimo Optimo Maximo
Temperatura (°C) 2 35-43 54
Ph 3.8 7-7.5 9.5
Aw 0.93 0.99 >0.99

Fuente: Elikagaien, 2013; Cosby et al., 2015.

La temperatura y el tiempo de almacenamiento de los frutos son factores importantes
gue tomar en cuenta para la sobrevivencia de Salmonella. Se ha demostrado que esta
bacteria tiene la capacidad de sobrevivir a temperaturas de almacenamiento de 20, 7y 4
°C donde el descenso mas lento de la poblacion microbiana se registro en las temperaturas
de 7 y 4°C (Vifas et al., 2020). Knudsen et al. en 2001 indicaron que, en fresas frescas
enteras almacenadas a 5 °C durante 7 dias, Salmonella y E. coli O157:H7 presentaron
reducciones logaritmicas de 1 a 2 ciclos; sin embargo, en aquellas almacenadas a 24 °C
la reduccion de ambos patdégenos fue minima (0.5 logaritmos). Vifias et al. en 2020,
demostraron que S. Enteritidis tiene la capacidad de formar biopeliculas en fresas,
expresando una produccion de exopolisacaridos a partir de las 48 h de almacenamiento
hasta 168 h a 7 °C.
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Estos estudios demuestran que Salmonella no es capaz de crecer, pero si de
sobrevivir en los frutos rojos a lo largo de su vida atil ain en condiciones de estrés

fisiolégico.

Il. 4.4.4 Patogenicidad

S. enterica es un patogeno intracelular facultativo y su patogenicidad esta determinada
por los antigenos presentes (O, H y Vi o K). El antigeno O somatico es un componente
termoestable del lipopolisacéarido de la membrana celular externa, un serotipo es capaz de
expresar mas de un antigeno O. Los antigenos H son termolabiles y se encuentran
ubicados en los flagelos y participan en la activacion de la respuesta inmune del huésped.
Los antigenos K son polisacéridos de superficie sensibles al calor, se ubican en la
superficie capsular bacteriana y son menos comunes en algunos serotipos de Salmonella.
Serotipos como Paratyphi, Typhi y Dublin contienen un subtipo de antigeno de superficie,
conocido como antigeno de virulencia o Vi (Eng et al., 2015). La presencia o ausencia de

estos antigenos determinara el mecanismo de adherencia e invasividad.

Cuando Salmonella es ingerida por medio de agua o alimentos y llega al intestino se
adhiere mediante fimbrias de tipo SEF17, posteriormente invade la células mediante un
mecanismo conocido como trigger o disparo, donde secreta genes que codifican para la
produccién de proteinas multicanal, estas permiten a Salmonella inyectar proteinas
efectoras (SipA, SopE, SopE2 y SopB) en el citoplasma celular del enterocito induciendo
un rearreglo del citoesqueleto hacia la parte exterior del lumen intestinal, resultando en
una extensién ondulada que asemeja el proceso de fagocitosis (ruffling) (Ochoa &
Rodriguez, 2005).

Para penetrar al enterocito, Salmonella se internaliza en una vacuola compuesta de la
membrana de la célula huésped donde para no activar la respuesta inflamatoria secreta
proteinas efectoras mediante el sistema de secrecion tipo Ill, que bloquean la fusion de los
lisosomas, la vacuola modificada permitira la supervivencia y replicacion de la bacteria

dentro de la célula. Asi mismo, la proteina SipB (proteina de invasion de Salmonella) le
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permite inducir apoptosis de macréfagos activados para alcanzar el sistema fagocitico
mononuclear y fagocitosis inducida en macréfagos no activados para ser transportada a
higado y bazo (Eng et al., 2015).

Il. 5 Descontaminacion de frutillas

La salud publica y las consecuencias econdmicas de producir alimentos contaminados
por patbgenos son un gran incentivo para prevenir la contaminacion de los alimentos, en
particular de los productos frescos listos para el consumo (Park et al., 2012). Por ello, la
susceptibilidad de las frutillas frescas a la contaminacion de patégenos al hombre, enfatiza
la necesidad de contar con tratamientos que logren eliminar, reducir o inactivar a los
posibles microorganismos responsables de brotes de enfermedades transmitidas por
alimentos asociadas a su consumo (Bovi et al., 2019).

Debido a esto, se han propuesto diversas técnicas de desinfeccidn que buscan reducir

las poblaciones de microorganismos mediante procesos quimicos Y fisicos.

Il. 5.1 Desinfeccion quimica
Los métodos quimicos de limpieza y desinfeccion usualmente implican un lavado

mecanico con detergentes o desinfectantes, seguido del enjuague con agua potable.

Los agentes quimicos antimicrobianos en general se utilizan en soluciones acuosas
por inmersién, aspersidn y mas recientemente por nebulizacion. Algunos de ellos son:
hipoclorito de sodio, dioxido de cloro, &cidos organicos, acido peracético, peroxido de

hidrégeno, ozono, entre otros (Vifas et al., 2020).

El hipoclorito de ha sido utilizado en la industria de los alimentos frescos recién
cortados por ser uno de los desinfectantes mas efectivos para garantizar la inocuidad de
los productos; sin embargo, debido a los riesgos ambientales y a la salud que representa
su uso debido a la formacion de subproductos halogenados y cancerigenos, las
investigaciones se han centrado en la blusqueda de desinfectantes alternativos (Gil et al.,

2009). Una opcidn son los acidos organicos considerados como seguros (GRAS, por sus
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siglas en inglés) por la FDA, otros sustitutos potenciales son el acido peracético (APA) y el
peroxido de hidrogeno (H202) debido a su capacidad oxidativa y a la conservacion de la

calidad del agua (Vinas et al., 2020).

Nicolau-Lapefia et al. (2019) demostraron el potencial del APA al lograr la reduccion
de L. innocua en 4.0 Log UFC/g de fresa, no obstante, el tratamiento presentd un efecto
negativo sobre el contenido de antocianinas. La aplicacion de APA y H20:2 fue eficiente
para inactivar a Salmonella spp., L. monocytogenes y norovirus inoculados en fresas
(Vifas et al., 2020).

Il. 5.2 Tecnologias emergentes
Il. 5.2.1 Generalidades

Los métodos convencionales de desinfeccion de fresas no son eficientes debido a los
efectos sobre la integridad de la fruta, que incluyen, el deterioro de los atributos
sensoriales, tales como, color, olor, textura, sabor, etc. y también una importante
degradacion de las propiedades nutricionales. Por lo tanto, es necesario el desarrollo de
nuevas tecnologias para el procesamiento de alimentos, en especial para las frutas y
verduras frescas, incluyendo las fresas. Existen varios criterios de clasificacion de las
tecnologias emergentes que se usan en la industria de alimentos, la mas clasica las divide
en térmicas y no térmicas (Butz et al., 2002). Las tecnologias emergentes térmicas son el
uso de microondas y el calentamiento éhmico; y no térmicas son, altas presiones
hidrostaticas, ultrasonido, campos eléctricos pulsados, luz ultravioleta, irradiacion y plasma
frio (Barba et al., 2017). De los cuales el calentamiento 6hmico, luz ultravioleta, irradiacion

y plasma frio son de interés para su aplicacion en frutas frescas.

Il. 5.2.2 Calentamiento 6hmico
El calentamiento 6hmico es una técnica en la cual una corriente eléctrica pasa a través
del alimento, generando calentamiento interno dentro del alimento (Butz et al., 2002).
El principio basico del calentamiento 6hmico es la disipacion de la energia eléctrica en

forma de calor dentro del alimento. Los parametros de operacion tales como el voltaje
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eléctrico (la intensidad del campo eléctrico) y la corriente eléctrica definen la cantidad de

energia transferida por unidad de tiempo de acuerdo con la ley de Joule (Ecuacién 1).
2
Potencia eléctrica consumida(Watts/horas) = V? xt=V=xIxt (Ec.1)

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

Si el alimento tiene una resistencia eléctrica alta (5000 ohms) la potencia eléctrica
consumida es baja por lo que el alimento tardara para calentarse. Por ello se recomienda
gue el alimento tenga una resistencia de 100 a 500 ohm asegurando que se tiene la
potencia eléctrica suficiente para calentar al alimento a una temperatura de 100 °C (Butz
et al., 2002).

La destruccién microbiana celular se lleva a cabo por el rompimiento de la membrana
celular inducida por la aplicaciéon del alto voltaje. Los altos pulsos eléctricos generan una
diferencia de potencial a través de la membrana, si la diferencia de potencial entre la del
exterior y el interior de la membrana alcanza un punto critico de aproximadamente 1V, se

induce la polarizacién y el rompimiento de la membrana (Barba et al., 2018).

Sus principales aplicaciones son la pasteurizacién y esterilizacion de liquidos y
alimentos como frutas, hortalizas, carnes, etc. Experimentos llevados a cabo con E. coliy
con esporas de Bacillus subtilis mostraron que a través del calentamiento 6hmico pueden
lograrse reducciones similares a las observadas con un calentamiento convencional. La
inactivacion de S. Typhimurium y L. monocytogenes fue estudiada a temperaturas
subletales observando un aumento de la permeabilidad celular en matrices acidas teniendo
una mayor efectividad de reduccién por el ambiente acido (Barba et al., 2018). Asi mismo,

en 2011, Sagong et al., lograron reducciones de 5 a > 5 Log de E. coli en jugo de naranja
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y tomate respectivamente, en 2013, Lee et al., demostraron reducciones de 5 Log de E.
coliy S. enterica en salsa y en 2020 Garcia et al., alcanzaron reducciones de 4.5 Log UFC

g! de E. faecium y L. innocua en pifia minimamente procesada.

Una desventaja del calentamiento 6hmico es que bajo ciertas condiciones pueden
presentarse cambios de consistencia, sabor y color en los productos tratados (Jaeger et
al., 2016).

II. 5.2.3 Luz Ultra Violeta (UV)

La luz UV es una forma de radiacion electromagnética con una longitud de onda mas
corta que la luz visible pero més larga que los rayos X. Debido a los efectos de la radiacion
sobre la salud humana se divide en UV-A (320-400 nm), UV-B (280-320 nm), UV-C (200-
280 nm) y Vacio -UV (100-200 nm) (Villarroel et al., 2015).

La industria alimentaria inicialmente utilizé la luz UV-C para la desinfeccion de materiales
inertes como cintas transportadoras, tapas, envases, agua, entre otros. Posteriormente se
amplio su uso hacia la descontaminacion de los alimentos debido a que es capaz de ejercer
un efecto perjudicial sobre el ADN de diversos microorganismos (254 nm para una
desinfeccidn efectiva) sin alterar las propiedades sensoriales del producto. Por lo anterior,
es considerada una tecnologia de conservacion no térmica ya que el tiempo de aplicacion
(aproximado de 1 a 5 min dependiendo de la matriz alimentaria y la dosis de radiacién) no

incrementa significativamente la temperatura del tejido (1-3 °C) (Villarroel et al., 2015).

En los dltimos afos, se ha estudiado la aplicacion de luz UV-C como tratamiento
alternativo en la preservacion de frutas como la fresa, uva de mesa, limén, entre otras
(Villarroel et al., 2015).

En 2012, Kim y Hung lograron reducir de 10° UFC/g a 5.8 UFC/g de E. coli O157:H7
en arandano. Birmpa et al. (2013), aplicaron luz UV-C a fresas inoculadas con un coctel
de cuatro bacterias (E. coli, S. aureus, S. Enteritidis y L. innocua), logrando reducciones

de 1 - 1.4 Log UFC/g. Vifas et al. (2020) demostraron que la aplicacion de luz UV-C en
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fresas tenia un efecto similar a la desinfeccion con hipoclorito de sodio en la reduccién de
mesofilos, mohos, levaduras y L. innocua.
Il. 5.2.4 Irradiacion gamma

La irradiacion utilizada en los alimentos emplea una forma de energia
electromagnética, la radiacion ionizante. Esta expresion se utiliza para todos los tipos de
radiaciones que provocan la aparicion de particulas eléctricamente cargadas denominadas
iones en el material irradiado, entre ellas tenemos a los rayos X (energia arriba de 5 MeV),
alfa, beta y gamma (radiois6topos de Co-60 o Cesio-137) (OMS,1989).

El proceso de irradiacion de los alimentos tiene el mismo objetivo que otros métodos
de tratamientos: reducir las pérdidas por alteraciones y descomposicién del alimento y
eliminar patégenos causantes de enfermedades de transmision alimentaria (OMS, 1989).

