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Meléndez Salinas M. 2012. Efecto de diferentes factores fisicos sobre la supervivencia de
(Salmonella entérica) en fresas y mangos congelados en Griffin, Georgia. Tesis Lic. en
Tecnologia Alimentaria, Universidad Nacional de Agricultura, Catacamas, Olancho,
Honduras.

RESUMEN

Actualmente la inocuidad de los alimentos es de suma importancia debido a la alta
incidencia de personas afectadas por el consumo de alimentos contaminados, por lo cual la
industria de las frutas y hortalizas se ha visto afectada debido a las medidas tomadas, el afio
pasado el presidente de EE.UU Barack Obama aprobd la Ley de Modernizacion de
Seguridad Alimentaria, la norma autoriza a la FDA a inspeccionar los productos antes de
pasar al recibidor o distribuidor final, suspender el producto por 30 dias e incluso, prohibir
el ingreso de la fruta si el exportador se niega a la revision. Esta norma incluye a todos los
alimentos que ingresen a EE.UU., incluyendo frutas y hortalizas. Por razones como las
mencionadas anteriormente es necesario este tipo de investigacion, la cual se realizo en las
instalaciones del laboratorio de parasitologia de la Universidad de Georgia, Griffin Campus
en conjunto con la Universidad Nacional de Agricultura, y se llevo a cabo con el objetivo
de observar la supervivencia de Salmonella ante distintos factores fisicos en fresas y
mangos. El trabajo consistio en contaminar dichas frutas con un inoculo elaborado a partir
de un pool bacteriano de cinco cepas distintas de Salmonella. El inoculo contaminante para
todo el experimento tanto en mangos y fresas fue 10pl de una concentracién de 10’
UFC/20pul. Se utilizaron fresas enteras las cuales fueron inoculadas con el contaminante en
toda su superficie, y expuestas a distintas temperaturas y tratamientos (21°C, 4°C, -20°C y
nitrégeno liquido que se almacenaba a -75°C), los tratamientos fueron azucar refinada en
toda la superficie de la fresa, también jarabe de azlcar refinada 8% y el nitrogeno liquido.
Los resultados obtenidos tanto en fresa como en mangos mostraron la capacidad de
resistencia que tiene la Salmonella a las bajas temperaturas, ya que sobrevivié a todas las
temperaturas y tratamientos, también se estudio la contaminacion cruzada en mangos de la
cascara hacia la pulpa en el momento que se realizan cortes para el consumo de la fruta,
obteniendo como resultado que en todos los casos hubo contaminacién cruzada. En cuanto
a la comparacion que se realizd entre estas dos frutas el mayor crecimiento se dio en
mangos.

Palabras claves: nitrogeno liquido, inoculo contaminante, inocuidad, seguridad

alimentaria.
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I INTRODUCCION

Las enfermedades transmitidas por los alimentos suponen un importante problema para la
salud. Millones de personas enferman y muchas mueren por consumir alimentos
insalubres. La inocuidad de los alimentos engloba acciones encaminadas a garantizar la
méaxima seguridad posible de los alimentos. Las politicas y actividades que persiguen

dicho fin deberan de abarcar toda la cadena alimenticia, desde la produccion al consumo.

Salmonella que fue el objeto de estudio en esta investigacion pertenece a la familia
Enterobacteriaceae constituida por bacilos gramnegativos no esporulados, que fermentan y
oxidan la glucosa, carecen de indofenol oxidasa, reducen los nitratos a nitritos y se hallan
ampliamente distribuidos por la naturaleza; muchas de sus especies tienen como habitat el
intestino del hombre y los animales, mientras que otras pueden infectar a plantas o tener

vida saprofita.

Todos los factores intrinsecos de un alimento influyen sobre el desarrollo microbiano, ya
sea de forma positiva o negativa. Teo6ricamente el gran nimero de factores que interviene
podria ser cuantificado, por lo que se podria establecer si ese alimento es 0 no un posible
medio adecuado para que se desarrollen gérmenes patdgenos. Si consideramos la cantidad
de alimentos diferentes que existen llegariamos a la conclusion de que seria una tarea
enorme recoger todos los datos sobre la relacion de cada factor con cada microrganismo, de
qué manera afectan o favorecen a su crecimiento. Por suerte los factores determinantes que
predominan en el crecimiento de microrganismos son sélo unos pocos, entre los que

destacan pH, aW, y temperatura.

Debido al aumento del nimero y de la gravedad de los brotes de toxinfecciones

alimentarias en los paises desarrollados, se ha proporcionado un mejoramiento en el control



de los microrganismos, como con el género de Salmonella en los alimentos, principalmente

en los que se refiere a sus cepas patdgenas.

Por lo tanto en la presente investigacion, para observar el comportamiento de esta bacteria
se utilizo un pool bacteriano de cinco cepas distintas de Salmonella (Salmonella enteritidis,
Salmonella tennessee, Salmonella baildon, Salmonella agona y Salmonella gaminara), las
cuales fueron inoculadas en fresas y mangos posteriormente expuestas a distintas
temperaturas y tratamientos, como el uso de azUcar, jarabe de azlcar para la superficie de
las fresas y nitrogeno liquido para la congelacién instantanea para ambas frutas. Los
efectos de estos factores sobre la supervivencia de Salmonella fueron medidos realizando

un analisis microbiolégico a las muestras tratadas.



Il OBJETIVOS

2.1 General

Determinar la influencia de distintos factores fisicos sobre la supervivencia de Salmonella
en fresas y mangos en Griffin, Georgia.

2.2 Especificos

Evaluar distintas temperaturas de congelacion en fresas y mangos para estimar cual es la

gue menos favorece al crecimiento y supervivencia de Salmonella.

Determinar el efecto que tiene la azlcar sobre la capacidad de crecimiento y supervivencia

de Salmonella.

Observar la influencia del uso de nitrégeno liquido como congelante, sobre la

supervivencia y crecimiento de Salmonella.



111 REVISION DE LITERATURA

3.1 Enterobacterias

3.1.1 Generalidades

La familia Enterobacteriaceae constituye un grupo grande y heterogéneo de bacterias
Gramnegativas. Reciben su nombre por la localizacion habitual como saprofitos en el tubo
digestivo, aunque se trata de gérmenes ubicuos, encontrandose de forma universal en el
suelo, el agua y la vegetacion, asi como formando parte de la flora intestinal normal de

muchos animales ademas del hombre (Garcia et al. 2010).

3.1.2 Morfologia e identificacion

En ocasiones, en cultivos jovenes, se pueden observar formas cocobacilares y hasta
cocoides. Sus bordes son rectos y sus extremos curvos. La presencia de capsula se puede
observar en algunas cepas de E. coli. Las bacterias pertenecientes a esta familia no pueden
clasificarse sobre la base de la coloracién de Gram, puesto que todos sus miembros se

presentan con la misma forma y afinidad tintoreal.

La temperatura 6ptima de crecimiento de la mayoria de sus especies es de 37°C, aunque
algunas E. coli y Salmonella toleran temperaturas de hasta 42°C, y otras como Yersinia y

Serratia pueden crecer a baja temperatura entre 1 y 5°C (Hernandez et al. 2001).



