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1. Introduccion

Los alimentos secos y de humedad intermedia suelen considerarse como estables ante
el deterioro microbiano, debido a que su baja actividad de agua impide el desarrollo de
la mayoria de los microorganismos. Sin embargo, los alimentos con baja actividad de
agua aun son susceptibles a contaminacién microbiana y al crecimiento de
microorganismos como los mohos y las levaduras.

Algunos mohos deterioradores de alimentos se caracterizan por la produccién
de metabolitos secundarios de toxicidad importante para los seres humanos. Por
ejemplo, las aflatoxinas producidas por algunos mohos del género Aspergillus estan
entre los mas potentes carcindgenos para el higado que se conocen (Pitt y Hocking,
2009). En México, el cancer de higado conforma una proporcién importante del total de
las muertes por cancer. Sin embargo, no existe informacion que permita identificar
cuantos casos de cancer de higado han sido causados por exposicion a toxinas
fungicas.

En México, los alimentos secos y de humedad intermedia, como granos,
semillas y frutos secos son de gran importancia econémica y cultural. México es uno de
los principales productores a nivel mundial de nueces, las cuales se cultivan en la
mayor parte del territorio nacional y ademas son ingredientes importantes de uso
comun en platillos tradicionales de la gastronomia mexicana, como los moles. Otras
semillas, como los cacahuates, las semillas o pepitas de calabaza y las semillas de

girasol se usan comunmente como parte de dulces tipicos regionales e ingredientes
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para panaderia y reposteria. Finalmente, no se puede dejar de mencionar la gran
importancia econdmica y cultural de los cereales como el maiz, el arroz, el trigo y el
amaranto, ni de las leguminosas, como los frijoles, la soya, las lentejas y los
garbanzos, los cuales forman la base de la dieta de la gran parte de la poblacion
nacional, tanto urbana como rural.

A pesar de la gran importancia de estos alimentos, existe muy poca informacion
al respecto de la incidencia de mohos patogénicos y de la presencia de sus
micotoxinas. La gran mayoria de los estudios que se han realizado sobre la incidencia
de mohos y micotoxinas en alimentos en México se han hecho sobre maiz y sus
productos. Se ha encontrado que los niveles de contaminacién regularmente exceden
lo permitido tanto por las regulaciones mexicanas como extranjeras y que las zonas
rurales del pais son mas vulnerables a la contaminacion que las zonas urbanas. Los
pocos estudios que se han hecho al respecto pintan una imagen preocupante del
estado actual del control de estos microorganismos en el territorio nacional: en un
estudio reciente se encontré que todas las muestras de nueces analizadas en la
Ciudad de México estaban contaminadas con aflatoxinas a niveles que pueden resultar
en dafos a la salud de los consumidores (Adaya-Gonzalez, Carvajal-Moreno, Rojo-
Callejas y Ruiz-Velazco, 2015). Un componente importante del problema es la falta de
regulacion en la venta de estos alimentos, los cuales se pueden encontrar comdnmente
en venta a granel sin ninguna clase de empaque o etiqguetado que permita rastrear su
procedencia.

Ante esta problematica, una posible solucion es el disefio de procesos

postcosecha para la eliminacion de los mohos productores de toxinas de los alimentos
2
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secos y de humedad intermedia. En los ultimos afios han surgido nuevas tecnologias
gue se muestran prometedoras para esta funcion. En particular, los tratamientos con
radiacion ultravioleta de onda corta (UV-C) y con pulsos luminosos de alta intensidad
(PLAI) han demostrado ser efectivos para la eliminacién de microorganismos en los
alimentos. De las dos tecnologias, tan solo los tratamientos con UV-C son utilizados a
escala industrial y su aplicacion se limita principalmente a la pasteurizacion de
alimentos liquidos, como jugos de frutas y lacteos.

El uso de tratamientos con radiacién presenta muchos retos para su aplicacion en
alimentos solidos. Sin embargo, estas tecnologias son prometedoras como
tratamientos econdmicamente viables para la desinfeccion de semillas y frutos secos.

El objetivo final de estos estudios sera disefiar un proceso viable para la solucion

del problema de contaminacion con mohos patogénicos en semillas y frutos secos.
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2. Objetivos

Objetivo General

Evaluar la respuesta en términos morfolégicos y bioquimicos de diferentes especies de
mohos causantes del deterioro de nuez de castilla (Juglans regia), nuez pecana (Carya
illinoinensis), cacahuate (Arachis hypogaea) y pepita de calabaza (Cucurbita
argyrosperma) cuando son expuestos a condiciones de estrés inducido por
tratamientos con pulsos de luz de alta intensidad (PLAI), asi como los cambios

fisicoguimicos en estos alimentos.

Obijetivos Especificos

1. Aislar e identificar diferentes especies de mohos causantes del deterioro de nuez
de castilla (Juglans regia), nuez pecana (Carya illinoinensis) cacahuate (Arachis
hypogaea) y pepita de calabaza (Cucurbita argyrosperma) procedentes de las
cinco diferentes regiones de México (Noroeste, Noreste, Occidente, Centro y
Sureste), y determinar la incidencia de micotoxinas en estos alimentos.

2. Seleccionar tres especies de mohos de entre los que fueron aislados e
identificados de las nueces y semillas en base a su incidencia, capacidad de
deteriorar los alimentos y capacidad de produccion de micotoxinas.

3. Determinar las dosis minimas necesarias para la inactivacion de los principales

mohos aislados usando los PLAI.
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4. Desarrollar y validar modelos matematicos para la prediccién del crecimiento de
moho bajo distintos regimenes para su inactivacién, al aplicar PLAI, en los

alimentos evaluados.
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3. Plan de Investigacion

3.1. Aislamiento e identificacién de mohos incidentes en nueces, leguminosas, semillas 'y

frutos secos mexicanos

Se estudio la incidencia de mohos deterioradores y patogénicos en nuez de castilla,
nuez pecana, cacahuate, y pepita de calabaza en venta a granel en establecimientos
nacionales. Para los estudios de incidencia de mohos se utiliz6 la técnica de conteo en
placa para determinar la carga microbiana inicial de los alimentos. A partir de las placas
de conteo se aislaron mohos individuales para su identificacion, la cual se hizo por

medio de claves dicotdmicas.

3.2. Seleccion de las especies de mohos de interés para estudios subsecuentes

A partir de las especies de mohos aisladas e identificadas en las nueces y semillas se
seleccionaron cuatro con base en su capacidad de produccion de metabolitos toxicos,

su capacidad para deteriorar los alimentos y su incidencia en las semillas.

3.3. Tratamientos in-vivo con pulsos de luz de alta intensidad (PLAI)

Se disefiaron técnicas de desinfeccion postcosecha y/o postproceso para los

alimentos estudiados. Se realizaron muestreos para evaluar el contenido inicial de
mohos en las muestras de alimentos, posteriormente se les trataron con pulsos de luz
de alta intensidad (PLAI), controlando la distancia hacia la fuente de luz (cm), el tiempo
de exposicion (s) y la intensidad luminosa de las fuentes de luz (J/cm?) como las
variables a evaluar mediante un disefio experimental tipo superficie de respuesta. Estos

experimentos tuvieron el objetivo de identificar las dosis minimas necesarias para
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lograr la completa inactivacion de los mohos seleccionados en una concentracion
determinada (dosis minima inhibitoria, DMI). Una vez disefiados los tratamientos para
la desinfeccion de los alimentos, se realizaron estudios de incidencia de mohos y
toxinas fungicas sobre muestras de los alimentos tratadas con UV-C y PLAI bajo
condiciones de almacenamiento regulares (20° C, humedad relativa baja) y de deterioro
acelerado (35° C, humedad relativa alta) con el objetivo de evaluar la efectividad de
estos tratamientos para inactivar los mohos y prevenir la contaminacion con

micotoxinas.

3.4. Modelacién matematica de la inactivacion de los mohos seleccionados expuestos a

tratamientos con PLAI

Se realizé una modelacion de la inactivacion microbiana en funcion de la distancia, el
tiempo de exposicidon y la intensidad luminosa, con el objetivo de facilitar el disefio de
tratamientos antimicrobianos utilizando estas tecnologias. Se validaron estos modelos

matematicos con métodos experimentales.
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4. Revision Bibliografica

4.1. Los frutos secos

4.1.1. Cacahuate (Arachis hypogaea)

El cacahuate, o mani (Arachis hypogaea) es una leguminosa originaria de Sudameérica,
pero que actualmente se cultiva a nivel mundial, siendo uno de los cultivos vegetales
mas importantes. El principal uso de los cacahuates a nivel global es para la
produccion de aceites comestibles debido al alto contenido de lipidos de la semilla
(alrededor del 48% de su peso), pero también es importante su uso como materia
prima en la industria de la transformacién, asi como su uso como alimento para ganado
(Montero Torres, 2020). Los cacahuates son una fuente importante de acidos grasos
poliinsaturados (PUFA, por sus siglas en inglés) y su consumo, asi como el de las
nueces, se ha relacionado con mejoras a la salud cardiovascular (Toomer, 2018). Al ser
de la familia de las leguminosas, los cacahuates cuentan con un mejor balance de
nutrientes a comparacion de las nueces, ya que cuentan con un mayor contenido de
proteinas que estas (Ros, 2010; Toomer, 2018).

En México, la produccién de cacahuate se concentra principalmente en el estado
de Coahuila, aunque se cosecha en casi todo el territorio nacional (Figura 1). Se
considera un cultivo altamente importante en el pais por ser resistente a la sequia, asi
como conservador del suelo gracias a la capacidad para fijar el nitrdgeno atmosférico

gue comparte con otras plantas de la familia de las leguminosas.
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Figura 1. Mapa de la produccion nacional total de cacahuate (en toneladas) entre 2014

y 2020.

4.1.2. Nuez de castilla (Juglans regia)

La nuez de castilla es el fruto del arbol del nogal (Juglans regia), originario de Europa y
Asia, pero que actualmente se cultiva alrededor del mundo. En México, la produccién
se centra en los estados de Jalisco y México. Este fruto seco proviene de la semilla de
una clase de fruto conocido como “drupa”, de anatomia similar a un durazno o
melocotdn. Botanicamente, entonces, no se le considera una “nuez verdadera” (Fatima
et al., 2018). Nutricionalmente, la nuez de castilla es fuente importante de acidos
grasos poliinsaturados, proteinas, vitaminas (niacina, tocoferoles, vitamina C, vitamina

B6 y acido félico), minerales (calcio, magnesio, fosforo y potasio) y polifenoles (Nguyen
9
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tienen efectos benéficos en la salud cardiovascular (Fatima et al., 2018)
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Created with mapchart.net

Figura 2. Mapa de la produccion nacional total de nuez de castilla (en toneladas) entre

2014 y 2020.