El efecto bioldgico de la irradiacidon sobre los microorganismos se basa en la lesion del
material genético impactando directamente la viabilidad celular. Los tipos de dafio incluyen
cambios quimicos en las bases nitrogenadas, inserciones o deleciones de nucledtidos,
rompimiento de una o ambas cadenas de ADN y la creacion de nuevos enlaces covalentes
entre nucledtidos. Por lo tanto, la sensibilidad de cada microorganismo a este tratamiento
dependera principalmente del tamafio de su ADN y la velocidad a la cual puedan reparar
el dafio. Es asi como organismos mas complejos y con mayor cantidad de ADN como
parasitos e insectos seran rapidamente eliminados con dosis bajas de irradiaciéon (0.1 kGy

0 menos), seguidos por bacterias no esporuladas (0.3-0.7 kGy) (Lacroix & Follett, 2015).

Su aplicacion en frutas frescas y hortalizas ha demostrado tener un efecto positivo
sobre los procesos bioldégicos de maduracidbn como un retraso en la maduracion de
platanos verdes y la inhibicién de germinacion de papas y cebollas, no obstante, al igual
gue otros tratamientos, la irradiacion puede inducir cambios quimicos o fisicos sobre el
alimento. Por ejemplo, el ablandamiento, en especial de las frutas. Otra de sus limitaciones
es la dosis maxima permitida, la comision FAO/OMS del Codex Alimentarius recomienda
no exceder de 10 kGy (OMS, 1989).
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El uso de irradiacion en alimentos hasta el momento es limitado pero autorizado en 55
paises de todo el mundo (Parlato et al., 2014) aunque se ha demostrado que el consumo
de comida irradiada es seguro, su aceptacion por parte de los consumidores ha sido lenta

y controversial.

II. 5.2.5 Plasma frio a presion atmosférica

El plasma frio a presion atmosférica (CAPP, por sus siglas en inglés) se considera
como el cuarto estado de la materia después del solido, liquido y gas. Este se describe
como el estado de mas alta energia donde las estructuras intramoleculares e intraatbmicas
de los gases (que son moléculas como N2, Oz, etc., 0 atomos individuales He, Ne, Ar) se
descomponen, liberando electrones e iones libres. Es asi que el plasma puede ser definido
como un gas ionizado que consiste en moléculas neutras, electrones e iones (Bovi et al.,
2019).

Dentro de los tipos de plasmas se encuentran los no térmicos o frios, en donde las
especies quimicas que se generan dependen de la composicién quimica del gas y de la

fuente de energia utilizada (Niemira, 2012).

En la industria de alimentos, el plasma frio a presion atmosférica ha llamado la atencion
de los productores al ser una tecnologia no térmica de descontaminacion que tiene como
ventajas ser un proceso libre de agentes quimicos antimicrobianos y requerimientos
minimos de agua, ademas de poder operar a presion atmosférica de forma continua y la
produccion de agentes reactivos sin generacion de subproductos, esto aunado a un
impacto sensorial minimo sobre el alimento. Su aplicacion a probado ser eficiente en la
eliminacion e inactivacion de bacterias, hongos y levaduras, asi como esporas y

biopeliculas en diversas superficies (Bovi et al., 2019., Niemira, 2012).

El mecanismo de inactivacion microbiolégica por CAPP, se basa en la oxidacion de

componentes vitales de la bacteria como la membrana celular lo que conlleva a la
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degradacion de lipidos, proteinas y el ADN que a su vez conduce a una lesion y/o a la

muerte celular (Bovi et al., 2019).

El efecto especifico causado sobre los microorganismos dependerda de diversos
parametros como tiempo de tratamiento, el espacio de descarga, el método de aplicacion
el cual puede ser de forma directa, semi directa o indirecta, asi mismo las fuentes pueden
ser en forma de chorro, descarga en corona, en barrera dieléctrica y microondas laser,
igualmente, los gases ocupados para el trabajo (aire o nitrégeno) definiran las especies
reactivas que se generen (especies reactivas de oxigeno, de nitrégeno, iones radicales o
fotones) (Lacombe et al., 2015, Bovi et al., 2019).

En un estudio realizado por Fernandez y colaboradores en 2013 se evalu6 el efecto
de plasma gaseoso sobre S. Typhimurium, logrando una reduccién de 1.76 Log. Por otra
parte, Ziuzina et al. (2014) aplicaron CAPP durante 300 segundos a fresas frescas
empacadas logrando una reduccién de 3.5, 3.8 y 4.2 Log UFC/g de E. coli, Salmonella 'y
L. monocytogenes, respectivamente.

En 2019 Lafarga et al., reportaron la aplicacion de CAPP como una tecnologia con
gran potencial para la descontaminacion de frutilas comparada con las tecnologias
existentes, por lo cual para explotar completamente su potencial es necesario realizar mas

estudios.
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Il JUSTIFICACION

En la actualidad los consumidores demandan productos hortofruticolas listos para su
consumo, inocuos, con apariencia fresca y con un alto valor nutricional.
Desafortunadamente, el nimero de brotes de enfermedad vinculados al consumo de frutas
frescas, incluidas las fresas, contaminadas con patdgenos como L. monocytogenes y S.
enterica se ha incrementado

Las frutillas mexicanas, incluidas las fresas son ampliamente apreciadas por su sabor
y beneficios a la salud. Aproximadamente el 65% de la produccion nacional de fresa se
destina a la exportacidon a paises como EE. UU., Chile y Canada, entre otros. Su
comercializacion representa una fuente importante de recursos, sin embargo, el

aseguramiento de su inocuidad sigue siendo un reto.

Debido a la fragilidad celular de las fresas frescas y a su susceptibilidad al deterioro
asociado a causas microbianas, la aplicacion de tratamientos de desinfeccion quimica para
reducir o eliminar a los microorganismos patégenos que puedan estar presentes no es una
opcion viable. El posible dafio a la salud de los consumidores y las consecuencias
econdmicas de producir alimentos contaminados ha llevado a la busqueda de tratamientos
efectivos de descontaminacion. El uso de nuevas tecnologias como el calentamiento
ohmico puede ser una alternativa de descontaminacion eficaz para alimentos fragiles. En
este trabajo se planted evaluar del calentamiento éhmico como una alternativa de
descontaminacion eficaz para fresas frescas que mantiene las caracteristicas fisicas y

guimicas del fruto.
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V. OBJETIVOS

IV. 1 Objetivo general

Evaluar la efectividad de la aplicacion de calentamiento 6hmico como alternativa para

la descontaminacion de fresas destinadas a la comercializacion en fresco.

IV. 2 Objetivos especificos

Determinar el perfil microbiologico y las caracteristicas fisicas y quimicas de fresas

frescas obtenidas en el estado de Querétaro.

Evaluar la efectividad del calentamiento éhmico sobre la inactivacion de L.

monocytogenes y S. enterica en fresas frescas.

Evaluar el efecto de la aplicacion de calentamiento 6hmico en la vida de anaquel de
fresas.
Efecto combinado de calentamiento 6hmico y deshidratacion sobre la inactivacion de

L. monocytogenes y S. entérica.
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MATERIALES

V.1 Equipos

Agitador mecanico (Vortex Fisher Scientific)
AquaLab LITE (Decagon Devises Inc.)
Autoclave eléctrica de mesa (All american)
Balanza analitica (Answorth 100)

Bafio Maria con termostato (RIOSSA)
Campana de flujo laminar (Alder)

Camara de electroforesis (BIO-RAD)
Campana de bioseguridad tipo Il A/B3 (LABCONCO)
Centrifuga 5702 (Eppendorf)

Centrifuga de mesa (Sol-Bat 1300)
Colorimetro (Minolta)

Cuenta colonias (Quebec)

Deshidratador 32100A (Hamilton Beach)
Equipo de calentamiento 6hmico, armado a partir de piezas
Equipo de electroforesis (BIO-RAD)
Espectrofotometro, NanoDrop ND-1000
Fotodocumentador de luz UV (Kodak DC290)
Fuente de voltaje PowerPac 200 (BIO-RAD)
Incubadoras (35 y 22°C) (Thermo Scientific)
Micropipetas de 5-1000 pL (Labsystems)
Olla de presion (Presto Steele)

Plato caliente con agitacion (Termo Fisher)
Potenciometro (Orion 410A)

Refractometro (ATAGO)

Refrigerador (IEM)

Stomacher 400 (Seward, London, England)
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e Termoblock (Eppendorf)

e Termociclador (Techne TC-512)
e Texturometro (Brookfield)

e Ultra-Turrax T-25 (Basic)

V. 2 Reactivos

e Acido tartarico 10% (Sigma-Aldrich)
e Agarosa 2% (Bioline)

e Agua destilada

e Bromuro de etidio (BIO-RAD)

e Buffer TAE 1X

e Carbonato de sodio

e D-manitol

e D-xilosa

e Etanol 75%

¢ Iniciador InVA F (Sigma-Aldrich)

e Iniciador InVA R (Sigma-Aldrich)

e L-ramnosa

e Marcador de peso molecular DNA 100 pb (Promega)
e Master Mix 2x GoTaq (Colorless)

e Metanol

e NaOH 0.01 N (Sigma-Aldrich)

e Reactivo de Folin

¢ Reactivo de Kovac (DIBICO)

e Reactivos de PCR para Listeria

¢ Reactivos de PCR para Salmonella
e Rifampicina

e Solucion amortiguadora de fosfatos (BPW) (DIBICO)

e Solucion de acido nalidixico 0.5% (Sigma-Aldrich)



Solucion de cicloheximida 1%

Solucion de clorhidrato de acriflavina 0.5% (Sigma-Aldrich)
Solucion de piruvato de sodio 10% (Sigma-Aldrich)
Solucién de verde brillante 1%

Solucioén salina estéril (DIBICO)

Sybr safe (Invitrogen)

Tinta de carga azul/naranja 6X (Promega)

Yoduro de potasio (Sigma-Aldrich)

V. 3 Medios de Cultivo

Agar Cuenta Estandar (ACE) (DIBICO)

Agar Hierro Lisina (LIA) (DIBICO)

Agar Oxford Modificado (MOX) (DIBICO)

Agar PALCAM (DIBICO)

Agar Papa Dextrosa (APD) (DIBICO)

Agar SIM (DIBICO)

Agar Soya Tripticasa (AST) (DIBICO)

Agar Sulfito Bismuto (ASB) (DIBICO)

Agar Triple Azucar y Hierro (TSI) (BD Bioxon)
Agar Xilosa Lisina Desoxicolato (XLD) (BD Difco)
Agua Peptonada (AP) (DIBICO)

Caldo BLEB (DIBICO)

Caldo E.C (CEC) (DIBICO)

Caldo Lactosa Bilis Verde Brillante (CLBVB) (DIBICO)
Caldo Lactosado (CL) (DIBICO)

Caldo Lauril Sulfato de sodio con MUG (DIBICO)
Caldo lauril triptosa (DIBICO)

Caldo Rappaport-Vassiliadis (RVS) (DB Difco)
Caldo Soya Tripticasa (CST) (DIBICO)
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e Caldo Base Tetrationato (CBT) (Sigma)
e Caldo Urea (DIBICO)
e Diluyente de Peptona (DP) (DIBICO)

V. 4 Material biol6gico
V. 4.1 Cepas

Se emplearon cepas de S. enterica y L. monocytogenes resistentes a rifampicina

obtenidas del cepario del Laboratorio para la Evaluacion y Control de Riesgos Microbianos

en Alimentos (LECRIMA):

e L. monocytogenes ATCC
19115

e L. monocytogenes Scott A

e L. monocytogenes LCDC

e L. monocytogenes ATCC 389

S. Enteritidis ATCC 13076

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

S. Montevideo 8387

33



VI. METODOLOGIA

VI. 1 Calidad microbiolégica de las fresas

VI. 1.1 Muestreo

Durante los meses de febrero y agosto de 2021 se obtuvieron un total de 140 clams.
Se utilizaron 40 muestras de fresas de la variedad Albibn en invernaderos de la
Universidad Autonoma de Querétaro campus Amealco; su cosecha se realiz6 por
trabajadores calificados, en madurez de consumo aparente. También se colectaron 30

muestras de fresas en el Mercado de “Lomas de Casa Blanca” de la ciudad de Querétaro.

Todas las muestras se mantuvieron en su empaque original y se transportaron en
hieleras al Laboratorio LECRIMA de la Universidad Autbnoma de Querétaro donde se
almacenaron en refrigeracion (4 °C) para llevar a cabo los analisis microbiolégicos, fisicos

y quimicos.