3.2 Salmonella spp

3.2.1 Generalidades

Salmonella spp es uno de los principales microrganismos implicados en las enfermedades
transmitidas por alimentos. La infeccion conocida como salmonelosis se puede manifestar
como dos procesos patoldgicos diferentes, la fiebre tifoidea o la gastroenteritis. Las
bacterias pertenecientes a este género se caracterizan por ser bacilos Gram negativos,
anaerobios facultativos, utilizan citrato como U(nica fuente de carbono y poseen

metabolismo de tipo oxidativo y fermentativo. (Méndez 2010).

Los miembros del género se pueden clasificar en tres grupos:

a) Los que no tienen preferencia por algun huésped en especial, por lo que infectan tanto al
hombre como a los animales. En este grupo se encuentran la mayoria de las serovariedades

responsables de las salmonelosis.

b) Los que infectan sélo al hombre: Salmonella Typhi, Salmonella Paratyphi A y
Salmonella Paratyphi C

c) Los que estan adaptados a un huésped animal: S. Abortusovis, a los ovinos; S.

Abortusequi, a los equinos y S. Gallinarum, a las aves

La salmonelosis se presenta en términos generales, dentro de dos espectros clinicos: el
primero, la fiebre entérica mas conocida como fiebre tifoidea, caracterizada por ser un
cuadro febril sistémico cuyos agentes etiologicos son S. typhi y S. paratyphi, donde el
hombre se comporta como Unico huésped; y el segundo, la gastroenteritis, caracterizada por
sintomas como dolor abdominal, malestar general, vomito, diarrea y en algunos casos
fiebre, frecuentemente relacionado a previo consumo de alimentos contaminados de origen

animal, es importante tener en cuenta que en los pacientes adultos inmunocomprometidos

5



con infeccion por Salmonella no tifoidea, existe mayor mortalidad relacionada con

bacteriemia recurrente.

Los serotipos de Salmonella mas representativos a nivel mundial son S. enteritidis y S.
typhimurium (24,1% y 6,6% de los brotes atribuidos a estos serovares respectivamente);
ubicandose asi como el principal microrganismo bacteriano implicado (46,9%) dentro del
espectro de las Enfermedades Transmitidas por Alimentos (ETA) (Méndez 2010).

3.2.2 Habitat

La mayoria de los representantes de la familia se encuentran en el tracto intestinal del
hombre y de los animales, bien como patdgenos, bien como comensales En el ambiente las
bacterias pertenecientes al género Salmonella spp. estan presentes en los afluentes de los
rios, y heces secas de los animales, en el lodo residual de arroyos y aguas costeras, con el
consiguiente riesgo de diseminacion. En grupos de animales destinados al consumo
humano, pueden permanecer viables durante varios meses y pueden ser diseminadas por
aerosoles y el polvo, originando una contaminacién ambiental acumulativa (Dos Santos
2007).

Se transmite por via fecal-oral y por contacto con agua contaminada. (Ciertos protozoos
pueden actuar como un depdsito para el organismo). Puede, por ejemplo, contaminar la
carne, la granja del agua de riego (por lo tanto contaminacion de dichos productos en el
campo), el suelo y los insectos, equipo de la fabrica, las manos y superficies de la cocina 'y
utensilios (FDA 2012).

3.2.3 Patogenicidad de Salmonella

Algunas serovariedades por ejemplo: (S. typhi, S. paratyphi A., S. paratyphy C y S. sendai)
estan adaptadas al hombre como hospedador y generalmente causan sindrome septicémico-

tifoideo en los seres humanos. Las demas serovariedades, sin embargo, causan
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gastroenteritis en el hombre. La fiebre tifoidea es muy comdn en algunos paises en
desarrollo, mientras que es rara en los paises desarrollados en los que la gastroenteritis
causada por Salmonella se encuentra entre las causas principales de morbilidad por
consumo de alimentos. Las serovariedades implicadas varian de acuerdo con la zona
geogréfica, pero frecuentemente incluyen a S. typhimurium, S. enteritidis, S. heidelberg, S.
agona, S. newport, S. infantis, S. panama, S. saint paul y S. welteveden. En la actualidad S.
enteritidis ha llegado a ser la serovariedad dominantemente responsable de la enfermedad,

seguida de S. typhimurium (Dos Santos 2007).

3.2.4 Epidemiologia

Investigaciones detalladas de brotes transmitidos por alimentos han indicado que la
ingestion de sélo unas cuantas células de Salmonella puede resultar infecciosa. Datos

cientificos indican que de 1 a 10 células pueden constituir una dosis infectiva humana.

La fuente maés frecuente de los humanos adquirir la salmonelosis (serotipos
gastroentéricos), es por medio de la ingestién de alimentos y aguas contaminadas. Los
pollos y los derivados carnicos son la fuente mas comun de infeccién. La infeccidn de
persona a persona o de animal a persona es menos habitual, aunque en hospitales y
unidades cerradas se han descrito epidemias por esta via, principalmente entre los neonatos
y personas con otras enfermedades de base que comprometen el sistema inmune. La
infeccion por S. typhi es sefial del contacto con heces humanas contaminadas por este

microrganismo, ya que el hombre es su Unico reservorio.

Cada pais tiene su propio esquema de circulacion de serotipos; en nuestro medio, los
serotipos que mas frecuentemente circulan son, en las enfermedades gastroentéricas: S.
enteritidis, S. agona y S. anatum; en las infecciones extraintestinales los serotipos que
priman son: S. enteritidis, S. namibia y S. infantis. El conocimiento de los serotipos
circulantes es un importante marcador epidemioldgico, como lo es el fagotipaje para la S.

typhi. En algunos paises donde prima el serotipo S. typhimurium es frecuente el uso del



fagotipaje para este serotipo. EI control de la salmonelosis se basa en las medidas
higiénico-sanitarias, asi como en el control de los alimentos tanto de los humanos como de
aquellos suministrados a aves u otros animales de consumo por el hombre (Hernandez et al.
2001).

3.2.5 Caracteristicas de los cultivos

En los medios de aislamiento primarios, ya sean diferenciales o selectivos, que contienen
como sustrato de diferenciacion la lactosa, las colonias de Salmonella se observan como no
fermentadoras de este carbohidrato. La mayoria de las cepas son moviles, producen acido y
gas a partir de la glucosa, aunque algunas especies como S. typhi son anaerogénicas.
Producen acido y gas a partir del manitol, dulcitol y sorbitol. Raramente utilizan la lactosa
en su metabolismo, la sacarosa, salicina o adonitol. La produccién de indol es excepcional,
no hidrolizan la urea ni deaminan la fenilalanina. La mayoria de los serotipos emplean el
citrato como fuente de carbono, aunque algunos, como S. typhi, no lo utilizan; igualmente
ocurre con la produccion de H2S. Casi nunca crecen en el medio KCN (Hernandez et al.
2001).

3.3 Supervivencia de Salmonella

3.3.1 Temperatura

La evidencia mas reciente indica que la exposicion prolongada de cepas mesofilas a
condiciones de estrés térmico se traduce en mutantes de Salmonella typhimurium capaces
de crecer a 54 °C. La viabilidad de la Salmonella en los alimentos secos almacenados a
temperatura > 25 °C disminuye con el aumento de la temperatura de almacenaje y con el

aumento del contenido de humedad.