A nivel mundial, China es el principal productor de nuez de castilla (produciendo

alrededor de 2,000,000 de toneladas del fruto, con cascara, al afio), asi como el
principal consumidor de la misma. Otros productores importantes incluyen a los

Estados Unidos, India y Turquia (Nguyen y Vu, 2021).

En México, la produccion de nuez de castilla se ha realizado de manera tradicional

en un esquema de produccién familiar, a pequefia escala, desde su introduccién en el

siglo XVI. En afios recientes, la produccion local de este fruto seco se ha visto
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amenazada por las crecientes importaciones, pero sigue siendo fuente importante de
sustento para las familias productoras, en particular en la regién central del pais donde
su produccion esté intrinsecamente relacionada con la tradicion del chile en nogada

(Luna-Méndez et al., 2013).

4.1.3. Nuez pecana (Carya illinoinensis)

La nuez pecana es el fruto de un arbol de la familia Juglandaceae, nativo de la region
del sur de Estados Unidos y el norte de México (Orona-Castillo et al., 2019). Al igual
gue la nuez de castilla, la nuez pecana proviene de la semilla de una drupa, por lo que
botanicamente no es una nuez verdadera. En el pais, se cultiva principalmente en su
rango nativo, siendo el estado de Chihuahua el mayor productor de este fruto seco, con
un 64% de la produccién nacional. El fruto es de alta importancia econdémica en el pais,
y México se ha posicionado en afios recientes como el principal productor de esta nuez
a nivel mundial, superando por primera vez en 2020 la produccion de Estados Unidos
(Hernandez-Romo, 2020; Orona-Castillo et al., 2019).

La nuez pecana es rica en grasas, con una composicion de entre 58 y 66% de
aceite en base peso. También, de entre las nueces de arbol (nuez del Brasil, pifidon,
pistache y anacardo), la nuez pecana es la que tiene un mas alto contenido relativo de
acidos grasos insaturados, el cual puede llegar a representar hasta un 93% del
contenido total de aceite del fruto (Atanasov et al., 2018). Al igual que la nuez de
castilla, la nuez pecana es rica en compuestos bioactivos, como acidos fendlicos,
flavonoides, saponinas, fitoesteroles y taninos, los cuales tienen propiedades benéficas

para el sistema cardiovascular (Tanwar et al., 2021).
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Figura 3. Mapa de la produccion nacional promedio de nuez pecana (en toneladas)

entre 2014 y 2020.

4.1.4. Calabaza pipiana (Cucurbita argyrosperma)

La calabaza pipiana, calabaza chihua o calabaza criolla (Cucurbita argyrosperma C.
Huber), también conocida como silver-seed gourd (calabaza de semilla plateada) en
regiones angloparlantes, es una variedad de calabaza originaria de México que se
cultiva principalmente por su semilla. En nuestro pais, las semillas o pepitas de esta
cucurbita se utilizan cominmente para la elaboracion de platillos tipicos o se consumen
por si solas a manera de refrigerio. Por otro lado, el fruto se utiliza por sus propiedades
medicinales, ademas de también ser utilizado como fuente de alimento (Sanchez-de la

Vega et al., 2018). La planta es de gran importancia cultural y gastronomica en México
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y otros paises de América Latina, sin embargo, dado que su cultivo se da
principalmente como agricultura de subsistencia (es decir, para fines no comerciales),
en los registros su produccion es subestimada (Sanchez-de la Vega, et al., 2018). A
pesar de que el uso y venta de las semillas de C. argyrosperma estan ampliamente
distribuidos a lo largo de la Republica Mexicana, existe un vacio de informacion
cientifica con respecto a las propiedades de esta semilla, como son su contenido
nutricional, propiedades fisicoquimicas y sensoriales, flora microbiana y potenciales
aplicaciones nutracéuticas y funcionales.

La evidencia mas antigua de la domesticacién de C. argyrosperma data de hace
aproximadamente 8600 afios (Rannere et al., 2007). Originalmente, las calabazas
fueron domesticadas por sus semillas sin tener en cuenta la calidad del fruto
comestible. A lo largo de los afos, las especies se seleccionaron para dar lugar a las
variedades modernas, en las que tanto el fruto como las semillas son comestibles
(Valdés Restrepo, et al., 2014). En el caso de C. argyrosperma, las variedades
cultivadas actualmente siguen poniendo el énfasis en la produccion de semillas
comestibles, dando como resultado un fruto que por lo general se considera de calidad
inferior al de otras cucurbitas (Sanchez-de la Vega et al., 2018).

La especie estéa dividida en seis subespecies, de las cuales cinco corresponden
a variedades domesticadas y una corresponde a la variedad silvestre. La variedad
domesticada que se cultiva por sus semillas comestibles es C. argyrosperma ssp.
argyrosperma var. argyrosperma (Castellanos Morales et al., 2019; Sanchez-de la

Vega et al., 2018). El rango geografico natural de la especie abarca toda la Republica
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Mexicana, donde se cultiva principalmente en las regiones costeras (Castellanos

Morales et al., 2019).
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Created with mapchart.net

Figura 4. Mapa de la produccion nacional promedio de calabaza chihua (en toneladas)

entre 2014 y 2020.

C. argyrosperma no es la Unica especie de calabaza que se cultiva por sus
semillas comestibles; las especies C. maxima, C. pepo y C. moschata son también
cultivadas para esta funcion y su uso esta mas ampliamente distribuido a nivel
internacional (Patel, 2013). Por esta razon, la mayoria de los estudios cientificos
realizados sobre las propiedades de la semilla de calabaza se refieren a las semillas de
alguna de estas tres especies. En una gran variedad de estos estudios se ha
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encontrado que las semillas de diversas especies de calabaza cuentan con
propiedades nutricionales, nutracéuticas y funcionales que son de gran interés para la
ciencia de alimentos. El perfil nutricional de las semillas de calabaza presenta una
cantidad importante de acidos grasos, proteina y carbohidratos, lo cual las vuelve una
fuente importante de energia (Patel, 2013; Syed et al., 2019). En particular, el aceite de
semilla de calabaza ha sido de gran interés para la ciencia por su potencial para
utilizarse como un aceite comestible alternativo, asi como por la presencia de agentes
bioactivos.

En afos recientes las investigaciones sobre C. argyrosperma se han enfocado en la
diversidad genética que la especie puede aportar al cultivo de otras cucurbitas (Balvino-
Olvera et al., 2017; Barrera-Redondo et al., 2019; Castellanos Morales et al., 2019;
Sanchez-de la Vega et al., 2018) y en su aprovechamiento como alimento para ganado
(Crosby-Galvan et. al, 2018; Lorenzo-Hernandez et al., 2019; Valdez-Arjona et al.,
2019). Muy pocos estudios se han realizado que evallen las propiedades
bromatoldgicas de la semilla de C. argyrosperma, pero los que la han estudiado han
encontrado niveles altos de proteina y grasa cruda (Barragan Romero y Bautista Justo,
2014; Camargo Cortés y Gonzalez, 2020; Chi Ucén, 2017; Ruiz Garcia et al., 2020). El
perfil de &cidos grasos de la semilla es similar al de otras cucurbitas, con una alta
proporcién de acido linoleico y &cido oleico, asi como una pequefia cantidad de acido
araquidonico (Barragan Romero y Bautista Justo, 2014). También, la semilla de
calabaza chihua contiene proteina de alta calidad, con una alta proporcion de

aminoécidos esenciales y buena digestibilidad in vitro (Chi-Ucan, 2017).
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Estudios en otras especies de calabaza han revelado importantes propiedades
nutracéuticas y compuestos bioactivos presentes tanto en la semilla como en su aceite.
En el caso de la ultima, los aceites de semilla de calabaza son ricos en acidos grasos
poliinsaturados (PUFA, por sus siglas en inglés), los cuales se asocian con beneficios a
la salud como reduccion de los riesgos cardiovasculares y mejor disponibilidad dietética
de acidos grasos esenciales (omega-3 y omega-6) (Maeda Rojas et al., 2019). Las
semillas de calabaza también son ricas en vitamina E (a-tocoferol y y-tocoferol) y en
fitoestrogenos, el consumo de los cuales esta asociado con mejor salud reproductiva y
Osea para la mujer (Lestari y Meiyanto, 2018). El contenido de minerales de las
semillas de calabaza también es importante, ya que contiene altos niveles de algunos
minerales que son generalmente deficientes en la dieta, como el zinc, hierro y

manganeso (Lemus-Mondaca et al., 2019).

4.2. Mohos patdgenos y deterioradores de los alimentos

Los mohos se distinguen de otros microorganismos deterioradores de alimentos, como
las bacterias y las levaduras, por su capacidad de utilizar una gran variedad de
sustratos como alimento para su desarrollo y ademas por su capacidad de tolerar
condiciones extremas de pH y concentracion de solutos. La mayoria son capaces de
crecer a valores de pH de entre 3y 8 y a actividades de agua de entre 0.7 y 0.8
(Rawat, 2015). Esta versatilidad les permite deteriorar alimentos como frutas, alimentos
de humedad intermedia, cereales, y alimentos fermentados (Dagnas y Membré, 2013).
El deterioro de alimentos por mohos es causa de pérdidas millonarias para la

industria agroalimentaria. Los mohos provocan desarrollo de aromas y sabores
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desagradables, asi como cambios indeseables de color y textura ain antes de
manifestarse de forma evidente en el alimento. Adicionalmente, algunas especies de
moho son capaces de producir compuestos nocivos para la salud del consumidor.

En el caso especifico de nueces y semillas, los mohos deterioradores mas comunes
son los del género Aspergillus y los del género Penicillium (Jansen, 1977; Northolt y
Bullerman, 1982). Estos géneros de mohos son capaces de producir una gran variedad
de compuestos toxicos, como las aflatoxinas, la patulina, los oxalatos y la ocratoxina,
entre otras. Se cree que estas sustancias surgieron evolutivamente para proteger al
moho de depredadores y existe evidencia de que las mismas especies de moho
producen cocteles de toxinas diferentes dependiendo del sustrato en el que crecen,
esto no solo debido a los nutrientes disponibles, sino para adaptarse a los
depredadores mas comunes que podrian enfrentar en ese entorno (Jansen, 1977).