VI. 1.2 Preparacion de las muestras

Las fresas se seleccionaron por su uniformidad de tamafio, color (90% de color
caracteristico), ausencia de defectos, firmeza y ausencia de suciedad aparente. Se
pesaron asépticamente (25 g), se agregaron 225 mL de BPW y se homogenizaron
durante 1 min en un homogeneizador mecanico, a partir de esta suspension se realizaron

diluciones decimales en tubos con 9 mL de BPW.

VI. 1.3 Cuantificacion de microorganismos indicadores

e Bacterias mesofilas aerobias (BMA).

Se realiz6 la cuantificacion de BMA mediante la técnica de vertido en placa en agar
cuenta estandar; las placas se incubaron a 35 + 2 °C durante 48 h (Maturin et al., 2021).

e Coliformes totales (CT), coliformes fecales (CF) y E. coli.
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La cuantificacion del contenido de CT, CF y E. coli se realizé6 mediante la técnica de
namero mas probable (NMP) (Feng et al., 2020). Para la prueba presuntiva se utilizaron
9 tubos con caldo lauril triptosa (9 mL) los cuales se incubaron a 35 = 0.5 °C durante 48
h. De cada tubo positivo (aquellos que presentaron turbidez y gas) se tomé una alicuota
de 100 pL y se inocul6 por separado en dos tubos con campana de Durham, uno con
caldo CLBVB (3 mL) y otro con CEC (3 mL). Los tubos con CLBVB se incubaron a 35 +
0.5 °C por 48 h y los tubos con CEC se incubaron a 44.5 °C en un bafio de precision
durante 48 h. La positividad de la prueba se evidenci6 por la presencia de turbidez y gas

dentro de las primeras 48 h.

¢ Hongosy levaduras.

La cuantificacion se realiz6 mediante la técnica de vertido en placa con APD
acidificado con acido tartarico al 10% a un pH de 3.5 + 1; las placas se incubaron a 25 +
2 °C por 72 a 120 h (NOM-111-SSA1-1994).

VI. 1.4 Deteccion de L. monocytogenes
La deteccion de L. monocytogenes se realiz6 mediante la metodologia propuesta
por la FDA (Hitchins et al., 2004).

En una bolsa estéril se pesaron 25 g de muestra en condiciones asépticas, se
afiadieron 225 mL de caldo BLEB de enriquecimiento para listeria suplementado y
tamponado, se homogenizé la muestra mecanicamente a velocidad normal durante 1
min, se incubaron a 30 °C por 4 horas; al término de la incubaciéon se agregaron los
agentes selectivos (solucion de acriflavina, solucion de cicloheximida y solucién de acido
nalidixico), se homogenizaron las muestras y se continuo la incubaciéon a 30 °C durante
24 a 48 h. Los cultivos se estriaron en agar MOX y PALCAM y se incubaron a 35 °C
durante 48 h. Las colonias presuntivas (grises a negro con centro hundido y halo negroy
colonias grises a negro con fondo rojo) se confirmaron mediante pruebas bioquimicas

(fermentaciéon de D-manitol, L-ramnosa, D-xilosa, movilidad) y por PCR.
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Brevemente, para la confirmacion mediante PCR se extrajo el ADN de las colonias
sospechosas por choque térmico (95 °C/ 15 min y 4 °C/10 min), la mezcla de reactivos
del PCR consistio en 10 uL de Master Mix 2X Go Taq Colorless, 1 uL de cada iniciador
(LMAL, LMA2, NA1, NA2 y NA3) 2 uL de ADN y 3 uL de agua grado molecular para dar
un volumen final de reaccion de 20 uL. El programa de amplificacion para L.
monocytogenes consistié en una etapa inicial de desnaturalizacion a 95 °C durante 5 min,
seguido por 30 ciclos de desnaturalizacion a 95 °C durante 30 s, alineamiento a 60 °C
durante 90 s y extension a 72 °C durante 90 s, extension final de 72 °C por 5 min. El
producto de esta PCR se someti6 a electroforesis en un gel de agarosa al 2% a 100 V/
15 min, transcurrido el tiempo de electroforesis se observé el gel de agarosa en camara

de luz UV para analizar el tamafio del amplicén generado (Aznar et al., 2002).

VI. 1.4 Deteccion de S. enterica
La detecciéon de Salmonella se llevo a cabo mediante el procedimiento descrito por
la FDA (Andrews et al., 2018).

En una bolsa estéril se pesaron 25 g de muestra en condiciones asépticas, se afiadieron
225 mL de BPW y se incubaron a 35 °C durante 24 £ 2 h. A partir de esta suspension se
toméd una alicuota de 1 mL y se inoculé en un tubo con caldo TT (10 mL) y 0.1 mL a caldo
RVS los cuales se incubaron a 35 °C y 41.5 °C respectivamente por 24 = 2 h.
Posteriormente, de cada tubo se realizo el estriado en placas de XLD, ASB y AVB. Las
colonias presuntivas del género Salmonella se confirmaron mediante pruebas

bioquimicas en agar TSl y LIA, ambos fueron incubados a 35 °C durante 24 £ 2 h.

La confirmacion de S. enterica se realiz6 mediante la reaccion en cadena de
polimerasa (PCR, por sus siglas en inglés). Brevemente, se extrajo el ADN mediante el
calentamiento en un Termobloque (95 °C por 15 min) y congelaciéon durante 10 min, la
mezcla de reaccion de PCR fue de 10 pL de Master Mix 2x GoTaq, 1 yL primer InVA F
(5-CGCGCGTTGATGAGCTTTACC-3) (1.25 mM), 1 puL InVA R primer
(5 CTCGTAATTCGCCGCCATTG-3) (1.25 mM), 1 yL de ADN y 7 pL de agua grado

molecular para dar un volumen final de reaccion de 20 pL. El programa de amplificacion
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consistié en una etapa inicial de desnaturalizacion a 94 °C durante 3 min, seguido por 30
ciclos de desnaturalizacion a 94 °C durante 20 s, el alineamiento a 55 °C durante 30 s,
extension a 72 °C durante 30 s y extension final de 72 °C por 2 min para el gen blanco
InVA. El tamafio del amplicon fue de 437 pb, el producto de esta PCR se revel6 en un gel
de agarosa (2 %) a 100 V /15 min, transcurrido el tiempo de electroforesis se observé en

un fotodocumentador de luz UV.

VI. 2 Caracterizacion fisica y quimica de fresas

Para reducir la variacion en los resultados de la evaluacion del calentamiento
ohmico, se trabajo Unicamente con fresas obtenidas del invernadero. Por lo tanto, la
caracterizacion de los parametros de calidad (color, firmeza, solidos solubles totales y
acidez total titulable) solo se realiz6 en esos frutos (Martinez et al., 2008). Semanalmente
se cosecharon fresas en cinco ocasiones, y en cada ocasion se adquiri6 una caja de
aproximadamente 500 g. A partir de cada caja se tomaron 3 fresas para un total de 15
frutos. Las fresas restantes de estos lotes se utilizaron para experimentos preliminares

de calentamiento térmico convencional y calentamiento 6hmico.

VI. 2.1 Seleccién de las muestras
Se seleccionaron fresas por su uniformidad de tamafo, ausencia de defectos,

firmezay color (90% de color caracteristico) niveles 5y 6 de acuerdo a la Figura 1.

Figura 1. Clasificacion de niveles de madurez de fresa segun su color de acuerdo a la
norma NMX- FF- 062- SCFI- 2002.
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VI. 2.2 Color
Para la medicion del color se utilizd un equipo Minolta usando la escala CIE
(Ecuacion 2).
CIE: L*, a* b* (Ec. 2)

Donde L* define luminosidad, a* denota rojo/verde y b*valores amarillos/azul.

Se realizaron tres lecturas de cada fruto cambiando la posicion de cada frutilla para
obtener medidas de color representativas.

El equipo se configurd para iluminar el angulo del observador Des y 10° y se calibré
utilizando placas reflectoras negra y blanca estandar.

La variable considerada para la evaluacion del cambio de color fue la diferencia total
de color (TCD por sus siglas en inglés) o AE. La cual cuantifica la diferencia de color
global de una muestra en comparacion con una muestra de referencia (LO, a0, b0), de

acuerdo con la Ecuacion 3.

AE = J(a—ag)?+ (b—by)2+ (L—Ly)?2  (Ec.3)
Donde el indice “0” es un indicativo de frutilla de referencia sin tratar.

Actualmente no hay una norma o restriccion que delimite los valores colorimétricos
para los productos alimenticios, por lo que se tomé como referencia a la norma ISO
12647-2 de especificaciones técnicas y tolerancias para la reproduccion del color para
impresion, prensa, huecograbado, serigrafia, flexografia e impresion de pruebas digitales,

la cual indica los umbrales de tolerancia de AE (Tabla 8).

38



Tabla 8. Umbrales de tolerancia de AE segun la ISO 12647-2.

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

Valores superiores a 5 se proponen como inaceptables en la mayoria de procesos

ya que indican que la diferencia de color es especialmente evidente respecto a un control.

VI. 2.3 Firmeza

Para la evaluacion de la firmeza se utilizé un equipo TexturePro CT V1.8 Build 31.
Las condiciones del equipo para fresa fresca fueron una sonda cilindrica de 2 mm (TA39)
con una distancia de penetracion de 5 mm y velocidad de 2 mm/s y una carga de
activacion de 0.05 N. Se realizaron dos mediciones por cada fresa.

Para la evaluacion de la dureza de la fresa deshidratada se realizé un test de ruptura
donde se utilizé una sonda de corte (TA7), una carga de activacion de 1.0 N y velocidad
de 10 mm/s.

VI. 2.4 S6lidos solubles totales

Los sélidos solubles se determinaron por el método AOAC 932.12 con la medicion
del indice de refraccion en un refractometro previamente calibrado con agua destilada.

De cada muestra se tomaron gotas de jugo y se colocaron en el refractdmetro para
realizar la lectura, seran reportados como grados Brix (°Brix). Las mediciones se
realizaron por triplicado y se obtuvo el promedio.

VI. 2.5 Acidez total titulable (ATT)
La medicion de ATT se realiz6 con base en la metodologia reportada por Gonzalez
et al. (2018) con algunas modificaciones.
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Se peso una fresa, se le adicion6 agua destilada en relacion 1:1 y se licu6; para la
fresa deshidratada la relacion de dilucion fue de 1:4. Se transfirieron alicuotas de 5 mL
de cada muestra a un matraz las cuales se titularon con hidroxido de sodio (NaOH) 0.1
N hasta un pH final de 8.2. Se realizaron 3 repeticiones del andlisis por muestra y en cada
una se calcul6 el porcentaje de acidez con relacion al acido citrico (meg= 0.064) mediante

la Ecuacion 4:

(VNaOH)(NNaOH)(0.064)

OV At aritrs ot
(%)acidocitrico ( =

)x100 (Ec. 4)

Donde VNaOH es el volumen de NaOH gastado durante la titulacion, NNaOH la

normalidad del NaOH utilizado y V muestra el volumen de la alicuota utilizada.

VI. 2.6 Fenoles totales (FT)

Para la determinacion de FT se utilizd el método espectrofotométrico de Folin-
Ciocalteau debido a su caréacter reductor.

El extracto utilizado para las muestras de fresa fresca se obtuvo al pesar 5 g de
cada muestra a los cuales se le afiadieron 25 mL de etanol (1:25, p/v) a 25 °C, se mezclo
en Ultra-Turrax durante 15 min y se centrifugo durante 10 min a 5000 rpm, el
sobrenadante se colecto en un matraz, el residuo se volvi6 a homogenizar, este
procedimiento de repitié dos veces por muestra y se combinaron los sobrenadantes. Para
la fresa deshidratada se pesé 1 g y se siguié el procedimiento ya descrito (Zitouni et al.,
2021).

Del sobrenadante se tomé una alicuota de 50 pL a la que se adicionaron125 uL de
reactivo de Folin y 400 yL de carbonato de sodio 7.1 % (p/v) y se ajustdé con agua
destilada hasta 1000 uL. Posteriormente se realizé la lectura espectrofotométrica a 760
nm y se comparé con una curva patron usando como estandar acido galico (acido
fendlico). Las mediciones se realizaron por triplicado y los resultados se expresaron en

mg equivalentes de Acido galico/ g de frutilla (Zapata et al., 2013).
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VI. 3 Optimizacion de los tratamientos de descontaminacién con
calentamiento 6hmico
Se realizaron pruebas preliminares para determinar los parametros de cada

tratamiento y se seleccionaron aquellos que no afectaron la calidad de las fresas.