3.3.2 pH

La capacidad de adaptacion fisiologica de Salmonella spp. se demuestra por su capacidad
de multiplicarse a valores de pH que varian desde 3,8 hasta 9,5. Los efectos
bacteriostaticos o antibacterianos de los medios &cidos dependen del acidulante. De los
acidos organicos formados por los cultivos iniciadores en la carne, en los alimentos lacteos
y en otros alimentos fermentados, y de los diversos acidos organicos que se utilizan en la
acidificacion de productos, los acidos propidnico y acético son més bactericidas que los

acidos lacticos y citrico asociados a los alimentos corrientes.

3.3.3 Actividad de agua

Los estudios han demostrado que los alimentos con aw de valores < 0,93 no sustentan el
crecimiento de Salmonella. Aunque por lo general las Salmonellas son inhibidas en
presencia de un porcentaje de sal de 3 a 4 %, la tolerancia de la sal por parte de las bacterias
aumenta con el aumento de la temperatura en el intervalo de 10 a 30 °C. Sin embargo, el
fendbmeno Udltimo va acompafado de una fase de latencia prolongada y de una tasa de

crecimiento disminuida.

3.3.4 Refrigeracion

Las Salmonellas tienen propiedades psicrotréficas, reflejadas en la capacidad de crecer en
alimentos almacenados a temperaturas comprendidas entre 2 y 4 °C. Ademas, el
acondicionamiento previo de las células a temperaturas bajas puede aumentar notablemente
el crecimiento y la supervivencia de las Salmonellas en alimentos refrigerados. Estas
caracteristicas del crecimiento suscitan preocupaciones acerca de la eficacia de las
temperaturas de refrigeracion para garantizar la inocuidad de los alimentos por medio de la

bacteriostasis (Dos Santos 2007).



3.4 Panorama de la seguridad alimentaria

Los beneficios asociados con el consumo normal de frutas y hortalizas frescas han sido
claramente demostrados y fomentados por las autoridades nacionales e internacionales en
nutricion y salud. Sin embargo, ha habido un incremento en el nimero de brotes de
enfermedades asociadas con el consumo de productos frescos. Varios brotes han recibido
amplia cobertura de los medios de comunicacion, aumentando preocupaciones acerca de la
seguridad potencial de frutas y hortalizas frescas. EIl hecho de que los productos frescos no
sean procesados, es un paso que reduce o elimina los riesgos de seguridad, ha conducido a
la industria, las autoridades reguladoras y la comunidad cientifica a enfocar los esfuerzos de
investigacion y educacidon sobre los pasos que previenen la ocurrencia de la contaminacion

que puede causar la enfermedad.

La produccion de alimentos e industrias relacionadas con la agricultura juegan un rol
importante en la economia de practicamente todos los paises. Los acontecimientos que
impactan en forma negativa la salud o decisiones de compras de los consumidores pueden
también impactar la rentabilidad de las industrias que proveen alimentos. Las
consecuencias econdémicas pueden ser desastrosas, no solo debido a la pérdida inmediata de
ingresos, pero porque la pérdida de trabajos para los trabajadores agricolas e industrias
afiliadas afecta a las familias y a la sociedad en general. Estos efectos pueden ser de largo
plazo (Rushing 2012).

Las importaciones estadounidenses de mangos mexicanos subieron a un récord de 518,4
millones de libras en 2011 y, junto con grandes volimenes de otros grandes proveedores,
condujo el volumen anual de las importaciones a su mayor nivel del afio pasado, un total de
£ 810,4 millones. Como resultado, el mango fresco doméstico uso per capita en 2011
tambieén alcanz6 un récord en 2,53 libras, frente a la anterior maximo de 2,23 libras en
2010. (USDA 2012).
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La comercializacion de estos productos en un gran mercado lo cual también implica
grandes riesgos. En 31 estados, entre el 1 de enero y el 9 de octubre de 2007, se tomaron
de personas enfermas por lo menos 152 aislados de Salmonella entérica serotipo
1,4,[5],12:i:- con una inconfundible huella genética. Se han identificado casos de personas
con salmonelosis causada por la cepa de Salmonella con esta huella genética en Arizona (1
persona), California (6), Connecticut (3), Delaware (5), Georgia (2), ldaho (6), lllinois (3),
Indiana (3), Kansas (2), Kentucky (8), Massachusetts (5), Maryland (5), Maine (1),
Michigan (3), Minnesota (6), Missouri (11), Montana (4), Nevada (6), New York (6), Ohio
(8), Oklahoma (1), Oregon (2), Pennsylvania (13), Tennessee (5), Texas (4), Utah (2),
Virginia (6), Vermont (2), Washington (2), Wisconsin (19), y Wyoming (2). Las edades de
las personas afectadas oscilan entre menos de 1 afio y 87 afios, con una media de 20 afios;
el 49% de las personas enfermas son mujeres. Por lo menos 20 personas han sido

hospitalizadas. No se ha reportado ninguna muerte (CDC 2012).

Mas de 1,200 personas fueron hospitalizadas debido a brotes de enfermedades transmitidas
por los alimentos en el 2008. Esto equivale al 6% de todas las personas que se enfermaron
por los brotes (un alto porcentaje si se compara con el promedio de 4% notificado entre el
2003 y el 2007. Es mas, este fue el mayor nimero de hospitalizaciones relacionadas con
enfermedades trasmitidas por los alimentos reportadas desde que se puso en marcha el
sistema de vigilancia de brotes en 1973. Las principales causas de hospitalizacion fueron:

*Salmonella (62%)
*E. coli productora de la toxina Shiga (17%)

*Norovirus (7%)

El noventa por ciento de las enfermedades causadas por brotes de botulismo llevaron a
hospitalizacién lo mismo que el 76% de las enfermedades relacionadas con brotes de
listeria, 22 muertes se atribuyeron a enfermedades trasmitidas por los alimentos. La
Salmonella fue responsable de la mayoria de muertes (13) seguida por Listeria y E. coli (3
cada una) (CDC 2012).
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Debido a todas estas circunstancias se han tomado medidas para el aseguramiento de la
inocuidad de los alimentos tanto en EE.UU como otros paises, un ejemplo de esto son las
leyes aprobadas en el pais mencionado para el control de los alimentos que pretenden
ingresar a su territorio, lo cual autoriza a la FDA a cerrarle las puertas a cualquier pais que

no se someta a las revisiones necesarias. (FDA 2012).

Sin embargo este problema es bien dificil de controlar, recientemente el 29 de agosto de
2012, la FDA advierte a los consumidores sobre el riesgo de consumir mangos
provenientes de Agricola Daniella, un proveedor de mangos con maultiples plantaciones y
una Unica planta de empaque ubicada en Sinaloa, México. Los anélisis realizados por la
FDA detectaron Salmonella en los mangos de este productor. Algunos lotes de mangos
solo de la marca Daniella fueron retirados del mercado por Splendid Products en
Burlingame, California. Un importador de Canada también inici6é un retiro voluntario del
mercado s6lo de los mangos de la marca Daniella en dicho pais como resultado de la
enfermedad ocasionada por Salmonella Braenderup. Ademas, diversas empresas que
usaron mangos de la marca Daniella suministrados por Splendid Products en sus productos
con fruta recién cortada, también iniciaron retiros del mercado de los productos
mencionados. (FDA 2012).