En particular, las aflatoxinas son las sustancias méas estudiadas en la categoria de
micotoxinas. Son producidas principalmente por dos especies de moho del género
Aspergillus: Aspergillus flavus y Aspergillus parasiticus (Pitt y Hocking, 2009). Existen al
menos 18 sustancias que han sido clasificadas como aflatoxinas, de las cuales seis (las
aflatoxinas Bai, B2, G1, G2, M1y M2) han sido objeto del mayor enfoque por parte de las
investigaciones en la materia (Asemoloye et al., 2017). De mayor interés es la
aflatoxina B1, la cual ha sido clasificada por la Agencia Internacional para la
Investigacion sobre el Cancer como un carcindgeno para los humanos, actuando sobre
el higado (AIIC, 1993). La aflatoxina B1 es capaz de causar efectos nocivos en la salud
de las personas incluso a muy bajas concentraciones y su consumo crénico tiene

efectos secundarios que incluyen cirrosis y cancer de higado, deficiencias
17
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inmunoldgicas y deficiencias en la absorcion de proteinas (Kwashiorkor). La ingesta de
aflatoxina aumenta la probabilidad de que una persona que sufra de hepatitis B
desarrolle cancer de higado de alrededor del 5% a alrededor del 60%. En general, se
ha encontrado que un consumo diario promedio de aflatoxinas de entre 5y 9 ug/kg de
peso corporal/dia tiene un 50% de probabilidad de aumentar la incidencia de cancer de
higado en una poblacion en un factor de 1 caso por cada 10000 habitantes (Pitt y

Hocking, 2009).

4.2.1. Cambios morfoldgicos y bioquimicos de los mohos en funcion del medio de

crecimiento

Las condiciones del medio en el que se desarrollan los mohos tienen un efecto sobre
su morfologia y produccion de metabolitos secundarios. Las condiciones de estrés en
el medio, como valores extremos de pH, temperaturas adversas, alta presion osmotica
0 presencia de sustancias fungicidas o fungistaticas tienen la capacidad de inhibir la
produccion de toxinas fungicas, aun cuando no son suficientes para evitar el
crecimiento y reproduccion del moho (Norholt y Bullerman, 1982). Meletiadis, Meis,
Mouton y Verweij (2001) evaluaron caracteristicas de crecimiento de tres especies de
moho filamentoso (Rhizopus microsporus, Aspergillus fumigatus y Scedosporium
prolificans) en diferentes medios de cultivo y encontraron que, dependiendo de las
caracteristicas del medio, los mohos presentaban diferencias en su velocidad de
crecimiento, porcentaje de germinacion, longitud de las hifas, duracién de la fase lag y
tiempo antes de la germinacién de las esporas. Gémez-Lopez y colaboradores (2005)

demostraron que la adicidon de un surfactante al medio de cultivo tiene un efecto
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significativo sobre las concentraciones minimas inhibitorias de algunos agentes
antifingicos en especies de Aspergillus. Sharma y Pandey (2010) encontraron
diferencias en la morfologia de varias especies de mohos (color, forma y textura de las
colonias, asi como el grado de esporulacién) dependiendo de si fueron cultivadas en
agar papa-dextrosa (PDA), en agar Czapek Extracto de Levadura (CYA) o en agar
lignocelulosa (LCA).

Dado este precedente, es razonable asumir que las mismas especies de mohos
presentes en alimentos diferentes se comportaran de manera distinta. Es posible que
las diferentes caracteristicas de los mohos cambien su susceptibilidad a un tratamiento
antifingico, aun cuando se traten de métodos fisicos como la irradiacién. Se ha
encontrado, por ejemplo, que Escherichia coli es menos susceptible a tratamientos con
luz ultravioleta cuando se encuentra en un medio capaz de absorber dicha radiacion

(Oteiza, Peltzer, Gannuzziy Zarittzky, 2005).

4.2.2. Contaminacion por mohos toxigenos y toxinas fingicas en nueces, leguminosas y

semillas

En todo el mundo existen multiples reportes de instancias de contaminacion de
alimentos con mohos y sus toxinas, aunque este es un problema que parece afectar
principalmente a paises en vias de desarrollo (Asemoloye et al., 2017). Los vectores
mas comunes para la transmision de toxinas fungicas son los granos de cereales, por
el volumen en el que se consumen a nivel mundial. Algunos casos de intoxicacion por
aflatoxinas han resultado en la muerte de personas, como el caso de 2004 en Kenia

(Muture y Ogana, 2005), donde murieron 125 personas por el consumo de maiz
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contaminado. En Venezuela, un estudio encontré un nivel promedio de 26.51 pg/kg de
aflatoxina B1 en maiz proveniente del estado de Yaracuy (Barroyeta et al., 2013).

Sin embargo, los granos de cereales no son los Unicos alimentos susceptibles a la
contaminacion con toxinas fungicas; las nueces son también un vector comun para la
transmision de estas sustancias. En Iran, se encontr6 que un 36.7% de las muestras
evaluadas de pistaches contenian niveles detectables de aflatoxina B1 y que un 5.9%
de las muestras contenian niveles de esta aflatoxina por encima de 20 pg/kg
(Cheraghali et al., 2007).

Los cacahuates (Arachis hypogaea) se cultivan a nivel mundial, tanto por su semilla
comestible como por su aceite. Dado que el cacahuate es un fruto subterraneo, es
altamente susceptible a la contaminacion con microorganismos. La micoflora de los
cacahuates principalmente consiste en mohos de los géneros Aspergillus y Penicillium,
incluidas especies toxigenas como lo son A. flavus, y A. parasiticus (Khandaker et al.,
2019).

Las nueces son similares a los cacahuates en su composicion, es decir, también
son alimentos con baja actividad de agua y alto contenido de lipidos. La contaminacién
de las nueces con microorganismos principalmente se da debido al manejo inadecuado
posterior a la eliminacion de la cascara, ya que esta normalmente protege a la parte
comestible de la contaminacién. Después de ser descascaradas, las nueces son
susceptibles a la descomposicion por mohos solo cuando su actividad de agua
aumenta por encima del umbral de crecimiento de estos microorganismos.

Por otro lado, las semillas de calabaza se distinguen de otras semillas comestibles

por su relativamente alto contenido de humedad, lo cual las hace mas susceptibles al
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deterioro microbiano (Chayjan et al., 2011). Existe poca informacioén al respecto de la

micoflora de las semillas de calabaza.

4.2.3. Estado de la contaminacién por mohos toxigenos y toxinas fungicas en alimentos

en México

Al igual que en otros paises en vias de desarrollo, México tiene una problemética con la
contaminacion con aflatoxinas y otras toxinas fungicas en diversos productos
alimenticios (Garcia y Heredia, 2006). En nuestro pais, el enfoque de la investigacion
en la materia ha sido principalmente sobre el maiz, dada su importancia como la base
de la dieta del mexicano promedio, asi como su importancia econémica, social y
cultural. Las nueces gque son objeto de este estudio, sin embargo, también son de gran
importancia para la sociedad y economia mexicanas. Esta importancia se puede ver en
las Figuras 1 a la 4, en las que se esquematiza la produccién de cacahuate, calabaza
criolla, nuez de castilla y nuez pecana, respectivamente, en la Republica Mexicana. Es
evidente que la produccion de estos alimentos, en particular del cacahuate y la nuez
pecana, es importante a nivel nacional. El cultivo de estos ultimos dos productos
genero, tan solo en 2017, un valor de produccion de $1,228,881,750.00MXN y
$11,265,041,870.00MXN respectivamente. Adicionalmente, el cultivo de estos
productos alimenticios es altamente rentable: el cacahuate, nuez de castilla y nuez
pecana se vendieron en 2017 a un precio promedio de $12,354.88MXN,
$28,203.62MXN y $78,324.04MXN por tonelada, a comparacion de los $3,609.41MXN

por tonelada del maiz (SIAP, 2017).
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En varios estudios a lo largo de los afios se han encontrado serios problemas de
contaminacion con aflatoxinas en maiz y en sus subproductos (Martinez Padron,
Hernandez Delgado, Reyes Méndez y Vazquez Carrillo, 2012), incluido un estudio en el
gue se encontr6 un grado de contaminacién del 87.8% en maiz en venta en la ciudad
de Monterrey, del cual el 58.5% contenia niveles por encima de 20 ug/kg (Torres
Espinoza, Acufia Askar, Naccha Torres, Montoya Olvera y Castrellbn Santa Anna,
1996). Un estudio reciente encontrd que el 80% de las tortillas de maiz estudiadas,
provenientes de comunidades rurales en el estado de San Luis Potosi, estaba
contaminado con aflatoxina B1 y que el 18% de estas muestras excedian los 20 pg/kg
(Zuki-Orozco, Batres-Esquivel, Ortiz-Pérez, Juarez-Flores y Diaz-Barriga, 2018). Otro
estudio, llevado a cabo por Méndez-Albores y colaboradores (2004) encontré altos
niveles de contaminacion con aflatoxina B2 en pozol en venta en el estado de Chiapas.

Aunado a esto esté el hecho de que en el pais una gran parte de la venta de
alimentos se da a granel en los mercados, tianguis y centrales de abastos regionales,
los cuales se encuentran generalmente en un vacio regulatorio y cientifico. La practica
de la agricultura de subsistencia (es decir, para consumo familiar y venta a pequefia
escala) también es extensamente practicada.

La suma de las investigaciones en esta materia ha llevado a los expertos a
concluir que el mayor desarrollo de aflatoxinas en maiz se da durante el
almacenamiento y debido a malas condiciones de este, y no en el campo previo a la
cosecha (Bucio-Villalobos, Guzman-de-Pefia y Pefia-Cabriales, 2001; Martinez-Flores,
Garcia-Aguirre y Melgarejo-Hernandez, 2002), aunque también las condiciones de

siembra, crecimiento y cosecha del maiz tienen un efecto importante sobre el contenido
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de aflatoxinas en este. En un estudio realizado por Martinez-Flores y colaboradores
(2002) se encontr6 que factores de estrés en el medio ambiente, como condiciones de
sequia y temperaturas altas, que provocan dafos a las cosechas de maiz, pueden
incrementar la incidencia de aflatoxinas en el grano cosechado. En ese mismo estudio
se encontrd también que no solo el maiz blanco nacional estaba contaminado con
aflatoxinas, sino también el maiz amarillo importado, del cual se encontré que un 98%
del volumen estudiado se encontraba contaminado.

Ademas de las toxinas producidas por los mohos del género Aspergillus,
también se han reportado multiples casos de contaminacién con las toxinas producidas
por el género Fusarium, el cual es una especie que comunmente infecta el maiz y
cuyas toxinas (denominadas “fumonisinas”) también tienen efectos carcinogénicos en
humanos y pueden producir efectos nocivos en el feto durante la gestacion (Garcia 'y
Heredia, 2006). En un estudio realizado por Garcia-Aguirre y Martinez-Flores (2010) se
encontré contaminacion por diversas especies de Fusarium en maiz de la region de
Ciudad Serdan, en el estado de Puebla. De las especies de Fusarium aisladas en este
estudio, F. moniliforme y F. verticilloides son capaces de producir fumonisinas y fueron
aislados de todas las muestras de maiz blanco recolectadas.