VI. 3.1 Fresas
Se obtuvieron fresas variedad Albion provenientes de invernaderos de la U.A.Q
campus Amealco, ubicados en Querétaro, su cosecha se realizdé por trabajadores
calificados y en madurez de consumo aparente.
Se mantuvieron en su empaque original y se transportaron en hieleras (4 °C) al
laboratorio LECRIMA de la U.A.Q., donde se seleccionaron por su uniformidad de
tamafio, color (90% de color caracteristico), firmeza, ausencia de defectos y suciedad

aparente.

VI. 3.2 Condiciones del tratamiento de calentamiento 6hmico

Los estudios de calentamiento 6hmico se llevaron a cabo en un equipo desarrollado
por el grupo de investigacién del Dr. Eduardo Morales en el laboratorio de Tecnologia de
Alimentos (CICATA-IPN, unidad Querétaro). El equipo de calentamiento 6hmico consta
de un medidor/controlador de temperatura marca Autonics, un controlador de voltaje
marca VARIAC de 120 VAC, un transformador de voltaje de 120 VAC /440VAC, un
medidor de voltaje AC, un medidor de corriente AC y un plato agitador magnético. La
celda esta fabricada de acrilico y sus dimensiones son de 10 cm x 10 cm x 10 cm. Los

electrodos son de acero inoxidable y son de 10 cm x 10 cm (Figura 2).
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Figura 2. Diagrama esquematico del equipo de calentamiento 6hmico utilizado.

Se establecieron las condiciones de tiempo y temperatura del calentamiento
o6hmico. Para ello, las fresas se trataron con temperaturas de 50, 55, 60 y 65 °C y un
voltaje de 120 V, las muestras se retiraron a los 2 y 3 minutos de tratamiento. Después
de cada tratamiento, las muestras se enfriaron en bafio de hielo para posteriormente
evaluar el color, firmeza, ATT y °Brix, como se indico en apartado VI. 2. Cada tratamiento
se realiz6 por triplicado y la temperatura y tiempo elegidos fueron aquellos en donde no
se encontraron diferencias significativas con respecto a un control sin tratar (Barron,
2017).

VI. 4 Efecto del calentamiento 6hmico sobre la inactivacion de L.

monocytogenes y S. enterica en fresas

VI. 4.1 Obtencién y preparacion de las fresas
Las muestras se obtuvieron de invernaderos pertenecientes al campus Amealco de

la U.A.Q., se transportaron y seleccionaron como se menciona en el apartado VI. 3.1.

VI. 4.2 Preparacion del inéculo
Se prepararon dos mezclas de cepas, una a partir de las cepas de L.
monocytogenes y otra con las cepas de S. enterica. Brevemente, a partir de las cepas

almacenadas a -70 °C en CST con glicerol al 15 %, se prepararon cultivos de trabajo en
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tubos de agar nutritivo inclinado que se incubaron a 35 °C por 24 h para posteriormente
refrigerarse. A partir de estos cultivos se tomo6 una asada de biomasa de cada cepay se
transfirio a un tubo Eppendorf con 1 mL de CST y se incubaron a 35 + 2 °C por 24 h, este
procedimiento se realizd dos ocasiones consecutivas y a partir del tltimo cultivo se realizé
un tercer pase que se incub6 a 35 °C por 18 h. El altimo cultivo se centrifugé a 12500 rpm
durante 2 min y se lavo dos veces con solucion salina isotonica estéril (0.085 %); las
células lavadas se suspendieron en BPW y se mezclaron volimenes iguales de cada una
de las cepas de L. monocytogenes y Salmonella enterica. El contenido de células en las
suspensiones bacterianas se cuantifico mediante la técnica de extension en superficie en

AST con rifampicina (ASTR); las placas se incubaron a 35 °C por 24 h.

VI. 4.3 Inoculacion de las muestras

Se tomaron 6 fresas para cada tratamiento y se colocaron espaciadas en charolas
estériles dentro de una campana de bioseguridad. Cada pieza se inoculé por goteo con
100 pL (8 Log UFC mL?) de cada suspension celular y se dejaron secar dentro de una
campana de bioseguridad durante 30 min. Se cuantificaron las poblaciones después del
secado mediante la técnica de extensidon en superficie en ASRT; las placas se incubaron
a 35 °C durante 24 h.

VI. 4.4 Aplicacion de calentamiento 6hmico

Las muestras de cada frutilla ya inoculadas se colocaron dentro de una bolsa de
tela y se llevaron a la celda para la aplicacion del calentamiento 6hmico, los tratamientos
evaluados fueron, tiempos de 1y 2 min, voltajes de 200, 250 y 290 V y temperatura de
60 °C. Las fresas se mantuvieron sumergidas en el agua con agitacion para distribuir
uniformemente la temperatura (Figura 3). Una vez alcanzado el tiempo, las fresas se
retiraron y se enfriaron en bafio de hielo durante 2 min, se drené el exceso de agua y se
colocaron de forma aséptica en contenedores estériles para transportarlas a la campana
de bioseguridad donde se dejaron secar por 50 min. Se incluyeron como controles fresas
con tratamiento de calentamiento convencional, asi como un lote de fresas sin inocular

de cada tratamiento para evaluar el efecto del calentamiento 6hmico en las
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caracteristicas de calidad de la fresa (color, firmeza, ATT y °Brix) siguiendo la

metodologia descrita en apartado VI. 2.

Figura 3. Celda de acrilico de 10 x 10 x 10 cm para la
aplicacién del calentamiento 6hmico.

VI. 4.5 Cuantificacion de microorganismos sobrevivientes

Después de la aplicacion del tratamiento se realiz6 la cuantificacion de L.
monocytogenes y S. enterica. A cada pieza de fresa tratada se le adicion6 BPW en
relacion 10:90 y se homogenizé de forma mecénica en Stomacher durante 1 min a
velocidad normal. A partir de cada suspension se prepararon diluciones decimales y se
cuantificaron las poblaciones de las bacterias en ASRT. Las placas de ASRT se
incubaron a 35 £ 2 °C por 24 h, se calcularon los valores de reduccién de las poblaciones

microbianas.

VI. 5 Evaluacion del efecto de la aplicacién de calentamiento 6hmico en
la vida de anaquel de las fresas
Se seleccionaron las condiciones de voltaje y tiempo del calentamiento 6hmico que
mostraron el mayor efecto en la inactivacion de L. monocytogenes y S. enterica.
A partir de dos lotes de fresas, se seleccionaron fresas frescas como se mencion6
previamente. A las fresas de cada lote se les aplicé calentamiento térmico (FCT) (60 °C/
2 min) y calentamiento 6hmico (FCO) (60 °C/ 2 min/ 250 V). Los frutos fueron
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almacenados a 4 = 2 °C durante 8 dias y se monitorearon periddicamente los cambios
en las variables de calidad (pH, sélidos solubles, acidez y firmeza), y en las coordenadas
de color y su diferencia total de color. También se determinaron microorganismos
indicadores de calidad microbiana (meséfilos aerobios, hongos y levaduras). El dia 0
corresponde al momento posterior a la aplicacion del tratamiento y en la fresa fresca al

momento previo a su almacenamiento.

VI. 6 Efecto combinado de calentamiento 6hmico y deshidratacion en

fresa

VI. 6.1 Condiciones de deshidratacion

Para establecer las condiciones de deshidratacion se utilizaron dos temperaturas,
50 y 60 °C y laminas de fresa con grosor de 3 y 6 mm; cada hora se registré la actividad
de agua (Aw) de las fresas hasta obtener 3 valores constantes. Se seleccioné la
temperatura de 50 °C y el grosor de cada lamina de fresa de 6 mm, y se realizé la curva
de secado registrando periédicamente la pérdida de peso (agua) de la muestra hasta
obtener al menos tres valores constantes. Los datos obtenidos fueron transformados a
humedad libre utilizando las ecuaciones 5 y 6, se graficé la humedad en equilibrio
respecto al tiempo.

Wf—-Ws

MRt = (Ec. 5)

Donde, MRT es la relacién entre el peso del agua y el peso del sélido seco en un tiempo

determinado, Wf es el peso del s6lido humedo y Ws es el peso del sélido seco.
Se calcul6 el contenido de humedad libre (X) de acuerdo con la ecuacion 6:
MR = MRt — MRe (Ec.6)

Donde, MRe es la humedad del producto en equilibrio (humedad al final del proceso).
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VI. 6.2 Efecto combinado de calentamiento 6hmico y deshidratacion sobre la

inactivacién de L. monocytogenes y S. enterica

Se seleccionaron fresas y se inocularon como se menciond anteriormente (apartado
VI. 4.3); A las fresas se les aplico el tratamiento de calentamiento 6hmico seleccionado
(60 °C/ 2 min/ 250 V) y posteriormente los frutos se rebanaron asépticamente en laminas
de 6 mm de grosor y se sometieron a deshidratacién a 50 °C durante 7 h. Al inicio y al
final de la deshidratacion se realiz6 la cuantificacion de S. enterica y L. monocytogenes

como se menciond en el apartado VI. 4.5.

Se utilizé un lote sin inocular para determinar los pardmetros de calidad con la
metodologia descrita en el apartado VI.2 (color, ATT, firmeza y °Brix y fenoles totales) y

se cuantificaron las poblaciones de mesoéfilos aerobios, hongos y levaduras.

VI. 7 Métodos estadisticos
Los resultados del contenido de microorganismos indicadores se transformaron a
Log UFC gy se calcularon las medianas. Se aplicé una comparacioén no paramétrica de

las poblaciones microbianas mediante la prueba de Wilcoxon/Kruskal-Wallis.

Para los tratamientos de calentamiento 6hmico, se seleccionaron las mejores
condiciones de aplicacibn en un disefio completamente aleatorizado con tres
repeticiones, siendo temperatura y tiempo los factores de estudio de acuerdo con un
modelo factorial completamente al azar donde las variables de respuesta fueron los
parametros de calidad de la fresa.

El efecto del calentamiento 6hmico y la deshidratacién sobre L. monocytogenes y
S. enterica, se evalué mediante un analisis de varianza (ANDEVA) y la comparacion de
medias mediante la prueba de Tukey.

Todos los analisis se realizaron en el Programa estadistico JMP 8.0 (SAS Institute
Inc.). Los graficos se modelaron en el programa GraphPad Prism 5.0 (GraphPad

Software).
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VIl. RESULTADOS Y DISCUSION

VII.1 Caracterizacion microbioldgica de fresa fresca
Durante los meses de septiembre-octubre del 2020 y marzo-agosto del 2021 se
realizaron muestreos en el mercado publico “Lomas de Casa Blanca” de la ciudad de
Querétaro y en invernaderos del municipio de Amealco Querétaro, recolectando 30 y 40
muestras, respectivamente. En cada muestra se cuantificaron microorganismos
indicadores y se determind la presencia de patdégenos (L. monocytogenes y S. enterica).
El contenido de BMA, mohos, levaduras, coliformes totales, coliformes fecales y E. coli

se muestran en la Tabla 9.

Tabla 9. Microorganismos indicadores presentes en fresa fresca colectada en
invernadero y mercado.

Bacterias Coliformes Coliformes
Sitio mesofilas  Levaduras Mohos E. coli
. totales fecales
de aerobias
muestreo .
1 -1(3)
Log UFC g Log NMP g
6.43° 5.39 " 5.69 071" 0.47° I 0.47°
Invernadero? - - - . . -
(4.81-7.46) (1.99-6.26)  (2.39-6.69) (<0.47-3.04) (<0.47-3.04)  (<0.47-1.36)
1 1 1 1 1
a b a b b b
Mercado? 6.36 6.85 5.12 1.10 0.86 0.55
(5.01-7.14) (2.99-8.18)  (1.99-6.36) (<0.47-3.04) (<0.47-3.04) (<0.47-3.04)

"Mediana (limite inferior-limite superior) de 40 muestras de invernadero.
Mediana (limite inferior-limite superior) de 30 muestras de mercado.

°El limite de deteccién de la técnica fue 0.47 Log NMP g™
Los valores seguidos de letras iguales en la misma columna indican que no existen
diferencias segun la prueba de Wilcoxon (p<0.05).