En los productos recién cortados aumenta el riesgo de crecimiento bacteriano y la
contaminacion mediante la ruptura de la barrera exterior natural del producto (Ref. 6). La
liberacion de liquidos de la planta celulares cuando el producto es picado o desmenuzado
proporciona un medio nutritivo en el cual los patdgenos, si esta presente, puede sobrevivir o
crecer (Ref. 6). Por lo tanto, si los patdgenos estan presentes cuando la integridad de la
superficie de la fruta o verdura es roto, el crecimiento de patdgenos puede ocurrir y la
contaminacion puede extenderse. La elaboracidon de productos frescos sin procedimientos
sanitarios adecuados en el entorno de procesamiento aumenta el riesgo de contaminacién

por agentes patdgenos. (FDA 2008).
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Ahora, la prevencion, por supuesto, es posible en muchos puntos, pero habria que hablar de
la porcién inferior final alli donde la formacion del manipulador de alimento entra en juego,
lavado de manos, inspeccion de restaurantes, la educacion del consumidor, es una especie
de un acuerdo global, pero hay un nimero de puntos posible a lo largo de la cadena.
(USDA 2002).

La seguridad alimentaria es una parte integral de la produccion de todos los alimentos y la
responsabilidad compartida de todos los segmentos de la cadena de suministro. En los
ultimos tiempos ha habido una creciente conciencia de la necesidad de evaluar las practicas
de seguridad alimentaria en la produccion de productos agricolas. Demandas de los
consumidores por formas nuevas y convenientes de produccién han conducido al desarrollo
de "del campo a la mesa” practicas de inocuidad de los alimentos en la industria de
productos frescos. EIl uso de un programa de pruebas microbioldgicas es una herramienta
que se puede utilizar en el desarrollo y verificacion de un programa de seguridad
alimentaria (UFPA 2010).

3.5 Buenas Précticas Agricolas

La mejor forma de combatir la problematica de la contaminacion de alimentos es la
prevencion, por lo cual es necesaria la aplicacion correcta de los sistemas de calidad en toda
la cadena alimenticia comenzando por el campo con las BPA. Buenas précticas de manejo
se refiere a las practicas generales para reducir el riesgo microbioldgico en los alimentos.
El término puede incluir tanto las “Buenas Practicas Agricolas (GAPs)” que se emplean en
el cultivo, recoleccion, seleccion, empaque y almacenamiento, como las “Buenas Practicas
de Manufactura (GMPs)” en el contexto de los procesos de seleccion, empaque,

almacenamiento y transporte.

La calidad del agua, y la forma y el momento en que se usa, asi como las caracteristicas de

la cosecha afectan la posibilidad de contaminacion de las frutas y hortalizas. En general se
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puede decir que la calidad del agua en contacto directo con la parte comestible de las frutas

y hortalizas debe ser superior a la del agua que tiene contacto minimo con dichas areas.

También se tienen que tomar en cuenta aspectos como la higiene de los trabajadores, los
cuales entran en contacto directo con las frutas, las instalaciones sanitarias deben de
cumplir con las normas establecidas para reducir al minimo los riesgos de contaminacion,
Las instalaciones de empaque deben de estar en condiciones optimas limpias. Se solicita a
los operadores y a otras personas que participan en el transporte de frutas y hortalizas a que
examinen el transporte de las mismas en todos los niveles del sistema, incluido el transporte
desde la granja a la cAmara refrigerante, las instalaciones de empaque y los centros de
distribucién y venta al por mayor o al por menor. EIl transporte adecuado de las frutas y
hortalizas frescas ayuda a reducir el riesgo de contaminacion microbiologica. Para asegurar
el éxito de los programas destinados a entregar alimentos seguros al consumidor es
necesario mantenerse en contacto directo y continuo con el personal encargado del
transporte (CFSAN y FDA 1998).

3.6 Conservacion de frutas

Se ha demostrado que la congelacion rapida de los alimentos, conserva mejor la calidad
inicial de los productos ello es debido a que con la congelacién rapida se forman pequefios
cristales de hielo, que respetan en gran medida la estructura original de los alimentos. Con
una congelacion lenta, se forman grandes cristales que producen una rotura celular. A la
congelacién réapida de productos alimenticios se le conoce actualmente como
“ultracongelacion”, y se realiza en solo unos minutos dependiendo de los sistemas

empleados, que basicamente son dos:

a) Ultracongelacion por aplicacion de gases criogénicos (nitrogeno liquido
principalmente) a bajas temperaturas, con lo que el proceso puede tener lugar en tan

solo 1 a 15 min.
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b) Ultracongelacién con equipos mecénicos (compresores frigorificos y otras maquinas
auxiliares (Madrid et al. 2003).

En esta investigacion se utilizd el método de congelacion por aplicacién de gases
criogénicos (nitrégeno liquido) el cual se aplico por medio de inmersion los cual presenta
ciertas desventajas debido al costo ya que el nitrogeno liquido al entrar en contacto con la
fruta pasa al estado gaseoso. A continuacion se presentan las ventajas del uso de nitroégeno

liquido:

-Menor deshidratacion del producto durante la congelacion.

-Menores perdidas de peso del producto al proceder a su descongelacion (mejor retencion
del agua). Si el proceso se realiza bien las perdidas se pierden completamente.

-Mejores caracteristicas organolépticas (olor, color, sabor, textura). EI color y el olor serén

mas parecidos a los que tenia el producto inicialmente.
-Mejor calidad microbioldgica (detencién del desarrollo microbiol6gico y enzimatico).

-Detencion de los procesos de oxidacion y enranciamiento, provocados por el oxigeno y el

desarrollo microbiano (Madrid et al. 2003).

Segun el Codex Alimentarius se entiende por fresas congeladas rapidamente el producto
preparado con fresas frescas, limpias, sanas, maduras, sin tallo y de textura firme, que se
ajusten a las caracteristicas de las especies Fragaria grandiflora L. y Fragaria vesca L.
(Codex Alimentarius 1981).

La congelacion de frutas comenzd a escala comercial a inicios de este siglo en Estados
Unidos de América. Se comenzo por congelar frutas que eran lavadas, preparadas y

seleccionadas previamente. Unas variedades de fruta aguantan mejor el proceso de
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congelacion que otras. Para este proceso se debe de seguir un conjunto de pasos para que el
mismo sea efectivo; se debe de lavar la fruta, se seleccionan las frutas que estén en un
estado de maduracién incipiente debido a que las que estdn muy maduras su estructura no
resistira la congelacion. Se pueden afiadir sustancias que ayuden a que la fruta soporte la
congelacion como el acido ascdrbico, el azucar ya sea afiadida directamente o diluida en un

jarabe como lo es en el caso de esta investigacion.