Aunque estos estudios se han realizado principalmente sobre el maiz, es posible
extrapolarlos a otros alimentos secos en venta a granel en el territorio nacional ya que
la regulacién del maiz es generalmente mas estricta que la de otros alimentos y existe
una mayor cantidad de informacion respecto a él, dada su importancia, y aun asi sus
niveles de contaminacion son alarmantes (Guzman de Pefia y Pefia-Cabrales, 2005).

Adicionalmente, existen algunos indicios de que el problema con la contaminacién por
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toxinas fangicas va mas alla del maiz. Adaya-Gonzélez y colaboradores (2015)
encontraron que el 100% de las muestras de nuez de castilla, nuez pecana y anacardo
recolectadas en la ciudad de México presentaban contaminacion con algun tipo de
aflatoxina, aunque se encontrdé que ninguna se encontraba por encima de lo permitido
por la norma mexicana correspondiente (NOM-247-SSA1-2008) de 20 pg/kg. Sin
embargo, no se especificd en este estudio si las muestras de nueces fueron obtenidas
sin cascara o fueron descascaradas para el estudio. También es importante destacar
gue algunos expertos en la materia consideran que un limite de 20 pg/kg de aflatoxinas
no es suficiente para prevenir riesgos a la salud de la poblacion (Adaya-Gonzélez et al.,
2015; Martinez-Flores et al., 2002). Las muestras de nuez de castilla obtenidas en las
delegaciones Iztacalco y Xochimilco y las muestras de anacardo obtenidas en las
delegaciones Milpa Alta y Gustavo A. Madero presentaron niveles de aflatoxinas totales
por encima del limite establecido por la Unidn Europea de 4 pg/kg (EFSA CONTAM
Panel et al., 2018).

En México, el cancer de higado es el cuarto mas incidente en hombres y el
tercero en mujeres y las principales causas de cancer de higado son complicaciones de
la cirrosis y la hepatitis C. En afios recientes (a partir de 1999) se ha observado un
aumento importante en la incidencia de cancer de higado, tanto a nivel nacional como a
nivel global. Esto se debe mas a una mejora en la clasificacion y diagnéstico de los
canceres hepaticos que a un aumento real en la incidencia de esta enfermedad. A
pesar de esto, no se puede descartar la importancia de esta enfermedad cuando la
mortalidad por cancer de higado a nivel nacional fue de aproximadamente 13000

muertes al afio entre 2005 y 2009 (Torres-Sanchez, Rojas-Martinez, Escamilla-Nufiez,
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de la Vara-Salazar y Lazcano-Ponce, 2014). En estas cifras no se cita al consumo de
aflatoxinas como una potencial causa de cancer de higado, sin embargo, como se
menciono anteriormente, el consumo continuo de aflatoxinas en los alimentos actua
como agravante de la cirrosis y la hepatitis, haciendo mas probable que estas

condiciones se desarrollen hasta provocar cancer.

4.3. Tratamientos por irradiacion con luz UV como una alternativa para la desinfeccion

de alimentos

La desinfeccion de alimentos por medio de luz ultravioleta (UV) es una técnica
emergente que ha presentado grandes avances en tiempos recientes. La luz
ultravioleta comprende radiacion electromagnética fuera del espectro visible que se
encuentra en el rango de 100 a 400 nm de longitud de onda. Dentro del espectro de la
luz UV, es la luz UV de onda corta (UV-C) la que se sabe que tiene efectos letales
sobre los microorganismos (Orlowska et al., 2012). Este rango de radiacion
electromagnética comprende las longitudes de onda entre 200 y 280 nm. Los
tratamientos con luz UV tienen varias ventajas por sobre otros tratamientos de uso
convencional: a diferencia de los tratamientos térmicos, los tratamientos con luz UV
dificilmente provocan cambios negativos en las cualidades organolépticas, nutricionales
y fisicoquimicas de los alimentos (ElImnasser et al., 2008). También tienen cierta
ventaja sobre los tratamientos con desinfectantes, los cuales pueden dejar residuos en
la superficie de los alimentos que podrian ser nocivos para la salud (Aguero et al.,
2016; Martin-Diana et al., 2008, Nieuwenhuijsen et al., 2000; Olmez y Kertzchmar

2009; Rico et al., 2007). Utilizando tratamientos de luz UV se han logrado
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inactivaciones de 5 ciclos logaritmicos en contra de diversos microorganismos como lo
son Escherichia coli (Keyser et al., 2008; Franz et al., 2009; Char et al., 2010; Caminiti
et al., 2012), Salmonella Typhimurium (Mansor et al., 2014), y Alicyclobacillus
acidoterrestris (Baysal et al., 2013), aunque la mayoria de estos estudios se han hecho
solo sobre sustratos liquidos. Los tratamientos en sustratos liquidos tienen la ventaja
de que se puede realizar el tratamiento dentro de un reactor, lo cual permite una
distribucion homogénea de la energia luminosa y, por lo tanto, una desinfeccién mas
homogénea del alimento.

Existe bastante evidencia de que los tratamientos con radiacién son capaces de
evitar el crecimiento de microorganismos en los alimentos. Se han desarrollado
tratamientos con luz ultravioleta, microondas y radiacién-y que han probado ser
efectivos en el control de microorganismos (Kim, Kim y Kang, 2016; Kanapitsas et al.,
2015; Sommers, Cooke y Sites, 2009). También existen algunas evidencias de que
tratamientos con radiacion son capaces de reducir la carga de aflatoxinas en los
alimentos que fueron contaminados con mohos que las producen (Jubeen et al., 2012).

La mayoria de los estudios con radiacion para la desinfeccion de alimentos se han
realizado sobre bacterias, como E. coli (Sharma y Demirci, 2003), pero también existe
evidencia de que los tratamientos son efectivos para lidiar con mohos y levaduras
(Kanapitsas et al., 2015).

El mayor campo de aplicacion para la desinfeccidén de alimentos con radiacion
actualmente es sobre alimentos liquidos como jugos y lacteos y sobre alimentos secos
de bajo volumen, como las especias, debido principalmente a que su efectividad se

considera limitada sobre alimentos que son opacos y de grosor considerable (Li y Farid,
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2016). Se han investigado aplicaciones sobre alimentos solidos de mayor volumen,
pero su aplicacién industrial en este ramo sigue en las etapas iniciales (Roberts, 2014).
A pesar de esto, muchos expertos en el area de procesado de alimentos consideran
tanto la radiacion ultravioleta, como la radiacion ionizante como dos de los prospectos
mas atractivos dentro de las tecnologias emergentes para el procesado de alimentos,
por encima de otras tecnologias como los tratamientos con ozono y ultrasonido
(Jermann, Koutchma, Margas, Leadey y Ros-Polsqui, 2015). El principal obstaculo de
la aplicacién de estas tecnologias pareciera ser uno de percepcion, ya que la industria
de alimentos teme una respuesta negativa por parte de los consumidores ante estas
tecnologias, aunque pareciera que estos temores son infundados (Roberts, 2014).

En México en particular existe un gran potencial para la expansion del mercado de
alimentos tratados con radiacion: México es el principal exportador de alimentos
irradiados hacia Estados Unidos, los cuales consisten principalmente de frutas como

guayabas, limones y mangos (Eustice, 2017).

4.3.1. Irradiacion como método de conservacion: aplicaciones en alimentos sélidos

Existe una gran variedad de factores que pueden afectar la efectividad de un
tratamiento con fuentes de radiacion. La distancia de la fuente de luz al objeto, la
intensidad luminosa y las caracteristicas de la superficie a desinfectar son algunas de
las mas importantes (Gémez-Lopez, Devlieghere, Bonduelle y Devebere, 2005).

Varios autores han estudiado las aplicaciones de los tratamientos con radiacion
sobre alimentos sélidos. En la tabla 1 se puede ver un resumen de algunas

investigaciones con diferentes tratamientos con radiacién sobre diferentes alimentos
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sélidos, donde se ve que ha habido estudios tanto en alimentos con baja humedad
(semilla de alfalfa, nueces), humedad intermedia (pasas) y humedad alta (Queso en
rebanadas, salchichas).

Dependiendo de las dosis y de las caracteristicas del alimento, algunos de los
estudios han logrado una desinfeccion muy efectiva de los alimentos. Por ejemplo, Kim
y colaboradores (2016), lograron hasta 6 reducciones logaritmicas de E. coli, y S.
typhimurium en queso, lo cual es comparable a haber realizado un proceso de

pasteurizacion.

Por otro lado, Jubeen y colaboradores (2012) encontraron que los tratamientos con
UV-C son capaces de reducir tanto la poblacién microbiana en nueces y cacahuates,
como de destruir de manera significativa los metabolitos téxicos producidos por mohos.
Hussein y colaboradores (2015) encontraron que los tratamientos con luz ultravioleta
son efectivos para limitar el crecimiento de Aspergillus flavus. Estos resultados apuntan
a que los tratamientos por irradiacion son también efectivos para la desinfeccion de
alimentos solidos de baja humedad, como lo son las nueces, las semillas y los

cacahuates.

4.3.2. Tratamientos con luz ultravioleta de onda corta (UV-C)

De las tecnologias para la desinfeccion de alimentos por medio de irradiacion, la luz
ultravioleta probablemente es la mas estudiada y la que actualmente tiene mayores
aplicaciones industriales. Sin embargo, las lamparas ultravioleta convencionales tienen

varias limitaciones que dificultan su uso en la industria de alimentos (Kim et al., 2016).
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Las limitaciones derivan del poder de penetracion de la luz UV-C, por lo que los
liquidos transparentes son generalmente mas susceptibles a ser tratados con esta
tecnologia. En afios recientes ha habido avances tecnolégicos significativos que
podrian mejorar los tratamientos con luz ultravioleta, haciéndolos mas efectivos y
menos costosos. Uno de los avances mas recientes y mas importantes ha sido el
desarrollo de los diodos emisores de luz (o LED, por sus siglas en inglés). Estos
aparatos han permitido la miniaturizacioén de los sistemas emisores de luz ultravioleta,
asi como incrementado su eficiencia energética (D’Souza, Yuk, Khoo y Zhou, 2015).