En los puestos del mercado se observd que las fresas se encontraban
almacenadas en cajas de madera o plastico, a temperatura ambiente y sin ningun tipo de
proteccion. En cuanto a las fresas obtenidas del invernadero, como se mencion6

previamente, estas fueron cosechadas por personal que labora en la empresa.
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La mediana del contenido de BMA en las muestras de fresa fresca obtenidas de
invernadero y en el mercado “Lomas de casa blanca” fue superior a los 6 Log UFC g.
En México no existe una Norma Oficial que haga referencia a los limites permisibles en
este tipo de producto, sin embargo, de acuerdo con lo decretado por la legislacion
espafola, el limite de mesofilos aerobios en productos minimamente procesados es de 7
Log UFC g1, mientras que en EE.UU. es de 6 Log UFC g (Ministerio de la Presidencia,
2000). Basados en esa informacion, los valores de la mediana de las muestras de ambos
sitios de muestreo se encontraron dentro solo del criterio espafol, es decir, de acuerdo
con la legislacion estadounidense no serian aceptadas.

Es importante mencionar que conteos altos de mesofilos aerobios (en ambos

puntos de muestreo) podrian estar relacionados con un manejo deficiente del producto.

Con respecto al contenido de levaduras, las muestras obtenidas en el mercado
mostraron conteos mas altos (6.85 Log UFC g!) que las provenientes del invernadero
(5.39 Log UFC g). Caso contrario, el contenido de mohos fue mayor en las fresas del
invernadero (5.69 Log UFC g?) que en las fresas del mercado (5.12 Log UFC g?) (Tabla
9, Figura 4). Un criterio microbioldgico recomendado por la FDA en frutas minimamente
procesadas es que el limite maximo de levaduras debe ser 10® UFC g
(Dermesonlouoglou, 2018); sin embargo, en este trabajo, ambas medianas sobrepasan
esta recomendacién, ademas se observd que, las fresas provenientes del mercado

presentaron un rapido deterioro.
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Figura 4. Contenido de levaduras y mohos en fresa fresca en funcion del sitio de

muestreo.

Las elevadas concentraciones de hongos en las fresas provenientes del mercado
pueden asociarse a contaminacion ambiental ya que, en los diferentes puntos de venta,
las fresas se encontraban expuestas a corrientes de aire. En el caso de las fresas del
invernadero, estas no exhibieron una descomposicién aparente, pero si la presencia de
mohos (Figura 5). Por otro lado, la importancia de la presencia de hongos en los alimentos
se debe a su capacidad para producir deterioro; sin embargo, desde el punto de vista de
la inocuidad, la importancia de la cuantificacion de los hongos filamentosos radica en su
potencial capacidad de producir metabolitos toxicos (micotoxinas) cuando su contenido
es mayor de 108 UFC g (Dermesonlouoglou, 2018). Se ha reportado que en fresas el
principal hongo filamentoso causante de deterioro es Botrytis cinerea (France, 2013).
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Figura 5. Moho presente en fresa fresca proveniente de invernadero.

Los valores de coliformes totales, fecales y E. coli fueron ligeramente mayores en
las muestras de mercado respecto a las de invernadero (Tabla 9, Figura 6). En general,
en los alimentos conteos elevados de coliformes totales indica malas practicas higiénicas
0 agricolas, asi como la presencia de E. coli demuestra contaminacion fecal. En las fresas
los coliformes totales pueden ser parte del microbiota nativa. Claro esta que, como en el
caso de las fresas de invernadero que son empacadas en contenedores de plastico, la
exposicion a las fuentes de contaminacion se reduce. En contraste, en las muestras de
mercado se puede inferir un mal manejo sanitario ya que como se menciond, estaban
expuestas a diversas fuentes de contaminacion desde insectos (moscas, hormigas, etc.),
otros alimentos, hasta la manipulacién de los clientes y de los mismos trabajadores de

los puestos.
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Figura 6. Contenido de coliformes totales, fecales y E. coli en fresas de invernadero (A)

y mercado (B).

Aunque el contenido de coliformes fecales y la presencia de E. coli en las fresas del
invernadero (Tabla 9, Figura 6), fue menor (valores por debajo del limite de deteccion de
la técnica 0 muy cercanos), no deja de representar un hallazgo importante ya que se han
reportado casos de enfermedades causadas por el consumo de fresas frescas
contaminadas con E. coli O157:H7 y E. coli 026 (Palumbo et al., 2013).

Por otro lado, aunque en la cuantificacién de coliformes totales y fecales de ambos
lugares se obtuvieron limites inferiores y superiores similares (Tabla 9), los datos
observados en la Figura 6, demuestran que en el caso de las fresas de mercado los
resultados presentaron una dispersién homogénea dentro de estos rangos, sin embargo,
las fresas de invernadero mostraron una tendencia hacia los limites inferiores. En el caso
de E. coli, en las fresas del mercado también se observé que el limite superior mostré
valores mas elevados (3.04 Log NMP g?) en comparacién con las muestras de
invernadero (1.36 Log NMP g1) y que mas de la mitad de las muestras (30 muestras) se
ubican en el limite de deteccion de la prueba. Es importante enfatizar que la presencia
de E. coli. es indicativa de contaminacién fecal, por lo que, a pesar de encontrarse en una
baja concentracion, su deteccion en las fresas de invernadero, evidencia de malas

practicas agricolas e higiénicas.
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VII. 2 Prevalencia de microorganismos patégenos
En la Tabla 10, se muestra la prevalencia de L. monocytogenes y S. enterica en
las fresas de invernadero y mercado. Ambos microorganismos fueron detectados en las
muestras de invernadero, mientras que en las provenientes de mercado solo se detecto

a S. enterica.

Tabla 10. Prevalencia de L. monocytogenes y S. enterica en fresa fresca colectada de
invernadero y mercado.

Sitio L. monocytogenes S. enterica

de muestreo % (+/n)t

12.5 20.0
Invernadero

(5/40) (8/40)

0 56.7
Mercado
(0/30) (27/ 30)

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

En ambos sitios de muestreo, la prevalencia de S. enterica en fresas fue
sorprendentemente elevada. En mercado fue de 56.7 %y en invernadero de 20 %. Los
resultados obtenidos en las fresas de mercado sugieren que las condiciones de
transporte, almacenamiento y venta a las cuales son expuestas las fresas, son
higiénicamente cuestionables. Si bien, el nUmero de muestras positivas a S. enterica
(8/40) en las fresas obtenidas en el invernadero fue menor, es claro que dentro de las
instalaciones existen fuentes de contaminacién del patégeno.

La presencia de S. enterica en fresas para consumo en fresco representa un riesgo
a la salud del consumidor, ya que es un microorganismo capaz de sobrevivir en el
ambiente acido de la fresa, de desarrollar en productos y ha sido implicado en brotes
asociados al consumo de frutas acidas (Knudsen et al., 2001).

En relacion a L. monocytogenes, se detectdo en el 12.5 % de las muestras
provenientes del invernadero y estuvo ausente en las fresas del mercado (Tabla 10). L.
monocytogenes es una bacteria ambiental y de caracter psicrétrofo, por lo cual, en caso

de que la contaminacion de la fresa se produjera durante su cultivo o cosecha, el
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mantener las muestras en refrigeracion puede influir en su sobrevivencia (Flessa et al.,
2005). Por otro lado, se ha demostrado que la sobrevivencia y crecimiento de L.
monocytogenes en diferentes productos agricolas (melones, hongos y germinados)
puede verse afectada por la concentracion inicial de la microbiota o su aumento (Marik et
al., 2020).

Es importante tener en cuenta que detectar de forma esporadica o no encontrar
microorganismos patégenos en los alimentos, recién cosechados como las fresas de los
invernaderos, no es garantia de que estos no se contaminen a lo largo de la cadena de
comercializacién. Por ello es indispensable implementar controles para evitar la
contaminacion y garantizar la inocuidad. Los resultados obtenidos muestran claramente
que el consumo de fresa fresca puede implicar un riesgo para el consumidor.
Desafortunadamente, la informacion que existe acerca de la capacidad de patdégenos a

humanos para sobrevivir y/o crecer en esta matriz alimentaria es escasa.

Como se menciond previamente, en las fresas también se detect6 la presencia de
E. coli, microorganismo indicador de contaminacion fecal e “indice” de Salmonella
(Holvoet et al., 2014). En la Tabla 11, se observa la relacion de la presencia de ambos

microorganismos en las fresas.

E. coli y S. enterica no se detectaron en 26 (65 %) y 6 (20 %) muestras de
invernadero y mercado, respectivamente. Sin embargo, ambos fueron detectados en 5
(12.5 %) muestras de invernadero y en 11 (36.6 %) muestras de mercado. Por otro lado,
S. enterica fue detectada en ausencia de E. coli en 3 (7.5 %) muestras del invernadero y
6 (20 %) de mercado.
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Tabla 11. Presencia o ausencia de E. coli y S. enterica en fresas frescas obtenidas en

invernadero y mercado.

_ _ _ S. enterica
Procedencia Microorganismo i :
Ausencia Presencia Total
Ausencia 262 3 29
Invernadero Presencia 6 5 11
_ Total 32 8 40
E. coli

Ausencia 6 6 12
Mercado Presencia 7 11 18
Total 13 17 30

a Numero de muestras.

Leal-Cervantes et al. (2018) observaron que en jitomate Cherry proveniente de
supermercados y mercados, la correlacion de E. coli como microorganismo indice de
Salmonella funciond mejor en las muestras provenientes de mercado ya que solo en 20
% de las muestras no se encontraron ambos microorganismos. Orozco et al. (2018),
analizaron la relacion entre estos dos microorganismos en 681 muestras de tomate,
detectando E. coli en 5 muestras y Salmonella en 19, con una correlacion de 98 % entre
ambos microorganismos. Estos estudios indican que la correlacion entre E. coli y
Salmonella puede variar dependiendo del lugar de procedencia y de las condiciones de
almacenamiento del alimento.

En este estudio la correlacion entre la presencia de E. coliy S. enterica fue de 62.5
% y 64.8 % en las muestras de invernadero y mercado respectivamente, por lo cual, el
lugar de procedencia de las muestras parece no ser un factor relevante. Aunque el
porcentaje de correlacion es mayor del 50% no es suficiente para sugerir que en fresas
frescas E. coli cumple su papel de microorganismo indice de Salmonella. Esto puede
deberse a las caracteristicas propias de las fresas a las cuales S. enterica es capaz de
sobrevivir, como el bajo nivel de pH el cual podria afectar la viabilidad de E. coli (Knudsen
et al., 2001).
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VII.3 Caracterizacion fisicay quimica de fresa fresca
La caracterizacion fisica y quimica de los frutos se llevo a cabo en fresas colectadas en
invernadero. En la Tabla 12, se muestran los resultados obtenidos de algunas de las
propiedades cualitativas que se evaluan en fresas frescas para determinar su calidad de

exportacion.

Tabla 12. Caracteristicas fisicas y quimicas de fresa fresca variedad Albion.

Parametro Valor
Sdlidos solubles (°Brix) 4.87 £0.94
pH 3.26 + 0.17
Acido citrico (%) 0.48 £ 0.09
Firmeza (N) 1.09 £ 0.20
L* 28.37 +2.02
a* 26.58 + 3.56
b* 16.48 + 3.51

1Promedio de 15 mediciones + desviacion estandar.

Existen diversos atributos que son deseables en una fresa para clasificarla como
de alta calidad, los méas especificos son, la madurez (la cual esta dada por el color, los
sélidos solubles y la firmeza), el tamafo, sabor (determinado por la relacién entre los
sélidos solubles y la acidez total titulable) y el nivel promedio de defectos. De acuerdo a
lo reportado por el Ministerio de Agroindustria Argentino (2012), una fresa de calidad debe
presentar, minimo 7 ° Brix. Lépez et al. (2018) reportaron en la misma variedad 5.94 °Brix,
sin embargo, estos valores son menores que lo reportado por Gonzalez y colaboradores
(2018), quienes indicaron en fresa variedad Chandler 7.33 °Brix de solidos solubles, sin
embargo, su contenido de &cido citrico fue mayor (0.69 %). En este estudio, las fresas de
invernadero presentaron una media de 4.87 °Brix, por lo cual se esperaria que debido a
la baja concentracion de soélidos solubles el sabor de la fresa seria ligeramente acido. En
cuanto al color, se determinaron tres componentes de color: L* (O=negro a 100=blanco),
a* (-a*=verde hasta +a*=rojo) y b* (-b*=azul hasta +b*=amarillo). Se observé que los
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frutos presentaron un color rojo luminoso con un ligero toque amarillento que podria
asociarse a la seleccion de frutos con un nivel 5 de madurez de acuerdo a su clasificacion
por color. Los resultados de los parametros de color y el contenido de solidos solubles
indican que las fresas colectadas para llevar a cabo este estudio no se clasifican como

de alta calidad.