Dentro de las frutas, las fresas son las que mas se someten a congelacion por los buenos
resultados que se obtienen. Las fresas se deben recoger cuando aun no han madurado
completamente y se deben llevar rapidamente a la instalacién congeladora, si es posible por

transporte frigorifico. Entre las operaciones previas a su congelacién destacan:

- Separacién del céliz y lavado de las fresas
- Escurrido de las fresas
- Seleccidn de las fresas

- Alimentacidn de las fresas al congelador

El lavado de las fresas y su posterior escurrido aun deja una pequefia capa de humedad
sobre ellas, lo que es muy conveniente ya que asi se evita la desecacion de las mismas

durante la congelacién (Madrid et al. 2003).
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IV MATERIALES Y METODOS

4.1 Ubicacion y descripcion del sitio de investigacion

La investigacion se llevo a cabo en las instalaciones del laboratorio de parasitologia de la

Universidad de Georgia, dentro del edificio de Tecnologia Alimentaria ubicado en Griffin,

Georgia, Estados Unidos de América. En el periodo comprendido entre Julio-Octubre del

afio 2012.

4.2 Materiales y equipo

Equipo:

-Auto clave
-Incubadora

-Estufa

-Bafio Maria
-Mechero de bunsen

Materiales:

-Asas de siembra

-Espatulas

-Probetas

-Matraz Enlermeyer

-Pipetas (1ml, 5ml, 10ml)
-Cronometro

-Agar XLD

-Acido Nalidixico

-Caldo de Soja Triptico (TSB)

-Congelador T° -20°C
-Congelador T° -75°C
-Contador de colonias
-Balanza analitica

-Navaja

-Esparcidores de vidrio
-Placas petri

-Tubos de ensayo

-Tubos de polietileno de 50 ml
-Microtubos 1 ml

-Mortero

-Agitador



4.3 Metodologia

El trabajo consistio en contaminar las fresas y mangos con un inoculo elaborado a partir de
un pool bacteriano de cinco cepas distintas de Salmonella (Salmonella enteritidis,
Salmonella Tennessee, Salmonella baildon, Salmonella agona y Salmonella gaminara). El
inoculo para toda la investigacién tanto en mangos y fresas fue 10ul de una concentracion
de 10" UFC/20pl. Se utilizaron fresas enteras de aproximadamente 20-25 gr las cuales
fueron inoculadas con el contaminante en toda su superficie, y expuestas a distintas
temperaturas y tratamientos (21°C, 4°C, -20°C y NL que se almacenaba a -75°C), los
tratamientos fueron azucar refinada en toda la superficie de la fresa, inmersién en jarabe de
azucar refinada 8% vy el nitrogeno liquido. Con los mangos se trabajé de forma parecida
que las fresas, se obtuvo la pulpa la cual se peso en pedazos de 20-25gr fue inoculada y
almacenada a las mismas temperaturas que la fresa, con los mangos también se observo la
contaminacion cruzada que puede ocurrir al momento de cortar el mango para su consumo,
luego de el almacenamiento se recuperaron las bacterias mediante un lavado tanto en las
fresas y mangos para su siembra en placas y posterior conteo. Para cada experimento se
utilizaban 12 muestras en el caso de las fresas una muestra era una fresa de 20-25 gr, para
el experimento con mango se utilizé pulpa siempre con un peso aproximado de 25 gr, para
la parte de contaminacion cruzada en mango en la cual se analiz6 tanto pulpa como cascara
se utilizd el mismo peso de muestra para la pulpa (25gr), las muestras de cascara pesaban

entre 3-5 gr, por que se utiliz6 como muestra la cascara que cubria la muestra de pulpa.

4.4 Descripcién de los experimentos

La investigacion se dividié en dos etapas la primera fue el trabajo con fresas la cual abarco

cuatro experimentos:
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4.4.1 Fresas

En este primer experimento se trabajé con fresas, sin aplicar ningun tipo de tratamiento
diferente a las diferentes temperaturas, los procedimientos tanto para este experimento
como para todos los demas fue el mismo. Los cuales son descritos posteriormente que
basicamente son la inoculacién con el contaminante, almacenamiento a las distintas
temperaturas, recuperacion de las bacterias por medio de un lavado con agua peptonada
0.1%, seriado de dilucion, la siembra tanto en placas como en tubos de enriquecimiento,
incubacion y el conteo de resultados. Cabe destacar que por cada uno de estos
experimentos se utilizaban 12 fresas 3 por cada temperatura.

4.4.2 Fresas con azucar

En este experimento se aplico un tratamiento después de la inoculacion y la hora que se
esperaba para el debido secado del inoculo contaminante, el cual consistio en pasar las
fresas antes de ser almacenadas a las distintas temperaturas por azUcar refinada para cubrir

su superficie tratando de esta manera reducir el crecimiento de Salmonella.

4.4.3 Salmonella adaptada a la acidez con azucar

Debido a que los conteos de las colonias en los primeros experimentos fueron
sustancialmente bajos, se decidio realizar un proceso de adaptacién a la acidez con las
bacterias. Se comenzd la adaptacion elaborando un puré de fresas, machacando las frutas
con un mortero y diluyendo el puré con 10 ml de agua destilada, para facilitar la
distribucion en los tubos de ensayo, se media el pH el cual siempre rondo entre 2.53-3, se
colocaban 9 ml de puré por tubo con un total de 5 tubos de ensayo, en cada uno se afiadia
1ml del inoculo contaminante 107 el mismo que se utilizé en los experimentos anteriores y
que ha sido replicado para la viabilidad de las bacterias, luego los cinco tubos eran
incubados a 37°C durante 24 horas, después de este tiempo se tomaba 1 ml de cada tubo
para ser cultivado en 9 ml Caldo de Soja Triptico suplementado con Acido Nalidixico de
TSBNA el cual es un medio enriquecido para Salmonella contenido en otro tubo de ensayo,
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lo mismo se hacia con los cinco tubos que contenian el puré, después los 5 tubos de ensayo
que contenian el TSBNA con las bacterias debidamente rotulados indicando el numero de
tubo se incubaban durante 24 horas, después de este tiempo, se sembraban 2 placas con el
medio XLD por cada tubo, se utilizaban 250 ul por placa esto para observar el crecimiento
y la adaptacion de la bacteria a la acidez, luego se pasaba 1 ml de cada tubo de
enriquecimiento a 5 nuevos tubos que contenian un puré nuevo, se volvia a incubar por el

mismo tiempo y el mismo procedimiento se realizo cinco veces.

Las bacterias resultantes fueron las bacterias adaptadas al &cido que se utilizaron tanto para
este experimento como para el experimento con jarabe de azlcar. Para poder utilizar estas
bacterias se tomaron con un asa de siembra y con las condiciones de esterilidad adecuadas
varias colonias de las distintas placas las cuales se disolvieron en 9 ml de TSBNA e
incubaron durante 24 horas. Después del tiempo de incubacion se obtenia un pool de 10°
bacterias dicha concentracion se comprobaba realizando la siembra en placa, a partir de este
nuevo pool de Salmonella adaptadas al acido se realiz6 el inoculo contaminante para este
experimento. Los pasos para este experimento son los mismos que el anterior la Gnica

diferencia es que las bacterias pasaron por un proceso de adaptacion a la acidez.