Kim y colaboradores (2016) desarrollaron un tratamiento altamente efectivo a base
de LED de luz ultravioleta de onda corta para pasteurizar queso en rebanadas (tabla 1),
mientras que Shin y colaboradores (2016) encontraron resultados similares al aplicar
tratamientos con LED UV-C sobre cultivos bacterianos. Anteriormente, ya varios
autores han reportado la efectividad de tratamientos con fuentes convencionales de luz
UV-C. Por ejemplo, Sommers y colaboradores (2009) lograron la inactivacién de L.
monocytogenes sobre salchichas Frankfurt. También, Jubeen y colaboradores (2012)
lograron la disminucion de la carga microbiana en algunas nueces y cacahuates.

Los efectos antimicrobianos de la luz ultravioleta de onda corta se basan
principalmente en su capacidad de dafiar directamente el ADN de las células, asi como
otras estructuras como las mitocondrias, cloroplastos, membranas y proteinas (Urban,
Charles, Alcantara de Miranda y Aarrouf, 2016). Ademas de estos efectos, la luz UV-C
tiene efectos indirectos sobre la célula, como la produccién de especies reactivas de
oxigeno y el dafio a &cidos grasos, los cuales también contribuyen a los efectos

antimicrobianos de la luz UV-C.
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4.3.3. Tratamientos con pulsos de luz de alta intensidad (PLAI)

Los pulsos de luz de alta intensidad (PLAI) son una tecnologia emergente que utiliza
destellos de luz blanca de amplio espectro, de corta duracién, para eliminar
microorganismos de los objetos (GOmez-Lopez et al., 2005). En principio, los
tratamientos con PLAI funcionan de manera similar a los tratamientos con luz UV-C
continua, ya que ambos hacen uso de la luz UV-C para la inactivacion de
microorganismos. Sin embargo, los tratamientos con PLAI utilizan capacitores para
almacenar energia y después liberarla en rafagas de luz de alta potencia. Las ventajas
de los tratamientos con PLAI sobre los tratamientos con luz UV continua son menores
tiempos de proceso, menor tiempo de exposicion a luz ultravioleta y la exclusion de
lamparas de mercurio, las cuales pueden tener consecuencias negativas en el medio
ambiente (Heinrich et al., 2016). Sin embargo, los tratamientos con PLAI también tienen
ciertas desventajas, en particular relacionadas con las altas dosis de energia luminosa
gue reciben los alimentos. Estas altas dosis provocan aumentos de temperatura en los
alimentos, lo cual puede provocar dafios a compuestos termosensibles. El potencial
oxidativo de la luz UV se ve incrementado en los tratamientos con PLAI, debido a la
generacion de especies reactivas de oxigeno como el ozono, lo cual puede llevar a la
degradacion de lipidos, pigmentos y antioxidantes. Finalmente, los tratamientos con
PLAI pierden efectividad cuando se utilizan en alimentos con superficies irregulares
(Franco-Vega et al., 2021).

Varios estudios han demostrado la efectividad de los tratamientos con PLAI para la
desinfeccién de alimentos. Por ejemplo, Hwang y colaboradores (2018) demostraron su

efectividad sobre semillas de casia y mijo glutinoso. En un estudio anterior, Marquenie
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y colaboradores (2003) lograron de 3 a 4 disminuciones logaritmicas en Botrytis cinerea
y Monilia fructigena, los cuales son mohos patégenos de las cosechas. En otro estudio,
Sharma y Demirci (2003) lograron la inactivacién de E. coli 0157:H7 por medio de
pulsos de luz ultravioleta. En general, las bacterias parecen ser mas sensibles a los
tratamientos con PLAI que los mohos y las levaduras, y las esporas fungicas, al igual
gue las bacterianas, presentan cierta resistencia a estos tratamientos (Gémez-Lopez et
al., 2005), aunque aparentemente son mas vulnerables a los tratamientos con PLAI que

a los tratamientos con UV-C (Li y Farid, 2016).

4.3.3.1. Factores que afectan la efectividad de los tratamientos con PLAI

La efectividad de los tratamientos con PLAI esta dada por varios factores, relacionados
tanto con las caracteristicas del alimento, como de los microorganismos y del sistema
de tratamiento. Dado que las caracteristicas del sistema pueden ser adecuadas por el
usuario para una aplicacion en particular, las principales limitaciones de la técnica
estan relacionadas con las caracteristicas del alimento y de los microorganismos

presentes en este.

4.3.3.2. Resistencia microbiana a los tratamientos con PLAI

Diferentes microorganismos tienen diferentes niveles de susceptibilidad a los pulsos de
luz de alta intensidad. A través de diferentes estudios se ha llegado a la conclusion de
gue el orden de susceptibilidad de los microorganismos a los PLAI, de los mas
susceptibles a los menos susceptibles es: virus, bacterias Gramnegativas, bacterias

Grampositivas, levaduras, mohos filamentosos, esporas de bacterias y esporas de
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mohos. Sin embargo, en la practica es complicado verificar esta conclusién, ya que los

resultados de pruebas con PLAI son inconsistentes (Tabla 1).

Tabla 1. Estudios sobre la efectividad de tratamientos con PLAI en diferentes

microorganismos.

Microorganismo Contenido Alimento Dosis Inactivacion Referencia
inicial (log (J/cm?)  maxima
UFC/g o log
UFC/mL)
Bacterias
Alicyclobacillus 5a6 Jarabe de 1.86 3 Chaine et
acidoterrestris sacarosa (65 y al., 2012
ATCC 49025T 67° BXx)
Bacillus subtillis 5a6 Jarabe de 1.86 >4 Chaine et
DSM 402 sacarosa (65 y al., 2012
67° BXx)
Escherichia coli 7 Espinaca 12 2.3 Aglero et
LRF 1.107 (Spinacia al., 2016
oleracea L. cv.
Polka)
E. coli LRF 1.107 6 Jitomate 8 >1 Valdivia-
(Lycopersicon Najar et
esculentum al., 2017
Mill cv.
Daniela)
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E. coli LRF 1.107

E. coli ATCC

25922

E. coli ATCC

25922

E. coli ATCC

25922

E. coli ATCC

25922

5a’7

5a7

Aguacate
(Presea
americana Mill

var. Hass)

Queso
Cheddar
Queso
procesado
Leche
descremada
en polvo
reconstituida
(9.8% sélidos
totales)
Leche
descremada
en polvo
reconstituida
(25% solidos

totales)

12

12.29

12.29

8.41

8.41

3.33

>3

5.41

2.05

0.62

Ramos-
Villarroel,

Martin-

Belloso, &

Soliva-
Fortuny,
2011
Proulx et
al., 2015
Proulx et
al., 2015
Miller,
Sauer, &
Moraru,

2012

Miller,
Sauer, &
Moraru,

2012
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E. coli ATCC 7
25922

E. coli ATCC 7
25922

E. coli ATCC 7
25922

E. coli ATCC 7
25922

E. coli ATCC 6a’7b
11229

Leche 8.41 0.45
descremada

en polvo

reconstituida

(45% solidos

totales)

Leche 14.85 3.36
descremada

comercial

Leche 14.85 2.89

comercial con

2% de grasa

Leche entera 14.85 2.94
comercial
(3.25% de

grasa)

Rebanadas de 221.1  2.25
manzana

(Malus pumila

var. Granny

Smith)

Miller,
Sauer, &
Moraru,

2012

Miller,
Sauer, &
Moraru,
2012
Miller,
Sauer, &
Moraru,
2012
Miller,
Sauer, &
Moraru,

2012

Gomez et

al., 2012b
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E. coli DH5a 7

E. coli 0157:H7 3 log

CECT 4972 CFU/cm?
E. coli O157:H7 8

251

E. coli O157:H7 8

251

E. coli O157:H7 4ab
CFS 932, CFS 994,

CFS EO0018, CFS

H1730y CFS

F4546

E. coli K12 MDD 8

333

Geobacillus 5a6
stearothermophilus

CIP 6623°

Leche de 10

cabra

Carpacho de 11.9

res

Fresas 5.9

Moras azules 5.9

Semillas de 504

alfalfa

Huevos 19.4
cocidos

Jarabe de 1.86

sacarosa (65 y

67° BXx)

1.2

15

54

4.80

34.78

>4

Kasahara,
Carrasco,
& Aguilar,

2015

Hierro et

al., 2012

Huang et
al., 2017
Huang et
al., 2017
Sharma &
Demirci,

2003

Macias-
Rodriguez

etal., 2014

Chaine et

al., 2012
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Listeria innocua

LRF 1.117

L. innocua NTC

11288

L. innocua NTC

11288

L. innocua CECT

4030

L. innocua CECT

4030

L. innocua CLIP

11262

L. innocua FSL C2-

008

L. innocua FSL C2-

008

4a5log
CFU/cm?
4ab5log

CFU/cm?

4a5log

CFU/cm?

4a5log

CFU/cm?

5a7

5a7

Espinaca

(Spinacia

oleracea L. cv.

Polka)

Queso Gouda

Queso

Manchego

Queso Gouda

Queso

Manchego

Jitomate

(Lycopersicon

esculentum
Mill cv.
Daniela)
Queso
Cheddar
Queso

procesado

12

12

12

2.6

<1

<1

<1

3.37

>3

Aguero et

al., 2016

Fernandez
etal., 2016
Fernandez

etal.,, 2016

Fernandez
etal., 2016
Fernandez

etal., 2016

Valdivia-
Najar et

al., 2017

Proulx et
al., 2015
Proulx et

al., 2015
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L. innocua ATCC 6a’7.b Rebanadas de 119.4 1.7 Gomez et
33090 manzana al., 2012b

(Malus pumila

var. Granny
Smith)
L. innocua LRF 8 Aguacate 12 2.97 Ramos-
1.17 (Presea Villarroel,
americana Mill Martin-
var. Hass) Belloso, &
Soliva-
Fortuny,
2011
Listeria 8 Queso 152 3.08 Can et al.,
monocytogenes procesado 2014
ATCC 43256
L. monocytogenes 4 Filetes de 12.1 1.9 Cheigh,
KCCM 40307 lenguado Hwang, &
(Paralichthys Chung,
olivaceus) 2013
L. monocytogenes 4 Filetes de 12.1 2.1 Cheigh,
KCCM 40307 salmoén Hwang, &
(Salmo salar) Chung,
2013
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L. monocytogenes

KCCM 40307

L. monocytogenes
CECT 4032, CECT
7467 y Scott A

L. monocytogenes
CECT 4032, CECT
7467 y Scott A

L. monocytogenes
Scott A

L. monocytogenes
Scott A

L. monocytogenes
Scott A

L. monocytogenes

Scott A

Pseudomonas
fluorescens 1150
Pseudomonas

fluorescens 1150

4

4ab

UFC/cm?