VII. 4 Optimizacion del tratamiento de descontaminacion
Las evaluaciones del mejor tratamiento de calentamiento 6hmico que pudiera ser
aplicado a las fresas sin afectar sus caracteristicas fisicas y quimicas, se iniciaron con un
voltaje de 120 V y a temperaturas de 50, 55, 60 y 65 °C, cada tratamiento se aplico
durante 2 y 3 min. Al término de la aplicacion de cada uno de los tratamientos se
evaluaron las caracteristicas fisicas y quimicas (Tabla 13). Como control se incluyeron

fresas a las que no se les aplicd ningun tratamiento.

Tabla 13. Efecto del calentamiento 6hmico en las caracteristicas fisicas y
guimicas de fresa tratada con 120 V.

Sélidos solubles Acido citrico*

Tratamiento CBrix)* %) pH* AE
Control 4.5 +0.502 0.409 £ 0.0362 3.04 £ 0.032
50 °C/ 2 min 3.83+0.572 0.375 £ 0.0072 3.10 £ 0.012 40.832
55 °C/ 2 min 4.33 +£0.572 0.354 + 0.0292 3.03 £ 0.01% 41.132
60 °C/ 2 min 3.66 +0.282 0.379 £ 0.0192 3.30 £ 0.00% 41.252
65 °C/ 2 min 4.60 £ 0.522 0.332 +0.012° 3.26 + 0.02% 41.932
50 °C/ 3 min 3.66 + 0.572 0.349 £ 0.0262 3.23+0.11% 41.982
55 °C/ 3 min 4.33 +£0.572 0.392 + 0.0292 3.26 + 0.06% 41.772
60 °C/ 3 min 4.33 +£0.572 0.349 £ 0.0412 3.45+0.102 43.282
65 °C/ 3 min 4.30 £ 0.572 0.268 + 0.021° 3.39 £ 0.02% 44.622
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“Promedio de tres mediciones + desviacion estandar. Dentro de las columnas los
valores seguidos de la misma letra indica que no existen diferencias significativas (p<
0.05) por prueba de Tukey.

La determinacion de sélidos solubles, acidez, pH y el cambio total de color (AE)
posteriores al tratamiento 6hmico no mostraron diferencias significativas en las
temperaturas de 50 °C y 60 °C durante 2 y 3 min (p =2 0.05), sin embargo, en el tratamiento
de 65 °C en ambos tiempos produjo una disminucién en el porcentaje de acido citrico.
Aunque este cambio estadisticamente no fue detectable (p = 0.05), en todos los
tratamientos con duracion de 3 min y el tratamiento de 65 °C/ 2 min, se observo un ligero
oscurecimiento y decaimiento del céliz, lo cual corresponde con el aumento del AE
(Figura 7). Por lo tanto, estos tratamientos fueron descartados y se eligi6 como tiempo

de tratamiento y temperatura maxima, 2 min y 60 °C, respectivamente.

Figura 7. Fresas tratadas con 120 V a diferentes temperaturas.
A) Control sin tratamiento; B) 65 °C/ 2 min.

VII. 4 Efecto del calentamiento 6hmico sobre lainactivacion de L.
monocytogenes y S. enterica en fresas
Para evaluar el efecto del calentamiento 6hmico en la inactivacion S. enterica 'y L.
monocytogenes se realizé la inoculacion de las fresas con 8.97 UFC/mL y 8.63 UFC/mL
respectivamente. Después del secado las poblaciones de S. entericay L. monocytogenes
fueron de 6.60 Log UFC/fresay 7.05 Log UFC/fresa, respectivamente; estas cifras fueron

las poblaciones microbianas iniciales para evaluar el efecto de los tratamientos 6hmicos.
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Inicialmente se evalud el efecto de la aplicacion del calentamiento térmico
convencional sobre la viabilidad de ambos microorganismos. Se aplicaron tratamientos
térmicos a 25 °C (control), 50, 55 y 60 °C durante 2 min, también se incluy6 un tratamiento

de 90 °C durante 5 s para simular una condicién de escaldado (Figura 8).
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Figura 8. Reduccién de poblaciones de L. monocytogenes y S. enterica por la aplicacion
de calentamiento convencional en fresa fresca.

El tratamiento de 90 °C fue el que causd mayor reduccion de las poblaciones de
S. enterica (3.01 UFC/fresa) y L. monocytogenes (3.91 Log UFC/fresa), sin embargo, este
tratamiento también fue el que gener6 mas afectacion fisica al fruto, como
oscurecimiento, decaimiento del céliz y pérdida de la firmeza aparente (Figura 9). Por lo
tanto, se decidid6 descartar el tratamiento de 90 °C/ 5 s como opcion para la
descontaminacion de fresa para su venta en fresco. El tratamiento a 60 °C/ 2 min fue el
que redujo la mayor poblacién de ambos microorganismos y por lo tanto se eligié esta
temperatura. En ensayos posteriores se disminuy6 el tiempo de aplicacion y se aumento
el voltaje de los tratamientos para tratar de obtener mayores reducciones en las

poblaciones microbianas sin afectar la calidad de las fresas.
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Figura 9. Fresas tratadas a diferentes temperaturas sin voltaje.

A) Control sin tratamiento, B) 90 °C/ 5 s.

Las fresas se trataron con calentamiento éhmico a 60 °C durante 1 y 2 min con

voltajes de 200, 250y 290 V. Las caracteristicas fisicas y quimicas de las fresas tratadas

y las poblaciones sobrevivientes de S. enterica y L. monocytogenes se presentan en la

Tabla 14 y Tabla 15, respectivamente.

Tabla 14. Efecto del calentamiento 6hmico en las caracteristicas fisicas y quimicas de

fresas tratadas a 60 °C con diferentes voltajes y tiempos.

Solidos . _ _
_ Acido citrico* Firmeza **
Tratamiento solubles* pH* AE*
. (%) (N)
(°Brix)

Control 5.15+0.942 0.522 +0.092 3.31+0.092 1.12 £0.102
200V/ 1 min  4.62+0.95% 0.519 +0.06% 3.27 £0.06% 7.26+3.26® 0.43+0.19°
200V/ 2 min  4.95+0.642 0.535+0.072 3.30+0.112 5.90+4.492 0.34+0.08°
250V/ 1 min  5.40 £ 0.902 0.578 +0.082 3.28 +0.122 8.05+3.38* 0.38+0.16°
250V/ 2 min  5.08 +£0.602 0.539 +£0.092 3.22+0.102 7.29+3.572 0.30+0.10°
290V/ 1 min  4.46 +0.502 0.523 +0.032 3.26 +0.072 8.31+3.56% 0.31+0.08°
290V/ 2 min  4.91+0.69%2 0.576 +0.082 3.19+0.132 7.96+3.272 0.26 +0.10°

*Promedio de nueve mediciones * desviacion estandar.
**Promedio de 18 mediciones * desviacion estandar.

Dentro de las columnas los valores seguidos de la misma letra indican que no existen
diferencias significativas (p< 0.05) por prueba de Tukey.
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En las fresas tratadas, los sdlidos solubles, la acidez total y el pH no mostraron
diferencias significativas en relacion al control., Maraei y colaboradores (2017),
reportaron resultados similares en cuanto al pH y la acidez titulable en fresas cultivar
Festival al aplicar irradiacion y. En relacion a la diferencia total de color, todos los valores
de AE sobrepasan las 5 unidades, por lo que, segun la ISO 12647-2 todos los
tratamientos indujeron cambios en el color de las fresas con respecto a las fresas control,
los cuales seran perceptibles por los consumidores. Adicionalmente en los tratamientos
en los cuales se aplic6 el calentamiento 6hmico durante 1 min se observo una AE mayor
gue en los tratamientos de 2 min, esto puede deberse a diferentes causas ya que en las
fresas el principal componente responsable de su color son las antocianinas las cuales
son sensibles a diversos factores como la temperatura, pH, enzimas, oxigeno, etc.
(Lacombe et al., 2015).

Por otro lado, la evaluacion de la firmeza no mostro diferencias entre las fresas
control y los tratamientos (p = 0.05); sin embargo, si fue posible observar algunas
afectaciones al fruto como decaimiento y perdida del color del caliz, principalmente en los
tratamientos de 290 V (Figura 10).

Figura 10. Fresas tratadas a 60 °C con diferentes voltajes y tiempos. De izquierda a
derecha: A) control, B) 200 V/ 1 min, C) 200 V/ 2 min, D) 250 V/1 min, E) 250 V/ 2 min,
F) 290 V/ 1min, G) 290 V/ 2 min.
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Los seis tratamientos con calentamiento 6hmico causaron una disminucion
significativa (p = 0.05) de las poblaciones de L. monocytogenes y S. enterica (Tabla 15).
Estos resultados demostraron que el voltaje al cual se aplico el calentamiento 6hmico si
tiene un efecto en la inactivacion de los microorganismos y que se correlaciona

positivamente con el voltaje aplicado y el tiempo de exposicion.

Tabla 15. Poblacién sobreviviente de L. monocytogenes y S. enterica en fresa fresca
tratada con calentamiento 6hmico.

Tratamiento L. monocytogenes S. enterica

Log UFC/ fresa

Control (60 °C/ 2min) 4.20+0.50° 3.88+0.43°
200V 1min 209+049°  323+021°
©200V/2min 2644040™  2804042°
©250V/1min 2874047™  293:044™
o 250Vi2zmin 273+085%  256£044%
C O 200V/1min 2424042™ 2484041
© 200V/2min 213:025°  2264053°

Promedio de nueve mediciones + desviacion estandar.
Dentro de las columnas los valores seguidos de la misma letra indica que no existen
diferencias significativas (p< 0.05) por prueba de Tukey.

La inactivacion de los microorganismos se debe principalmente a la formacion de
poros en la membrana celular (electroporacion) cuando son expuestos a campos
eléctricos de alto voltaje. Segun la teoria de Zimmerman, la electroporacion se produce
debido a que en el interior de la célula existe una constante dieléctrica baja en relacion
con la del medio en el que se encuentran lo cual genera una diferencia de potencial
(aproximadamente de 10 mV), también denominado potencial transmembrana. Si en
estas condiciones se aplica un campo eléctrico externo, se producira un incremento de
cargas de diferente signo en ambos lados de la de membrana, de este modo, las cargas

se atraeran entre si provocando su compresion, cuando el campo eléctrico aplicado
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alcance un potencial transmembrana de 1 V, la fuerza de compresiéon de membrana
provocara la formacion de poros y dependiendo del tamafio y niumero de poros, la
permeabilizacion de la membrana ser& reversible o irreversible. El incremento en la
permeabilidad de la célula provoca un desequilibrio osmoético teniendo como
consecuencia la ruptura de la membrana (Tomas et al., 2000).

En el caso de S. enterica, los seis tratamientos aplicados no mostraron diferencias
estadisticas (p = 0.05); sin embargo, el tratamiento de 290 v/ 2 min fue el que mostrd una
mayor reduccion (4.33 Log UFC/fresa) (Figura 11). En relacion a L. monocytogenes, el
tratamiento de 290 V/ 2 min redujo 4.91 Log UFC/fresa y solo fue diferente al tratamiento
de 200 V/ 1 min que solo redujo 3.90 Log UFC/fresa. Sin embargo, debido a las
afectaciones observadas en las fresas tratadas a 290 V, estos tratamientos se
descartaron. Aunque el tratamiento de 250 V/ 2 min no alcanzé los 5 Log UFC de
reduccion establecidos por la FDA, se seleccioné el como mejor tratamiento ya que
presento reducciones de S. enterica (4.03 Log UFC/fresa) y L. monocytogenes (4.31 Log

UFCl/fresa) similares a los tratamientos con 290 V y, ademas provoco menos afectaciones

a las fresas.
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Figura 11. Reduccion de las poblaciones de L. monocytogenes y S. enterica en fresa
tratada con calentamiento 6hmico.
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VII. 5 Efecto de la aplicacion de calentamiento 6hmico en la vida de
anaquel de fresas frescas
Una vez definidas las mejores condiciones de calentamiento 6hmico para las
fresas, se procedi6 a evaluar su efecto en la vida de anaquel durante su almacenamiento
a 4 °C. La evolucion de los cambios en las variables de calidad (pH, sélidos solubles,
acidez y firmeza) de las fresas tratadas con calentamiento térmico y calentamiento

o6hmico y posteriormente almacenadas a 4 °C se muestran en la Figura 12.
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Figura 12. Efecto del calentamiento 6hmico en las caracteristicas de calidad de fresa
almacenada a 4 °C. A) pH; B) Sdlidos solubles totales; C) Acidez total titulable y D)
Firmeza. Fresa fresca sin tratamiento (FST), fresa tratada con calentamiento térmico (60
°C/ 2min) (FCT), fresa tratada con calentamiento 6hmico (60 °C/ 2 min y 250 V) (FCO).