4.4.4 Fresas con jarabe de azUcar

En este experimento se siguieron utilizando las bacterias adaptadas, el tratamiento fue
sumergir las muestras en un jarabe de azUcar refinada a una concentracion del 8%, siempre
después de la inoculacién y del tiempo que se espera para el secado del inoculo

contaminante (1 hora), siguiendo los pasos de los experimentos anteriores.

La segunda etapa del experimento fue el trabajo que se realiz6 con los mangos la cual

abarco dos experimentos:
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4.4.5 Pulpa de mango

En este experimento se utilizaron muestras de pulpa de mango de 20-25 gr (Figura 1) para
observar la supervivencia de Salmonella, el inoculo fue el mismo que se utilizé con las
fresas asi como el procedimiento que se aplico. Para los mangos se trabaj6 con las bacterias
normales que no fueron sometidas a ningun proceso de adaptacion a la acidez debido a que
la diferencia entre las bacterias adaptadas al acido y las que se utilizaron en el primer

experimento no fue notable.

Figura 1. Muestras de mango inoculadas con Salmonella.

4.4.6 Contaminacién cruzada

Con este experimento se buscaba observar la contaminacién cruzada que podria ocurrir al
momento de cortar el mango para su consumo, se cortdé el mango en rodajas como se
muestra en la Figura 2, las cuales fueron contaminadas con el mismo inoculo, se espero que
se secaran para realizar el corte de las muestras, una ves obtenidas las 12 muestras se
separaban de la cascara y se analizaban por separado para ver que tantas bacterias se

llevaron de la cascara hacia la pulpa al momento del corte y también para determinar las
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cantidad de bacterias que se mantenian en la cascara. Los mismos pasos del experimento

anterior se utilizaron para este.

Figura 2. Mango contaminado en la cascara para la observacion de la contaminacion

cruzada al momento del corte para el consumo.

4.5 Manejo del experimento

4.5.1 Preparacion de medios

El medio de cultivo que se utilizé para Salmonella fue agar XLD suplementado con acido
nalidixico (50ug/ml). El cual era preparado con anticipacion para cada semana de trabajo,
la cantidad preparada era de aproximadamente 1.7 a 2 litros por semana, de los cuales se
obtenian 180-200 placas listas para ser utilizadas. Para la preparacion del medio los frascos
eran debidamente esterilizados y rotulados con la respectiva informacién (medio XLD,
fecha de elaboracion, el suplemento afiadido en este caso &cido nalidixico). Se utilizaron
beakers de 1000 ml la cantidad de medio era de 55gr por cada litro de medio, se disolvia
todo el medio en agua destilada luego se calentaba en las estufas y se agitaban con perlas
magnéticas hasta que estos alcanzaban la ebullicion, luego se depositaban en el bafio maria
para controlar la temperatura la cual era 55°C la adecuada para afiadir el antibiético (acido
nalidixico 1%), una ves afiadido el antibiético el medio se agitaba suavemente para tener
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una distribucion homogeénea del antibiotico, luego se repartia en las placas como se muestra
en la Figura 3, se esperaba a que el medio solidificara para luego almacenar las placas a
temperatura de refrigeracion hasta su uso.

Figura 2. Reparticion en placas del medio agar XLD.
4.5.2 Preparacion pool bacteriano

Se utilizaron 5 cepas (Salmonella enteritidis, Salmonella Tennessee, Salmonella baildon,
Salmonella agona y Salmonella gaminara) (Figura 4), para la preparacion de el pool
bacteriano. Se realizd un solo pool, se cultivaron en cantidades iguales, el medio de cultivo
a utilizar para el pool bacteriano fue caldo de soja triptico suplementado con &cido
nalidixico (50ug/ml) (TSBNA). Cada cepa por separado a una concentracién de 10° se
mezcl6 en un solo tubo, 1 ml de cada cepa. Todo este proceso se realiz6 en un ambiente de

esterilidad proporcionado por un mechero de bunsen.
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Figura 3. Las cinco cepas de Salmonella y el pool bactriano.
4.5.3 Preparacion del inoculo contaminante

El inoculo contaminante que fue 10’ UFC/20ul del cual se utilizaban 10 ul para cada
muestra (fresa, mango con peso 20-25 gr) se preparaba para cada experimento a partir del
pool bacteriano que tiene una concentracion conocida de 10° UFC/ml utilizando la

siguiente formula:

C1V1: C2V2

Donde: C;= concentracion inicial
V1= volumen inicial
C,= concentracion final

V>= volumen final

Para poder definir el inoculo final se realizaron una serie de pruebas las cuales consistieron
en utilizar distintas concentraciones del inoculo contaminante, 10%, 10°, 10° 10’

Inicialmente se trabajo con el inoculo 10 se inocularon las fresas y se trataron con
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escaldado y congelacion sin obtener resultados en placas. EI Cuadro 1 muestra los
resultados obtenidos con el inoculo 10,

Cuadro 1. Experimento con Salmonella, uso de escaldado y distintas temperaturas peso

muestra= 20-25 gr concentracion inoculo 10,

CL-20°C CR-80°C TA4°C
B NB B NB enri|confir| 1/1
enrilconfirl 1/1 | enri [confir| 1/1 | enri [confir| 1/1 ]| enri [confir| 1/1
A - 0 - 0 - 0 + +
B - 0 - 0 - 0 + +
C - 0 - 0 - 0 + +
+ posti + 0

En estos resultados se observd que no hubo conteo, sin embargo los tubos de
enriquecimiento fueron positivos para la temperatura -80°C sin escaldado, por lo cual se
confirmo si habia presencia de Salmonella sembrando en placas la cual resulto positiva.

Este experimento se repitio dos veces obteniendo los mismos resultados.

Con el inoculo que se obtuvieron los mejores resultados fue 10°, después de realizar el
lavado en las frutas y recuperar las bacterias se realizaron una serie de diluciones para
identificar con cuales se establecia un conteo que sirviera como patron en nuestro

experimento. Los resultados se muestran en el Cuadro 2.

Cuadro 2. Diluciones para la concentracion 10” utilizado como inoculo peso muestra 20-
250r.

10~-3 | 1074 |107-5 | 107-6
A |15/26 |2/0 0/0 0/0
19/13 |1/0 0/0 0/0
C |40/16 |4/3 0/0 0/0

oo}
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En el cuadro anterior se puede observar que con la dilucién 10 se obtuvo un conteo

adecuado por lo cual se decidi6 utilizar esa dilucion incluyendo 107 y 1072,

4.5.4 Control pool bacteriano e inoculo contaminante

Para tener un control, semanalmente después que se replicaban las cepas y se preparaban
tanto el pool bacteriano como el inoculo, se sembraba en placas para cerciorarse que el
conteo de 10°UFC/ml en el pool y 10°UFC/ml en el inoculo era correcto. Para el inoculo se
realizaba una serie de diluciones hasta 107 de las cuales se sembraban las ultimas tres, 10,
10 y 107, el primer tubo de dilucién contenia 980 ul de agua peptonada al cual se le
afiadian 20 ul del inoculo contaminante los cuales contenfan 10”7 UFC para asi tener esta
concentracion en 1 ml, todos los demas tubos contenian 900 ul a los cuales de transferian
100 pl de un tubo al siguiente tubo, se sembraban 2 placas por dilucion siendo un total de 6
placas para el control del inoculo, para el control del pool se realizaba una serie de
diluciones hasta 10 de las cuales también se sembraban las ultimas tres 107, 10% y 10°®, se
sembraban la misma cantidad de placas.