4a5b

UFC/cm?

7 UFC/cm?

7 UFC/cm?

3 UFC/cm?

3 UFC/cm?

5a7

5a’7

Filetes de
camaron
(Litopenaeus

vannamei)

Salchichoén

Lomo curado

Jamon cocido

Bolofia

Carpacho de
atan
Carpacho de

res

Queso
cheddar
Queso

procesado

12.1

11.9

11.9

8.4

11.9

11.9

12.29

12.29

24

1.81

1.48

1.78

1.11

0.7

0.8

3.74

Cheigh,
Hwang, &
Chung,

2013

Ganan et

al., 2013

Ganan et

al., 2013

Hierro et
al., 2011
Hierro et
al., 2011
Hierro et
al., 2012
Hierro et

al., 2012

Proulx et
al., 2015
Proulx et

al., 2015
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Salmonella
enterica serotipo
Typhimurium
CECT 7159 y
CECT 4371

Salmonella spp.

Salmonella spp.

CECT 443

S. enterica serotipo
Enteritidis ATCC
13076

S. enterica serotipo
Enteritidis ATCC
13076

S. enterica serotipo
Newport H1275

S. enterica serotipo

Newport H1275

S. enterica subsp.

enterica DSMZ

4 a5 UFC/

cm?

4ab
UFC/cm?

3 UFC/cm?

4.5

UFC/unidad

6

UFC/unidad

5a6

Salchichén

Lomo curado

Carpacho de

res

Huevos sin

lavar

Huevos

lavados

Fresas

Moras azules

Tallarines de

huevo

11.9

11.9

11.9

12

12

5.9

22.5

0.7

1.48

1.73

2.49

1.85

2.1

4.2

2.5

Ganan et

al., 2013

Ganan et
al., 2013
Hierro et

al., 2012

Hierro et

al., 2009

Hlerro et

al., 2009

Huang et
al., 2017
Huang et

al., 2017

Manzocco

et al., 2004
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Vibrio 3 UFC/cm?  Carpacho de 11.9 0.8 Hierro et
parahaemolyticus atin al., 2012
CECT 511T
Levaduras
Saccharomyces 5 Epidermisde 4 0.9 Aguil6-
cerevisiae jitomate Aguayo et
(Lycopersicon al., 2013
esculentum L.
var Climberly)
S. cerevisiae CBS 7.0 Harina de trigo 31.12 <0.1 Fine &
1171 Gervais,
2004
S. cerevisiae CBS 6.6 Pimienta 31.12 0.3 Fine &
1171 negra en Gervais,
polvo 2004
S. cerevisiae KE 6a75 Rebanadas de 221.1 >7.5 Gomez et
162 manzana al., 2012b
(Malus pumila
var. Granny
Smith)
Mohos filamentosos
Aspergillus niger 9 Agar extracto - 3to4.5 Anderson
IMI 11414 de malta et al., 2000
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A. niger ATCC 4 Jarabe de 1.2 1.3 Chaine et

9642 sacarosa (65 y al., 2012
67° BX)

A. niger FRC A-409 5 Harina de - 4 Jun et al.,
maiz 2003

A.nigerDSM 1988 6a7 Agar extracto  1.25 <1 Levy et al.,
de malta 2012

Penicillium 7 Queso 152 1.32 Canetal.,

roqueforti ATCC procesado 2014

10110

Virus

Norovirus murino 8.7 log Fresa 22.5 0.9 log UFP/mL  Huang et

(MNV-1) linea UFP/mL al., 2017

celular de

macrofago murino

RAW 264.7

Norovirus murino 8.7 log Mora azul 22.5 3.8 log UFP/mL  Huang et

(MNV-1) linea UFP/mL al., 2017

celular de

macréfago murino
RAW 264.7

Microflora nativa
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Microflora nativa

Bacterias nativas

Bacterias nativas

Bacterias nativas

Bacterias nativas

Mohos nativos

4ab

89 CFU/mL

Semillas de
ajonjoli
(Sesamum

indicum L.)

Mijo glutinoso

Semillas de
casia
(Cinnamomum
cassia)
Jitomate
(Lycopersicon
esculentum L.
var. Climberly)
Manzana
(Malus pumila
var. Granny
Smith)

Fresa
(Fragaria x

Ananassa

37.85

54.43

54.43

71.6

47.8

0.99

0.66

0.74

0.9

0.8

Reduccién del

42% en el

crecimiento de

Hwang,
Cheigh, &
Chung,

2017

Hwang,
Cheigh, &
Chung,
2018
Hwang,
Cheigh, &
Chung,
2018
Aguilé-
Aguayo et

al., 2013

Gomez et

al., 2012

Duarte-
Molina et

al., 2016
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614

615

616

617

618

619

620

621

622

Duch cv. mohos
Camarosa) superficiales
después del

almacenamiento

Mohos nativos 147 Manzana 71.6 1 Gomez et
CFU/mL (Malus pumila al., 2012
var. Granny
Smith)
Mohos y levaduras 5.34 Triticum 51.2 3.81 Aron
nativos aestivum L. Maftei et
var. Dropla al., 2014
Mohos y levaduras 5.34 Triticum 51.2 3.81 Aron
nativos aestivum L. Maftei et
var. Vulgare al., 2014

4.3.4. Efectos de la irradiacion con UV-C y PLAI sobre microorganismos

Los mecanismos de accion de la luz UV-C y los PLAI son similares, ya que estos
tltimos cuentan con un componente importante de luz UV-C como uno de los
principales factores que afectan su efectividad para la inactivacion de microorganismos
(Gémez-Lopez et al., 2005; Kramer y Muranyi, 2017). La inactivacién a través de luz
UV-C se da principalmente por dafio al ADN de los microorganismos al provocar el
entrecruzamiento de bases de pirimidina adyacentes (Garcia-Catrrillo et al., 2017). Los

diferentes microorganismos presentan diferentes niveles de resistencia a los
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tratamientos con luz UV-C, e incluso dentro de una misma especie, diferentes cepas
pueden presentar niveles diversos de susceptibilidad.

Los tratamientos antimicrobianos se pueden clasificar de acuerdo con la forma en la
gue producen lesiones subletales en los microorganismos. Wuytack y colaboradores

(2003) proponen la siguiente clasificacion:

1. Eltratamiento dafia una Unica estructura vital del microorganismo sin la que éste
no puede subsistir. En estos casos, si el tratamiento no es suficiente para matar
al microorganismo, éste tampoco presentara lesiones subletales, por lo que los
autores los denominan tratamientos de “todo o nada”. Como ejemplos de esta
clase de tratamientos, los autores proponen los tratamientos con campos
eléctricos pulsados y los tratamientos por homogeneizacion a alta presion.

2. El tratamiento dafia una estructura vital del microorganismo, pero éste cuenta
con copias redundantes de dicha estructura. En estos casos, el microorganismo
solo morira si se logran destruir todas las copias de esta estructura mediante el
tratamiento, de lo contrario presentard una lesion subletal.

3. Eltratamiento dafia multiples estructuras vitales del microorganismo, algunas
redundantes y otras unicas. En estos casos, el microorganismo morira si se
logra destruir la estructura Unica o todas las copias de la estructura redundante.
La mayoria de los tratamientos antimicrobianos convencionales, como el
tratamiento térmico y el tratamiento por alta presion, caen dentro de esta

categoria.
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Con base en estas clasificaciones, los tratamientos con PLAI deberian clasificarse
en la tercera categoria. En esto concuerdan otros estudios en los que se han evaluado
los efectos de los PLAI sobre los microorganismos

La luz ultravioleta actia principalmente provocando dafios al ADN de los
microorganismos, inhibiendo asi su crecimiento y causando también su muerte, pero
también afecta los lipidos de membrana, las proteinas y las enzimas (Li y Farid, 2016;
Urban et al., 2016). Adicionalmente, la luz ultravioleta produce especies reactivas de
oxigeno, las cuales dafian tanto el ADN como las proteinas de los microorganismos (Li
y Farid, 2016). De acuerdo con esta informacién, los tratamientos con luz UV caerian
también en la tercera categoria.

Cuando no es suficiente para causar la muerte de los microorganismos, la radiaciéon
provoca lesiones subletales en la célula. La naturaleza de estas lesiones no ha sido tan
estudiada como las lesiones letales, pero se cree que se concentra también en el ADN
de la célula (Li y Farid, 2016; Mafas y Pagan, 2005). Las lesiones subletales son
particularmente aparentes en las esporas microbianas, las cuales son resistentes a los
tratamientos con radiacion, pero pueden volverse sensibles a otros tratamientos (como
tratamientos térmicos) o a factores ambientales de estrés tras una exposicion a niveles
subletales de radiacién (Li y Farid, 2016; Mafias y Pagéan, 2005)

Los PLAI, ademés de causar los dafios asociados con la exposicion a la radiacion,
provocan dafios adicionales debido a efectos fototérmicos dentro de la célula. Estos
efectos dafian las estructuras celulares directamente y no se han observado en
microorganismos tratados con luz ultravioleta continua (Kramer y Muranyi, 2017; Liy

Farid, 2016).
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De particular interés para la eliminacion de mohos es que la irradiaciéon de los
alimentos es capaz de degradar las micotoxinas (Karlovsky et al., 2016). Se ha
observado que la radiacion ultravioleta es altamente efectiva para eliminar aflatoxinas,
ya que estas son capaces de absorber radiacién en este espectro (Diao et al., 2015).
Sin embargo, los PLAI también podrian poseer estas propiedades, ya que se ha
observado que la luz solar es capaz de reducir el contenido de micotoxinas en cereales
hasta en un 40% después de 3 horas de exposicion y en un 75% después de 30 horas
de exposiciéon (Herzallah, Alshawabkeh y Al Fataftah, 2008). Debido a que los PLAI
estdn compuestos por un espectro similar a la luz solar, pero con una intensidad hasta
20,000 veces mayor es posible que se obtengan efectos similares con tratamientos de

menor duracién (Heinrich et al., 2016; Zhang, Wang, Zeng, Han y Brennan, 2018).

4.3.5. Desarrollo de resistencia de microorganismos a tratamientos con radiacion

Los tratamientos con irradiacion son capaces de inactivar los microorganismos
contenidos en un alimento, sin embargo, su efectividad no es del 100%. Generalmente,
después de un tratamiento, es posible que en el alimento permanezcan células viables
gue hayan sobrevivido a la irradiacion. El tratamiento con irradiacion, como parte de las
tecnologias emergentes para la conservacion de alimentos, tiene el principal objetivo
de modificar lo menos posible las caracteristicas fisicoquimicas y nutricionales del
alimento, por lo que es de esperarse que después de un tratamiento el alimento siga
siendo un ambiente para que los microorganismos sobrevivientes puedan

desarrollarse. Con esto en mente, es necesario investigar a qué grado los
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microorganismos son capaces de desarrollar resistencia a los tratamientos con
radiacion.