Los valores de pH en las fresas tratadas y no tratadas oscilaron entre 3.4y 3.7 y
no mostraron diferencias significativas (p = 0.05) (Figura 12 A). Los solidos solubles
aumentaron del dia O al dia 8 en las fresas sin tratamiento y en ambos tratamientos,
siendo el tratamiento FCO el que presentd el mayor incremento (1.78 °Brix) (Figura 12
B). En relacién a los cambios en la acidez total, éstos tampoco mostraron diferencias

significativas entre los tratamientos evaluados y las fresas sin tratamiento en cada dia de
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evaluacion respectivamente (p = 0.05), sin embargo, las fresas tratadas con
calentamiento 6hmico presentaron la mayor concentracion (0.54 %) con un incremento a
través del tiempo de 0.19 % (Figura 12 C). Gonzéles et al. (2018) mencionan que una
fresa de sabor aceptable debe presentar un minimo de 7% de sélidos solubles y una
acidez maxima de 0.8 %. Por lo anterior, podria esperarse una buena aceptacion
sensorial de las fresas tratadas con calentamiento 6hmico ya que su contenido de acidez
y °Brix se encuentran dentro de estos valores.

Independientemente del tratamiento, la firmeza de las fresas cambio de manera
significativa (p <0.05) durante el almacenamiento (Figura 12 D). Los valores de firmeza
del dia 0 para las fresas tratadas con calentamiento térmico, calentamiento 6hmico y las
no tratadas fueron, 0.53, 0.37 y 0.84 N respectivamente. Las fresas tratadas con
calentamiento 6hmico mantuvieron una firmeza relativamente constante durante el cuarto
dia (0.29 N) y el octavo dia (0.31 N) de almacenamiento. Por otro lado, las fresas tratadas
con calentamiento convencional mostraron un aumento en la firmeza con el paso del
tiempo, mientras que las fresas que no recibieron ningun tratamiento mostraron un
decremento en su firmeza el dia 4 (1.03 N) y al dia 8 (0.82 N). Estos cambios se pueden
deber principalmente a la perdida de agua, ya que como se muestra en la Figura 13, las
fresas tratadas con calentamiento 6hmico presentaron exudado del zumo a partir del

cuarto dia de almacenamiento.

FST FCT FCO

Figura 13. Fresas almacenadas a 4 °C durante 4 dias. FST: fresas sin tratamiento; FCT:
fresas con calentamiento térmico; FCO: fresa con calentamiento 6hmico.
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También se evalud el efecto de los tratamientos en el color de las fresas durante
el almacenamiento a 4 °C. En la Tabla 16 se muestran los cambios en las coordenadas
L*, a* y b* del espacio del color en fresas frescas sin tratamiento, fresas a las que se les
aplico calentamiento térmico y fresas con calentamiento 6hmico.

Se observo que después de la aplicacion del calentamiento 6hmico, las fresas no
mostraron diferencias en la luminosidad, pero si disminuyeron sus valores de a y b, por
lo que el consumidor podria percibir la fresa menos rojiza o con tonalidades ligeramente
oscuras. Estos valores se mantuvieron constantes hasta el dia 4 de almacenamiento y
para el dia 8 se observé un descenso significativo en la luminosidad con respecto a una

fresa fresca.

Tabla 16. Efecto del calentamiento 6hmico sobre las coordenadas de color en fresa
almacenada a 4 °C.

_ Coordenadas
Almacenamiento Tratamiento
L* ax b*
(Dias)

FST 30.05+3.3128 2507+3.312 1583+3.702

FCT 28.01+2.682 2303+4.273 1335+3.26P
0

FCO 30.00+3.312 20.60+2.32P 12.11+1.72°

FCT 28.04 +3.74 2 22.13+351° 1441+489%2
4

FCO 28.31+2.452 21.50+2.02°P 12.86+1.28°P

FCT 27.79+2.65P 20.28 +2.55P 14.14 + 3.23 2
8

FCO 27.75+2.84P 20.96 +1.98° 11.04+151°

FST: fresa sin tratamiento; FCT: fresa con calentamiento térmico; FCO: fresa con

calentamiento 6hmico.

Promedio de 18 mediciones + desviacion estandar.
Dentro de cada columna por dia y el control, los valores seguidos de la misma letra

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

La diferencia total de color muestra las variaciones absolutas de las coordenadas
de color entre las fresas frescas y las fresas tratadas (Figura 14). Se observd que ambos
tratamientos afectaron el color, sin embargo, el tratamiento de calentamiento térmico

ocasiono un cambio mayor al cuarto dia de almacenamiento (AE 6.58), mientras que con
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la aplicacion de calentamiento 6hmico la mayor diferencia de color se observo al octavo
dia de almacenamiento (AE 7.04).

Simpson et al. (2007), sefalaron que los tratamientos térmicos convencionales pueden
causar pardeamiento y cambios en el sabor del producto, Guida et al. (2013) mencionan
que el calentamiento 6hmico aumenta la luminosidad del producto presentando una
apariencia mas fresca. Los efectos sefialados por estos autores se observaron en las
fresas tratadas con calentamiento térmico y calentamiento 6hmico, principalmente en el

cuarto dia de almacenamiento (Tabla 16, Figura 14).
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Figura 14. Efecto del calentamiento 6hmico sobre la diferencia total de color (AE) en
fresa almacenada a 4 °C. FCT: fresa sometida a calentamiento térmico; FCO: fresa
sometida a calentamiento 6hmico.

La fresa fresca presenta una vida de anaquel que va de 6 a 9 dias dependiendo
del cultivar y la forma de almacenamiento (Restrepo et al., 2009). En este estudio, el
almacenamiento de las fresas tratadas se detuvo al octavo dia debido a que las
caracteristicas de las fresas tratadas con calentamiento 6hmico presentaron grandes
alteraciones en su firmeza y color, por tanto, su calidad para venta en fresco ya no era
viable (Figura 15). Los cambios drasticos observados pudieron deberse a que ademas
del efecto de electroporacion, puede presentarse un efecto llamado electroplasmalisis,
en el cual se produce la perdida de integridad del tejido vegetal con el consiguiente

desbalance del equilibrio osmético (Simpson et al., 2007).
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Dia 8

Figura 15. Fresas tratadas con calentamiento 6hmico y almacenadas a 4 °C durante 8
dias.

Ademas de medir las caracteristicas fisicas y quimicas de las fresas tratadas,
también se cuantifico el efecto de los tratamientos sobre microorganismos indicadores de
calidad. La aplicacion de calentamiento 6hmico redujo las poblaciones de bacterias
mesofilas aerobias, mohos y levaduras de forma significativa (~3 Log) (Tabla 17, Figura
16) en comparacion con las fresas tratadas con calentamiento y las fresas control (sin
tratamiento).

Independientemente del tratamiento, el contenido de bacterias mesofilas
disminuyé de manera constante hasta los ocho dias de almacenamiento. En contraste,
las fresas tratadas con calentamiento 6hmico mostraron un aumento en el contenido de
levaduras y hongos a los ocho dias de almacenamiento (Tabla 17). Este comportamiento
podria asociarse al efecto de electroplasmalisis ya que la perdida de integridad de la
pared celular de la fresa permite la salida y disponibilidad de solidos solubles y agua que

pueden ser utilizados por las levaduras y los hongos para desarrollar.
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Dia 4

Dia 8

Figura 16. Hongos y levaduras nativas en: FST: fresas sin tratamiento; FCT: fresas con
calentamiento térmico; FCO: fresas con calentamiento 6hmico y almacenadas a 4 °C
durante ocho dias.

Tabla 17. Contenido de mesofilos aerobios, hongos y levaduras en fresas tratadas con
calentamiento 6hmico y almacenadas a 4 °C.
Microorganismo

Almacenamiento (Dias)

Tratamiento

(Log UFC/g?) 0 4 8
Bacterias FST 6.38+£0.262 6.0+£0.562 5.04+0.93%2
mesdfilas FCT 557+0.7228 457+1.19° 394+1414
aerobias FCO 3.57+058P 352+0.89° 2.15+0.14°

FST 581+0.792 535+0.332 57703442

Hongos FCT 4.04+052b 3.17+0.77° 3.64+0.80°
FCO 256+0.53¢ 2.44+057°P 2.70x£0.19°¢

FST 450+0.832 439+1542 463 +0.5672

Levaduras FCT 3.69+1.29% 270+0.75° 3.73+0.952
FCO 241+0.38° 209+0.10° 2.35+0.38°

FST: fresa sin tratamiento; FCT: fresa con calentamiento térmico; FCO: fresa con

calentamiento 6hmico.

Promedio de seis mediciones + desviacion estandar.

Dentro de cada fila de microorganismo y columnas por dia, los valores seguidos de la
misma letra indica que no existen diferencias significativas (p< 0.05) por prueba de
Tukey.
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VII. 6 Deshidratacion de fresas tratadas con calentamiento 6hmico

Debido a que el tratamiento de calentamiento 6hmico seleccionado (250 V / 60 °C/
2 min) probo ser efectivo para la descontaminacion de fresas, pero causo alteraciones a
las caracteristicas de calidad del fruto, se decidi6 someter las fresas tratadas con
calentamiento 6hmico a deshidratacion con aire caliente para evaluar si el calentamiento
ohmico pudiera ser una opcion para garantizar la inocuidad de fresas deshidratadas. Se
evaluaron dos condiciones de temperatura de deshidratacién (50 y 60 °C) y dos grosores
de la rebanada de fresa (3 y 6 mm).

La deshidratacion por aire caliente generalmente muestra dos etapas. La primera
etapa se produce de forma rapida ya que aqui se elimina la mayor parte del agua libre, y
en la segunda etapa se elimina el agua que se encuentra ligada al alimento y esto puede
tardar hasta dos terceras partes del tiempo de deshidratacion (Karam et al., 2016). Este
efecto se puede apreciar en la Figura 18, donde se muestran la perdida de Aw de los
tratamientos de deshidratacion. En el tratamiento a 50 °C en rebanadas de 3y 6 mm de
grosor, la eliminacion del agua libre tardé aproximadamente 3 y 4 horas, y para llegar a
una Aw final de 0.42 y 0.48, fueron necesarias 5 y 6 horas, respectivamente. En el
tratamiento a 60 °C, la primera etapa de deshidratacion se produjo a las 2 y 3 horas de
tratamiento en las rebanadas de 3 y 6 mm y la eliminacion del agua ligada,
independientemente del espesor de la rebanada de fresa, requirié 4 horas para tener una
Aw de 0.44 (Figura 17).

1.0 1.0+
= -2 3mm © 3mm
0.84 6 mm 0.8 - 6 mm
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0.2+ 0.24
0.0 T T T T 1 0.0 T T T T 1
0 2 4 6 8 10 0 2 4 6 8 10
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Figura 17. Curva de deshidratacion con aire caliente de rebanadas de fresa tratadas
con calentamiento 6hmico. A) 50 °C; B) 60 °C.
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Un aspecto a considerar durante la deshidratacidon es la temperatura utilizada ya
que la aplicacion de aire a altas temperaturas puede producir efectos sobre el color, el
contenido de fenoles, la actividad antioxidante y otros compuestos bioactivos (Sehrawat
et al., 2018). En los alimentos deshidratados, entre las caracteristicas de calidad que se
miden con frecuencia, se encuentran el contenido de solidos solubles, la acidez y el pH,
estas caracteristicas y otras como el color y la textura tienden a variar dependiendo del
proceso (tiempo, temperatura y velocidad del aire) (Moreno et al., 2014). Esto se pudo
observar en el tratamiento de 60 °C, donde, a partir de la quinta hora de tratamiento, las
laminas de fresa presentaron un color mas oscuro en comparacion con las fresas tratadas
a 50 °C (Figura 18).
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3mm

6 mm

3mm

B mm

Figura 18. Deshidratacion con aire caliente de laminas de fresa tratadas con

calentamiento 6hmico. A) 6 horas; B) 7 horas; C) 5 horas; D) 6 horas

Por lo anterior para continuar con la evaluacion del efecto combinado de
calentamiento 6hmico y deshidrataciébn con aire caliente sobre la viabilidad de los
microorganismos, se selecciond el tratamiento de deshidratacién a 50 °C durante 7 horas
en laminas de fresas de 6 mm de grosor con una Aw final de 0.40 y 1.41 % de humedad
(Figura 19).