4.5.5 Replicacion de las cepas bacterianas

A partir de la primer preparacion las cepas se estuvieron replicando cada semana para
asegurar su viabilidad, pasando 100 pl de cada cepa a tubos de enriquecimiento nuevos con
9 ml de TSBNA e incubando durante 24 horas, posteriormente también se preparaba un

nuevo pool para repetir el proceso de preparacién de inoculo.

4.5.6 Inoculacion del contaminante

El inoculo contaminante a una concentracion de 10°7 UFC/20ul del cual se utilizaban 10ul
por cada muestra tanto para mango como para fresa, se esparcia homogéneamente sobre
toda la superficie mediante la técnica de spot la cual consiste en usar una micro pipeta y

repartir todo el inoculo en la superficie de la fresa de una forma homogénea, el cual queda
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en pequefias gotas, se esperaba una hora para que se secaran completamente, despues de
este tiempo se aplicaban los distintos tratamientos (azlcar refinada, jarabe de azlcar 8%),
luego cada muestra se colocaba en sus respectivas bolsas de ziplock etiquetadas con la
temperatura, y la muestra(A, B o C) (Figura 5), a excepcion de las tres muestras que
primero se congelaban rapidamente con el nitrégeno liquido y luego se depositaban en las
ziplock, por altimo son almacenadas a sus respectivas temperaturas. Se refrigeraban un
tiempo de 18-24 horas.

Figura 4. Bolsas ziplock utilizadas para el almacenamiento de las frutas.

4.5.7 Recuperacion de las bacterias inoculadas en las frutas

Para esta etapa del experimento se tuvo que definir la solucion que se utilizaria para el
lavado, debido a que en los primeros experimentos en los que se estaba tratando de definir
el inoculo se utilizé agua peptonada, con estas pruebas se comparo el agua peptonada 0.1%
y el 2XDE, en el experimento se utilizaron dos fresas para cada solucion contaminandolas

con inoculo 10*. Los resultados se muestran en el Cuadro 3.
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peptonada 0.1% y el 2XDE peso por muestra fresa (20-25 gr), Inoculo= Salmonella 10*.

Agua peptonada 0.1% | 2XDE
dilucion
directa 10™ directa 10™
0,0 0,0 0,0 1,0
0,1 0,0 0,0 0,0

Cuadro 3. Comparacion de la eficiencia de recuperacion en el lavado entre el agua

No se encontr6 diferencia entre estas dos soluciones referente a la eficiencia de
recuperacion de Salmonella, por lo cual se decidio seguir trabajando con el agua peptonada

debido a la facilidad en su preparacion en comparacion con el 2XDE.

El lavado consistio en utilizar 40 ml de agua peptonada 0.1% para cada muestra después de
que estas permanecieron 18-24 horas en sus respectivas temperaturas de almacenamiento,
asi como se observa en la Figura 6, para cada experimento se utilizaban doce tubos de
polietileno de 50 ml uno para cada muestra. El agua peptonada era depositada dentro de las
bolsas ziplock las cuales contenian la muestra de fruta, con un cronometro se media el
tiempo el cual era de un minuto para cada muestra, utilizando el equipo necesario de
proteccién personal mascara guantes y gabacha se comenzaba el lavado repartiendo el
minuto de la siguiente manera: los primeros 15 segundos se agita la bolsa, los siguientes 30
segundos la fruta se frotaba con los dedos y los Gltimos 15 segundos se agitaba
nuevamente. El lavado que se obtenia era depositado de nuevo en los tubos de 50 ml para

su posterior dilucién y siembra. Este mismo proceso se realizaba con todas las muestras.
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Figura 5. Lavado de pulpa de mango mismo utilizado para las fresas y la cascara.

4.5.8 Dilucioén de las soluciones de lavado

Una ves recuperadas las bacterias y teniendo las soluciones en cada tubo de 50 ml se
procedia a realizar el seriado de diluciones ya definido anteriormente. Se utilizaron
microtubos de 1 ml dos para cada tubo de 50 ml, los microtubos contenian 900 pl de agua
petonada, la dilucion se realizaba de la siguiente manera; de un tubo de 50 ml con una
micropipeta se pasaban 100 pl al primer microtubo el cual pasaba a ser la dilucién 102, se
cambiaba el tip de la micropipeta para evitar errores en las diluciones, luego se agitaba el
microtubo de la primer dilucion y se tomaban 100 ul para el segundo tubo el cual seria la

dilucion 107,

4.5.9 Siembra en Placas Petri

El dia anterior a este paso las placas se dejaban a temperatura ambiente, para evitar retrasos
en el secado al momento de extender las bacterias, debido a la humedad que estas tenian
por el tiempo que pudieron haber permanecido en el cuarto frio. Se sembraban 6 placas por
muestra (2 por dilucion) como se representa en la Figura 7. Por lo tanto el total de placas
por experimento era de 72, y cada experimento se repetia 3 veces, siendo un total de 216

placas por cada experimento, normalmente esto se realizaba en una semana. Una ves
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teniendo las placas rotuladas con los siguientes datos: temperatura, corrida experimental o
muestra (A, B o C), y la dilucién (10™, 10, 10%), se procedia a realizar la siembra en
superficie, se utilizaban 100 ul por placa. Las placas en las que se sembraba directamente
la solucién de lavado contenida en los tubos de 50 ml, pasaban a ser la dilucién 10, las que
eran sembradas con las diluciones contenidas en los microtubos 10 pasaban a ser la
dilucién 1072, asi mismo las que fueron sembradas con las diluciones de los microtubos 10
en placas eran la dilucién 102, Cuando se terminaba de transferir las soluciones de lavado
a sus respectivas placas estas eran extendidas homogéneamente en toda la superficie del
medio contenido en las placas utilizando esparcidores de vidrio debidamente esterilizados,
finalmente se incubaban las placas a una temperatura de 37°C durante aproximadamente

18-24 horas para su posterior lectura.

-20°C

Bolsas ziplock contenedoras de las muestras de fruta almacenadas a las distintas

tem peratu ras
A 40 ml
lavado B C
100ul 100l
LN -
100l Qoom@ C§oom

10%

Figura 6. Esquema de las diluciones realizadas y la siembra en placas.
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4.6 Lectura de resultados

Después de las 24 horas de inoculacion las colonias bacterianas eran lo suficientemente
grandes para su conteo, se utilizé un contador de bacterias tradicional (Figura 8), las
colonias de Salmonella por lo general son redondas, grisaceas, y planas, si se tenian duda
de algunas colonias y la cantidad era considerable se realizaba una aglutinacion la cual es
una prueba seroldgica antigeno-anticuerpo. Los datos se ingresaban en una tabla en la cual

estan indicados los datos como temperaturas, corrida, y diluciones. Anexo 1.

*
= Y

Figura 7. Conteo de colonias de Salmonella.