Un estudio llevado a cabo por Tavares y colaboradores (2010) encontr6 que es
dificil que las bacterias (E. coli y Vibrio fischeri) desarrollen resistencia a los
tratamientos con radiacion. Sin embargo, se sabe que los hongos microscopicos son
mas resistentes a la radiacion que las bacterias, particularmente aquellos con la
capacidad de desarrollar conidios diploides o poliploides (como los del género
Aspergillus) y con conidios que contienen melanina (como los géneros Curvularia y
Alternaria) (Saleh, Mayo y Ahearn, 1988). Esto a tal grado que una levadura
(Cryptococcus neoformans) es el organismo dominante en ambientes altamente
irradiados, como el reactor destruido en Cherndbil y los enfriadores de reactores
nucleares activos (Jung et al., 2016). Ademas, existen estudios que indican que es
posible desarrollar microorganismos resistentes a la radiacion por medio de
bioingenieria (Daly, 2000), por lo que no se puede descartar la posibilidad de que el
proceso pueda ocurrir naturalmente. En general, existe falta de informacién respecto a
la capacidad del moho para generar resistencia a los tratamientos con radiacién, por lo

que es necesario realizar investigacion al respecto.

4.3.6. Efectos de los tratamientos por irradiacion en las propiedades nutricionales,

fisicoquimicas y sensoriales de los alimentos

El proposito de desarrollar nuevas tecnologias para la conservacion de alimentos es no
solo obtener alimentos mas seguros, sino también de mejor calidad sensorial y

nutricional. Las tecnologias de irradiacién son prometedores en este sentido pues sus
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efectos sobre las caracteristicas de los alimentos tratados con ellas prometen ser
pequefios. Sin embargo, dado que las radiaciones pueden afectar los lipidos en los
alimentos, es posible que su uso en alimentos ricos en lipidos (como las nueces y los
cacahuates) produzca sabores y aromas relacionados con la rancidez. Algunos
estudios han confirmado que, ciertamente, este es el caso, como el estudio realizado
por Golge y Ova (2008) en el que se encontré que un tratamiento con rayos-y provoco
el aumento de los valores de perdxidos en pifiones, tanto de forma inmediata como
después de 3 meses de almacenamiento. Resultados similares se obtuvieron tras la
irradiacion con rayos-y de nueces de la India (Mexis y Kontominas, 2009). En el primer
estudio se reportd que, a pesar del aumento en el contenido de hidroperoxidos, los
pifiones no sufrieron de cambios significativos en sus propiedades sensoriales. Por otro
lado, en el segundo estudio, se encontrd que si hubo cambios significativos en el sabor

de las nueces que se probaron.

4.4. Modelaciéon matematica de tratamientos PLAI

En la mayor parte de los estudios donde se han modelado los efectos de los
tratamientos con PLAI, los autores han reportado curvas de inactivacion no lineales. En
la Tabla 2 se muestra un resumen de algunos estudios en los que se ha realizado la

modelacion matematica de estos tratamientos.
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Tabla 2. Modelaciéon de tratamientos con PLAI en sistemas sélidos.

Condiciones de tratamiento

Intensidad
del Parametros
Modelo  tratamiento” Otras condiciones Sistema Microorganismo Inactivacion del modelo Ajuste del modelo” Referencia
Weibull 0-120 kdJ/m?2  Emision maxima de energia: 700J Hojas de Listeria innocua  1.85-2.6 log b=0.72 R2 =0.917 Aglero et al.,
Espectro de longitud de onda: espinaca UFCl/g 2016
180-1100 nm n=0.117
Duracion del pulso: 0.3 ms
Distancia: 8.5 cm Escherichia coli ~ 1.72-2.3 log b =0.003 R2=0.975
Numero de pulsos: 0-30 UFClg
Distancia: 5-13 cm n=0.191
Tiempo de tratamiento: 5-60 s
Weibull 2.9-67.0 Distancia: 5-13 cm Pechugas Salmonella 1.2-2.4 log b =0.817- RMCE = 0.059-0.614 Keklik et al.,
Jiecm? Tiempo de tratamiento: 5-60 s de pollo Typhimurium UFC/cm? 1.111 %RMCE = 3.105- 2010b; 2012
n =0.134- 10.361
0.254 R2 =0.785-0.943

Factor de sesgo: 505-
1.270

Factor de precision:
1.271-1.376

128
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Tabla 2. Modelaciéon de tratamientos con PLAI en sistemas sélidos.

Condiciones de tratamiento

Intensidad del Parametros
Modelo  tratamiento” Otras condiciones Sistema Microorganismo Inactivacion del modelo Ajuste del modelo” Referencia
Weibull  2.9-67.0 J/cm? Distancia: 5-13 cm Pechugas Salmonella 0.8-2.4 log b =0.419- RMCE = 0.081-0.116 Keklik et al.,
Tiempo de tratamiento: 5-60 s de pollo Typhimurium UFC/cm? 0.899 %RMCE = 5.541- 2010b; 2012
empacadas n =0.195- 12.711
al vacio 0.394 R? =0.929-0.955
Factor de sesgo:
0.625-0.861
Factor de precision:
1.263-1.335
Weibull 2.9-67.0 J/cm2 Distancia: 5-13 cm Salchichas Listeria 0.1-1.9 log b = 0.086- RMCE = 0.043-0.164 Keklik et al.,
Tiempo de tratamiento: 5-60 s de pollo monocytogenes UFC/cm? 0.234 %RMCE = 6.038- 2009; 2012
n = 0.458- 14.338
0.768 R2 = 0.851-0.867
Factor de sesgo =
0.869-1.144
Factor de precision:
1.375-1.398
Weibull  1.2-35.3 J/cm?  Distancia: 9.5-14.5 cm Huevos Salmonella 1.3-7.7 log b=1.275- RMCE = 0.401-0.824 Keklik et al.,
Tiempo de tratamiento: 1-30 s Enteritidis UFC/cm? 1.501 %RMCE = 13.026- 2010a; 2012
n =0.397- 21.182
0.504 R2 =0.747-0.921

Factor de sesgo =
0.971-1.309

Factor de precision =
2.193-6.874
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Tabla 2. Modelaciéon de tratamientos con PLAI en sistemas sélidos.

Condiciones de tratamiento

Intensidad
del Parametros
Modelo tratamiento” Otras condiciones Sistema Microorganismo Inactivacion del modelo Ajuste del modelo” Referencia
Weibull 0.17-5.28 Longitud de onda del espectro: Agar Bacillus subtilis 0-5 log F1=0.24 NR Levy et al.,
modificado J/cm? 200-1100 nm UFC/cm? F3=0.53 2012
Duracion del pulso: 250 ps Fs=0.8
Numero de pulsos: 1-10 Aspergillus niger <1 log F1=1.24
Voltaje: 1-3 kV UFC/cm? F2=2.24
Fs =3.52
Log lineal 0.19-12.22  Voltaje: 1.5-2.5 kV Lechuga Flora microbiana  ~2 log UFC/g Kmax = 0.35 R2=0.7376 Izquier y
J/icm? Energia por pulso: 200-800 J (Lactuca nativa RMCE = 0.3764 GOmez-Loépez,
Duracion del pulso: 0.5 ms sativa var. 2011
Distancia: 17.5 cm capitata L.)
Col ~2 log UFC/g Kmax = 0.35 R2 =0.8042
(Brassica RMCE = 0.3764
oleracea
var.
capitata L.)
Zanahoria ~1.5log Kmax = 0.32 R2=0.6973
(Daucus UFCl/g RMCE = 0.2289
carota L.)

/31
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Tabla 2. Modelaciéon de tratamientos con PLAI en sistemas sélidos.

Modelo
Weibull

Log lineal

con cola

Condiciones de tratamiento

Intensidad del
tratamiento”
0.19-12.22

J/cm?2

0.19-12.22

J/lcm?2

Parametros
Otras condiciones Sistema Microorganismo Inactivacion del modelo Ajuste del modelo” Referencia
Voltaje: 1.5-2.5 kV Lechuga Flora microbiana  ~2 log UFC/g b=0.44 R2 =0.9481 Izquier y
Energia por pulso: 200-800 J (Lactuca nativa n=0.33 RMCE = 0.2289 Gomez-Lépez,
Duracién del pulso: 0.5 ms sativa var. 2011
Distancia: 17.5 cm capitata L.)
Col ~2 log UFC/g b=0.46 R? =0.9942
(Brassica n=0.30 RMCE = 0.0725
oleracea
var.
capitata L.)
Zanahoria ~1.5log b=0.54 R2 =0.9822
(Daucus UFCl/g n=0.23 RMCE = 0.1235
carota L.)
Voltaje: 1.5-2.5 kV Lechuga Flora microbiana  ~2 log UFC/g Kmax = 2.32 R2 =0.9323 Izquiery
Energia por pulso: 200-800 J (Lactuca nativa RMCE = 0.2613 Gomez-Lépez,
Duracién del pulso: 0.5 ms sativa var. 2011
Distancia: 17.5 cm capitata L.)
Col ~2 log UFCl/g Kmax = 0.75 R2=0.8727
(Brassica RMCE = 0.3394
oleracea
var.
capitata L.)
Zanahoria ~1.5log Kmax = 1.51 R2=0.998
(Daucus UFCl/g RMCE = 0.3727
carota L.)
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Tabla 2. Modelaciéon de tratamientos con PLAI en sistemas sélidos.

Condiciones de tratamiento

Intensidad
del Parametros
Modelo  tratamiento” Otras condiciones Sistema Microorganismo Inactivacion del modelo Ajuste del modelo” Referencia
Log lineal 0-0.421 Longitud de onda del espectro: Agar Listeria innocua  0-6.5 log Hi1 =0.060 R2=0.939 Lasagabaster y
con J/cm? 200-1100 UFC/cm? Kmax = 73.78 RMCE =0.320 Martinez de
hombro y Duracion del pulso: 325 ps Nres = 1.2 Marafién, 2014
cola
Weibull 1.29-19.35  Voltaje: 3800 V Semillas de Salmonella 0.21-4.88log b=0.013 R2=0.939 Reyes-Jurado
J/icm? Longitud de onda del espectro: chia Typhimurium UFCl/g n=2.017 RMCE =0.320 etal., 2019
100-1100 nm (Salvia
Duracién del pulso: 360 us hispanica
Distancia: 10.8 cm L.)
NUmero de pulsos: 3-45
Tiempo: 1-15 s
Weibull 4.05-20.25  Longitud de onda del espectro: Semillas de Salmonella 2.32-3.22 log b=1.7872 NR Sucar-
J/icm? 200-1100 nm girasol enterica subesp.  UFC/ml n=0.2181 Escamilla,
Energia por pulso: 505 J enterica serovar 2018

Frecuencia de pulso: 3 s1

Tiempo: 3-15 s

Distancia: 4.26 in

Typhimurium

/34

/35
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Tabla 2. Modelaciéon de tratamientos con PLAI en sistemas sélidos.