Los cambios producidos por la aplicacién de ambos tratamientos en la calidad de

laminas de fresa se muestran en la Tablas 18 y 19.
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Figura 19. Cinética de deshidratacion con aire caliente (50 °C) de laminas de fresa
tratadas con calentamiento 6hmico. Cada punto representa la media + desviacion
estandar de cinco datos.

Tabla 18. Efecto de la combinacion de calentamiento 6hmico y deshidratacion con aire
caliente en las caracteristicas fisicas y quimicas de fresa fresca.

Parametro Valor

Sélidos solubles

. 11.23+1.29
(°Brix)
pH 3.29 £ 0.02
Acido citrico
1.04 £0.13
(%)
Firmeza (N) 11.78 £2.33

1 Promedio de 6 mediciones + desviacion estandar.

Las laminas de fresa deshidratadas registraron un aumento de aproximadamente
6 °Brix con respecto a la fresa fresca (4.87 °Brix), esto se debe a que, durante el proceso
de perdida de agua, los azlcares y otros nutrientes se concentran y estan presentes en
una mayor cantidad en igualdad de peso, como el contenido de acido citrico, el cual

presentd un aumento de aproximadamente 0.50 %; el pH de las fresas tratadas no mostré
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diferencias en comparacion con la fresa fresca. También se produjo un aumento en la
firmeza de las laminas de fresa deshidratada, (10.69 N); esto puede deberse a que,
durante la deshidratacion, la perdida de agua provoca alteraciones en la conformacién
espacial del tejido, produciendo rigidez en la estructura del producto (Sanabria et al.,
2018).

Con relacion al color, las laminas de fresa deshidratada mostraron cambios con
respecto a la fresa fresca, principalmente disminuyendo la luminosidad (L*) y aumentando
en la coordenada (a*) (Tabla 19).

Tabla 19. Efecto de la combinacién de calentamiento 6hmico y deshidratacion en el
color interno de fresa (corte transversal).

Coordenadas Fresa Fresa
de color Fresca deshidratada
L* 45.7+7.1372 37.7+7.33P
a* 19.45+7.15% 33.01+3.862
b* 16.90+5.792 17.32+1.86¢2

1 Promedio de 18 mediciones + desviacion estandar. los valores seguidos de la misma
letra indica que no existen diferencias significativas (p< 0.05) por prueba de Tukey.

En cuanto a la coordenada b*, no se observaron diferencias significativas entre la
fresa fresca y la fresa deshidratada, resultados que concuerdan con lo reportado por Ruiz
et al. (2005) en fresas variedad Chandler. Los resultados indicaron que la fresa
deshidratada presenta un color mas oscuro y con un pigmento rojo mas fuerte, estos
cambios de color en alimentos sometidos a procesos térmicos pueden estar asociados a
diversas causas, como la degradacion de pigmentos (antocianinas, carotenoides y
clorofila), asi como la oxidacion del acido ascoérbico y pardeamientos por recciones de
Maillard (Moreno et al., 2014).

Otra caracteristica de la fresa que puede influir en las variaciones del color es su
contenido de compuestos fendlicos, debido a que algunos de estos son los responsables

de su color caracteristico. La aplicacion de los tratamientos a las fresas frescas afecto el
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contenido de compuestos fendlicos (Figura 20). El contenido de fenoles totales en fresas
frescas (2.03 mg EAG/g fresa en peso humedo), en fresas tratadas con calentamiento
ohmico (1.74 mg EAG/g fresa en peso humedo) y en fresas que recibieron el tratamiento
de calentamiento 6hmico y posteriormente se deshidrataron (1.00 mg EAG/g fresa en
peso humedo) se redujo. Los valores de fenoles totales que se obtuvieron en este estudio
son mayores a los obtenidos por otros autores, quienes reportaron 1.71 mg EAG/g en
peso humedo de fresas frescas (Cao et al., 2019), y 1.85 y 0.64 mg EAG/g en peso
hamedo de fresas frescas y deshidratadas respectivamente (Lopez et al., 2017). Estas
variaciones pueden deberse al genotipo analizado, el grado de madurez del fruto y al
tiempo y temperatura de cosecha y almacenamiento (Guindiz et al., 2014). Por otro lado,
el descenso en el contenido de fenoles entre los tratamientos puede deberse a que,
dentro de los compuestos fendlicos presentes, algunos son hidrosolubles y

termosensibles por lo que pudieron verse afectados.
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Figura 20. Cambios en el contenido de fenoles totales en fresas sin tratamiento (FST),
fresas con calentamiento 6hmico (FCO) y fresas con calentamiento 6hmico y
deshidratacion con aire caliente (FDS). Cada barra representa la media + desviacion
estandar de tres datos. Letras diferentes representan diferencias significativas (p< 0.05)
por prueba de Tukey.

VII. 6.1 Inactivacion de L. monocytogenes y S. enterica en fresas tratadas
con calentamiento 6hmico y deshidratadas
La Aw, es la cantidad de agua libre en el alimento que se encuentra disponible

para el crecimiento de microorganismos y diversas reacciones enzimaticas. La
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deshidratacion por flujo de aire caliente es una tecnologia que elimina el agua libre
disponible en el alimento mediante la evaporacion; a Aw inferiores a 0.4, las reacciones
microbiolégicas y enziméticas se ven disminuidas (Moreno et al., 2014). Sin embargo, el
proceso de deshidratacion también puede generar un ambiente selectivo para el
desarrollo de microorganismos resistentes a condiciones de baja Aw, como hongos
levaduriformes y filamentosos los cuales pueden representan un riesgo a la salud por su
capacidad para producir micotoxinas (Fernandez Escartin, 2008), ademas de
microorganismos patdgenos que puedan estar presentes y sean capaces de sobrevivir y
causar enfermedades. En 2016 en Estados Unidos, el Centro para el Control y prevencion
de Enfermedades report6 17 brotes con 511 enfermos, asociados al consumo de
productos de baja Aw, dentro de los cuales se encontraban semillas, granos, frijoles y
nueces (CDC, 2016), y en 2017 se reporté un brote de S. Typhimurium vinculado al
consumo de coco deshidratado (CDC, 2017 b).

Por lo anterior y habiendo analizado los cambios producidos por los tratamientos
se continuo con la evaluacion de la aplicacién del tratamiento de calentamiento 6hmico
previamente seleccionado y su combinacién con el tratamiento de deshidratacién sobre
la inactivaciéon de los microorganismos patdgenos. Las fresas se inocularon con
aproximadamente 8.97 Log UFC mL* y 8.63 Log UFC mL™ de L. monocytogenes y S.
enterica, respectivamente, y se dejaron secar durante 50 min; después del secado del
inéculo, la poblacién de L. monocytogenes fue de 7.20 Log UFC gy la de S. enterica de
7.27 Log UFC g1. Cuando se aplico el calentamiento 6hmico se logré una reduccion de
4.44 y 451 Log UFC g1, de L. monocytogenes y S. enterica respectivamente. Sin
embargo, al aplicar el tratamiento de calentamiento 6hmico en combinaciéon con la
deshidratacion con aire caliente, no fue posible cuantificar microorganismos viables, es
decir las poblaciones de los microorganismos patdogenos se encontraron por debajo del
limite de deteccién de la técnica empleada (< 10 UFC). En otras palabras, la combinacion
de ambos tratamientos redujo las poblaciones de L. monocytogenes y S. enterica
aproximadamente 5.25y 5.31 Log UFC g1, respectivamente (Figura 21).
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Figura 21. Reduccién de L. monocytogenes y S. enterica en fresa fresca inoculada (FS)
por la aplicacién de calentamiento 6hmico (FCO) y calentamiento 6hmico y
deshidratacion (FDS). Cada punto representa la media + desviacién estandar de seis
datos.

Estos resultados contrastan con lo reportado por DiPersio y colaboradores en 2005
y 2007 que alcanzaron reducciones de 0.81 y 2.6 log UFC g*! de Salmonella en
rebanadas de papa y zanahoria deshidratadas a 60 y 80 °C, respectivamente. En otro
trabajo Torres. (2021) reportd reducciones de aproximadamente 3 logaritmos de S.
enterica en rebanadas de mango y jitomate deshidratadas a 50 °C durante 11 horas con
aire caliente. Estos resultados parecen indicar que la sola aplicacion de deshidratacion
con aire caliente no logra reducciones significativas de microorganismos patdgenos como
S. enterica. Por otro lado, en fresa, la combinacion del calentamiento 6hmico y la
deshidratacion con aire caliente como técnicas de barrera resultaron una buena opcién
gue mejora la calidad del producto final y reduce efectivamente las poblaciones de L.
monocytogenes y S. enterica. Estos resultados son similares a los obtenidos por Bai et
al. (2020) que reportaron reducciones de ~6 Log UFC g mediante la combinacién de

deshidratacion osmatica y deshidratacion con aire caliente a 100 °C/1 h en moras azules.

Después de la aplicacion de ambas tecnologias se realiz6 la cuantificacion de los
microorganismos indicadores de calidad. Si bien, en esta serie de experimentos no se
cuantifico el contenido de bacterias mesobfilas aerobias, mohos y levaduras, si se

compararon con los datos obtenidos previamente en las fresas frescas tratadas con
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calentamiento 6hmico (Tabla 17), donde, en el dia cero la media poblacional de estos
microorganismos fue de 3.57, 2.56 y 2.41 Log UFC g respectivamente. Al octavo dia
después de la aplicacion de los tratamientos la mediana del contenido de bacterias
mesofilas aerobias, mohos y levaduras fue de 1.95 Log UFC g%, valor que corresponde
al limite de deteccidn de la técnica (Tabla 20). Es decir, la aplicacion de calentamiento
ohmico y deshidratacion reduce a un nivel minimo las poblaciones microbianas que

suelen usarse como indicadores de calidad sanitaria de los alimentos.

Tabla 20. Contenido de mesdfilos aerobios, hongos y levaduras en fresa tratada con
calentamiento 6hmico y deshidratacién y almacenada a 25 °C durante 8 dias.

Bacterias
mesodfilas Hongos Levaduras
aerobias
Log UFC g'1
1.95 1.95 1.95
(1.95-2.00) (1.95-2.30) (1.95-2.00)

"Mediana (limite inferior-limite superior) de 9 muestras. El limite de deteccién de la
técnica fue 1.95 Log UFC g'1-

Estos resultados reiteran que la aplicacion combinada de calentamiento 6hmico y
deshidratacion con aire caliente logra reducciones importantes no solo de
microorganismos patdégenos que representen un riego al consumidor, también de hongos
y levaduras, los cuales son los principales deterioradores de la calidad y vida de anaquel
de la fresa (Bovi et al., 2019).
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VIIl.  CONCLUSIONES

Este trabajo proporciona informacion sobre el perfil microbioldgico de fresas provenientes
un mercado y de invernaderos, y destaca la necesidad de implementar medidas de
control que mejoren la inocuidad de los frutos.

La elevada prevalencia de L. monocytogenes y S. enterica en fresas frescas evidencia la
necesidad de establecer normas oficiales mexicanas que regulen su calidad

microbiolégica debido al riesgo de contraer enfermedades asociadas a su consumo.

El calentamiento 6hmico (60 °C / 250 V durante 2 min) aplicado a fresas frescas logré
reducciones significativas de L. monocytogenes y S. enterica (~ 4 Log UFC/ fresa), por lo
cual, esta tecnologia se perfila como una alternativa para garantizar la inocuidad de las
fresas; sin embargo, debido a que las caracteristicas de calidad de la fresa fueron
afectadas durante el almacenamiento a 4 °C, la aplicacion de calentamiento 6hmico en
fresa fresca se recomienda cuando su consumo sea inmediato 0 como un tratamiento de
descontaminacion previo a la aplicacibon de un método de conservacidbn como

congelacion o deshidratacion.

La combinacién de calentamiento éhmico a 60 °C y 250 V durante 2 min y la
deshidratacion con aire caliente a 50 °C durante 7 horas en fresas logré reducciones de
~5Log UFC g%, por lo cual, esta combinacién de tratamientos se considera efectiva para
la descontaminacion y conservacion de fresa, ademas, al ser técnicas que no modifican
su composicion, el producto final conserva su clasificacion de fruto minimamente

procesado.
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