31



V RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 Supervivencia de Salmonella en fresas y mangos

Una ves concluidos los experimentos, se promediaron los resultados de cada uno,
expresandolos en LOG10, mostrando la cantidad de bacterias presente en las frutas después
de los distintos tratamientos tal y como se muestra en el Cuadro 4 A partir de estos
resultados se realizaron distintos graficos para la interpretacion de los resultados.

Cuadro 4. Resumen de los resultados obtenidos en los experimentos con fresas y mangos,

expresados en LOG10.

21°C 4°C -20°C NL

FRESAS AVG STD AVG | STD | AVG | STD |AVG| STD

Fresa 5.05 0.23 414 | 026 | 2.25 | 0.63 |2.49| 0.7

Fresa con azucar 4.17 0.36 396 [ 0.21 | 3.73 | 0.69|2.66| 0.5

S. adaptada azucar 4.25 0.4 4.23 0.3 3.68 | 0.29 |13.09| 0.31

S. adaptada con jarabe | 4.29 0.37 417 | 0.17 | 3.81 | 0.27 | 3.83| 0.27

MANGOS AVG STD AVG | STD | AVG | STD | AVG| STD

pulpa 4.47 0.28 434 | 015 | 3.49 | 097 |3.24| 0.91

Xcascara 5.1 0.19 398 | 0.37 | 3.05 [ 031|3.02| 04

xpulpa 2.39 1.15 1.02 | 0.79 | 0.81 | 0.54 | 0.7 | 0.46
placas 8/9 9/9 4/9 6/9
tubos TSBNA 9/9 9/9 9/9 9/9




Al analizar los resultados de la Figura 9 se observa que en general ninguno de los
tratamientos a las distintas temperaturas fue efectivo en fresas, Salmonella fue capaz de
resistir las distintas temperaturas, la congelacion rapida con nitrégeno liquido, sin embargo
en unos experimentos el crecimiento fue menor que en otros, como lo es en el caso que se
obtuvo menor crecimiento con la temperatura de -20 °C y las fresas sin ningun tratamiento.
Las temperaturas de mayor interés para el estudio fueron la de -20 °C que es la congelacion
convencional que utilizan las personas en sus casas y la congelacion con nitrégeno liquido
que es utilizada por la industria alimentaria, obteniendo levemente mejores resultados con
el nitrogeno liquido, en el grafico se puede observar que el uso del azlcar fue
sustancialmente mas efectivo que el uso del jarabe en las temperaturas mencionadas, esto
puede ser debido a que cuando se utiliz6 azlcar directamente la concentracion en la
superficie de las fresas era mayor, lo cual pudo aumentar el efecto de la presion osmética
sobre las bacterias, también podemos observar que no hubo una diferencia considerable
entre el uso de bacterias que pasaron por un proceso de adaptacion a la acidez y las

bacterias normales.

H fresa
M fresa con azucar
s adaptada con aazucar

M s adaptada con syrup

Crecimiento bacteriano (Logl10)
(98]

21°C 4°C -20°C NL

Temperatura °C

Figura 8. Grafico en el que se muestran los resultados de los experimentos con fresa a las

distintas temperaturas.
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En la Figura 10 se puede observar que al igual que las fresas, el mango presenta las
condiciones adecuadas para el crecimiento de Salmonella que a pesar de ser expuesta a
distintas temperaturas tanto en pulpa de mango como en la cascara sobrevivio, lo cual
muestra su resistencia a las bajas temperatura. También se observa una mayor prevalencia
de Salmonella en la pulpa que fue contaminada directamente en comparacion con la
cascara. Al igual que con las fresas el nitrégeno liquido fue mas efectivo pero la diferencia
se redujo casi al punto de igualdad. En cuanto a la parte de contaminacion cruzada en todas
las ocasiones ocurrio el transporte de bacterias desde la cascara hacia la pulpa, aunque en
algunos casos no hubo crecimiento en placas, si lo hubo en todo momento en los tubos de
enriquecimiento, en algunas ocasiones las cantidades no fueron tan altas, el problema es
que Salmonella es un microrganismo altamente patdgeno, no se ocupa una cantidad de
células tan alta para provocar una infeccién, es por eso que en los alimentos se exige

ausencia de este microrganismo.

6 -
S5
g
=
24
B
g
e 37 E pulpa
=
-] M xcascara
57
= xpulpa
E puip
g1 -
s}

0 .

21°C 4°C -20°C NL
Temperatura °C

Figura 9. Grafico de los resultados obtenidos en pulpa de mango y la contaminacion

cruzada tanto en cascara (xcascara) y pulpa (xpulpa).
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La Figura 11 muestra que la mayor supervivencia de Salmonella se dio en mangos, esto
posiblemente por las condiciones para el crecimiento bacteriano de cada fruta, ya que la
fresa es més acida que el mango, sin embargo las cantidades recuperadas en ambas frutas a
las distintas temperaturas no son aceptables es necesario la ausencia de este microrganismo.
En fresas el crecimiento fue menor en la temperatura -20°C pero la diferencia no es
significativa “por lo cual se prefiere el uso de nitrégeno liquido por sus ventajas en la

conservacion de las caracteristicas organolépticas.

M Fresa

B Mango

Crecimiento bacteriano (Logl10)
(98]
|

21°C a°C -20°C NL

Temperatura °C

Figura 10. Grafico comparativo del crecimiento de Salmonella entre fresas y mangos.
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VI CONCLUSIONES

El efecto de los distintos tratamientos utilizados no fue el suficiente para la eliminacion
total de Salmonella en las distintas frutas, lo cual es necesario para la comercializacion de
cualquier alimento. Esto mostr6 la gran resistencia que muestra Salmonella a las

temperaturas bajas.

El uso de azucar directamente sin disolverla en un jarabe, presentd mejores resultados, en
cuanto al efecto sobre la supervivencia de Salmonella. Pero no fue un efecto significativo,

su funcién fue mas la conservacion de la textura.

El mango presenta mejores condiciones para el crecimiento de Salmonella en comparacion
con las fresas, esto posiblemente debido a las caracteristicas de las dos frutas, como la
acidez, la fresa tiene un pH més bajo que el mango.

La contaminacion cruzada con Salmonella en mangos de la cascara hacia la pulpa, al
momentos de realizar cortes para el consumo, es en la mayoria de los casos inevitable si no

se toman las medidas necesarias de higiene.



VIl RECOMENDACIONES

Para los investigadores que quieran incursionar en esta area, seria muy interesante
modificar los factores a estudiar como por ejemplo: el tiempo de almacenamiento que en

este caso solo fue de un dia.

El buen cumplimiento y mejoramiento en las actividades tanto de poscosecha como en

planta, ya que esta es la mejor manera de combatir esta bacteria evitando la contaminacion.

Para las industrias que elaboran mango minimamente procesado o productos derivados del
mango, tomar en cuenta la contaminacion cruzada que ocurre al momento de la
manipulacion del mango.

La realizacién de investigaciones para observar si es posible el paso de Salmonella de la

cascara del mango hacia la pulpa a través de los estomas.
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ANEXOS



Anexo 1 Cuadro de resultados utilizada en todos los experimentos.

21°C 4°C -20°C NL
107-1]107-2{ 107-3| 107-1 | 107-2 (107-3]107-1f 10”-2]107-3{107-1| 107-2| 107-3
A
B
C
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