Condiciones de tratamiento

Intensidad
del Parametros
Modelo  tratamiento” Otras condiciones Sistema Microorganismo Inactivacion del modelo Ajuste del modelo” Referencia
Weibull 0.83-1.61 Voltaje: 3800 V Pastrima Staphylococcus 0.47-2.99 log b=1.823- R2=0.973-0.989 Keklik, 2019
W/cm? Longitud de onda del espectro: aureus UFC/cm? 3.445 RMCE = 0.107-0.181
200-1100 nm n = 0.582- Ar = 1.055-1.097
Duracion del pulso: 300 ps 0.803
Frecuencia de pulso: 3 s1
Tiempo: 5-45 s
Distancia: 8-13 cm
Modelo 0.83-1.61 Voltaje: 3800 V Pastrima Staphylococcus 0.47-2.99 log f=0.181- R2 =0.989-0.998 Keklik, 2019
de Cerf W/cm?2 Longitud de onda del espectro: aureus UFC/cm? 0.560 RMCE = 0.069-0.131
200-1100 nm ki =0.070- Ar=1.013-1.046
Duracion del pulso: 300 ps 0.128
Frecuencia de pulso: 3 s k2 = 0.450-
Tiempo: 5-45 s 0.890
Distancia: 8-13 cm
Modelo 0.83-1.61 Voltaje: 3800 V Pastrima Staphylococcus 0.47-2.99 log f=0.181- R2=0.991-0.999 Keklik, 2019
de Wi/cm?2 Longitud de onda del espectro: aureus UFC/cm? 0.560 RMEC = 0.049-0.116
Kamau 200-1100 nm b1 =0.76- Ar=1.013-1.046
Duracién del pulso: 300 ps 0.135
Frecuencia de pulso: 3 st b2 = 0.534-
Tiempo: 5-45 s 0.650

Distancia: 8-13 cm
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Tabla 2. Modelaciéon de tratamientos con PLAI en sistemas sélidos.

Condiciones de tratamiento

Intensidad
del Parametros
Modelo  tratamiento” Otras condiciones Sistema Microorganismo Inactivacion del modelo Ajuste del modelo” Referencia
Regresion NR Energia maxima por pulso: 505J Carne de Escherichia coli 0.32-1.66 Bo =0.925 Rp =0.61 Bryant et al.,
lineal Frecuencia de pulso: 3 s cabra UFC/ml B1=-0.045 2021
Distancia: 4.47-12.09 cm B2=0.014
Tiempo: 5-60 s
Regresion NR Energia maxima por pulso: 505J Carne de Escherichia coli 0.32-1.66 B0 =1.331 Rp = 0.66 Bryant et al.,
lineal Frecuencia de pulso: 3 s1 res UFC/ml B1=-0.074 2021
Distancia: 4.47-12.09 cm B2 =0.011
Tiempo: 5-60 s
Weibull 0-37.8 J/Jcm?  Longitud de onda del espectro; Semillas de  Flora microbiana  0-1.41 log fr=24.5J/cm? NR Kim et al.,
250-110 nm rabano nativa UFCl/g 2019
Voltaje: 1200-2400 V
Distancia: 20 cm Semillas de 0-1.78 log fr =20.81
Tiempo: 0-180 s pak choi UFC/g J/icm?
Agitacion: mezclador Vortex de
una velocidad
Log lineal NR Irradiancia: 0.66 W/cm? Croquetas Salmonella 0-2.26 log D=119 R2 =0.957 Subediy
Frecuencia de pulso: 100 st secas de enterica serovar  UFC/g RMCE = 0.325 Roopesh, 2020
Tiempo: 0-30 min alimento Typhimurium y
Agitacion: superficie vibratoria (60 para Seftenberg
Hz) animales

Descontaminacion y secado por

aire simultaneos
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Tabla 2. Modelaciéon de tratamientos con PLAI en sistemas sélidos.

Condiciones de tratamiento

Intensidad
del Parametros
Modelo  tratamiento” Otras condiciones Sistema Microorganismo Inactivacion del modelo Ajuste del modelo” Referencia
Weibull NR Irradiancia: 0.66 W/cm? Croquetas Salmonella 0-2.26 log b=0.15 R2=0.972 Subediy
Frecuencia de pulso: 100 st secas de enterica serovar  UFC/g n =0.810 RMCE =0.302 Roopesh
Tiempo: 0-30 min alimento Typhimurium y
Agitacion: superficie vibratoria (60 para Seftenberg
Hz) animales

Descontaminacion y secado por

aire simultaneos

“NR: No reportado
R2: Coeficiente de correlacion
RMCE: Raiz de la media cuadratica del error

Rp: Coeficiente de correlacién de Pearson
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La forma de la curva de inactivacion microbiana puede ayudar a determinar qué tan

adecuado es un determinado modelo, ya que algunos modelos (como el modelo de

Weibull) solo son capaces de modelar con precision curvas en las que solo existe la

fase log-lineal, es decir, que no presentan “hombros” ni “colas” (Figura 5).

N (log UFC/ml)

(]

SN

w

N

[y

Hombro

Fase log-linear

Cola

2 4 6 8 10 12 14 16
Tiempo (unidades arbitrarias)

Figura 5. Curva de inactivacion arbitraria mostrando las tres estructuras caracteristicas

correspondientes a las tres fases de inactivacion microbiana.

La presencia de un hombro indica que la inactivacién no comienza al mismo tiempo

gue el tratamiento, mientras que la presencia de una cola indica una pérdida de eficacia

del tratamiento una vez que la reduccion microbiana ha alcanzado un determinado

punto. Los tratamientos con PLAI generalmente no presentan hombros en sus curvas

de inactivacion, ya que el tratamiento siempre arranca a su maxima potencia y presenta

letalidad significativa incluso en dosis bajas. Sin embargo, algunos estudios han

mostrado que estos tratamientos pueden presentar colas (Izquier y Gomez-Lépez,

2011). Adicionalmente, la variable de proceso que se selecciona para la modelacion
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754  tiene inferencia en la forma de la curva de inactivacion. Por ejemplo, una curva con

755 respecto al tiempo (con intensidad del tratamiento constante) presentara diferentes

756 caracteristicas a una curva con respecto a la intensidad del tratamiento (con el tiempo
757 como constante). En este caso en particular, una curva con respecto al tiempo puede
758 presentar hombro, mientras que una con respecto a la intensidad probablemente no lo
759 presentara (Lasagabaster y Martinez de Marafién, 2014).

760

761 4.4.1. Modelo de Weibull

762 El modelo de Weibull es el mas cominmente utilizado para predecir el comportamiento
763  de los tratamientos con PLAI. Este modelo es una herramienta que se utiliza en

764  diversos campos, como medicina e ingenieria, para el analisis de tiempo de vida, lo que
765 lo hace util también en aplicaciones microbiolégicas. Para este modelo se asume que
766 cada célula microbiana se inactiva en un momento determinado, ademaés de que se
767 asume que la curva de inactivacion no presente hombros ni colas (Flores-Cervantes et
768 al., 2013; Papoulis y Pillai, 2002; Schenk et al., 2008; Taze et al., 2015). Las dos

769 formas mas comunes del modelo de Weibull se presentan a continuacién en las

770  ecuaciones Ec. 1y Ec. 2:

S(t) = log (Nlo) =p-t" Ec. 1
s vl i)~ (2

0

771
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La ecuacion Ec. 1 representa la fraccion logaritmica (log (Nﬁ)) de
0

microorganismos sobrevivientes (S(t)) a un tiempo (t) determinado, donde b y n son los
parametros de escala y forma, respectivamente. El modelo de Weibull se puede
modificar para que sea dependiente de un parametro diferente, como la dosis del
tratamiento, en lugar del tiempo (Agtero et al., 2016). En algunos estudios, el modelo
de Weibull aparece también en la forma mostrada en la ecuacion Ec. 2, donde « es el
parametro de escalay S es el parametro de forma (Aguero et al., 2016; Keklik et al.,
2012; Ringus y Moraru, 2013). Los parametros de forma n y g indican si la curva de
inactivacion es céncava o convexa: si el parametro es >1, la curva es concava,; si el
parametro es = 1, la curva sera lineal y si el parametro es <1, la curva sera convexa. En
términos de resistencia microbiana, una curva concava indicaria que la efectividad del
tratamiento incrementa conforme incrementa el valor del parametro de proceso, una
curva lineal indicaria que la efectividad se mantiene constante y una curva convexa
indicaria que la efectividad va disminuyendo (Karaoglan et al., 2017).

El modelo de Weibull se ha utilizado con éxito para la modelacion de la
inactivacion de microorganismos tanto en superficies como en liquidos. Se han hecho
estudios en espinaca (Aguero et al., 2016), lechuga, col, zanahorias (Izquier y Gomez-
Lopez, 2011), material de empaque (Ringus y Moraru, 2013), vidrio, metal (Levy et al.,
2012) y sistemas modelo (Kramer et al., 2017; Levy et al., 2012).

La efectividad del modelo de Weibull depende de que no existan hombros ni colas
en la curva de inactivacion, ya que solo esta disefiado para modelar la fase log-linear.

De acuerdo con algunos autores, la habilidad del modelo de Weibull se deteriora
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796

797

cuando existen efectos significativos de las propiedades del substrato en la inactivacion

microbiana, como por ejemplo efectos de sombreado causados por substratos solidos

con superficies rugosas (Ferrario et al., 2013; Uesugi et al., 2007).
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5. Materiales y Métodos

5.1. Obtencion de muestras

Para la obtencion de muestras de los alimentos objeto de este estudio se dividi6 el pais

en cinco regiones geograficas, cuya distribucion se puede ver en la Tabla 3.

Tabla 3. Caracteristicas de las regiones para el estudio (INEGI, 2020).

No. Regionesy los estados Descripcion de la region
que las conforman

1 Noroeste (Baja California,  Clima predominantemente desértico o semiérido
Baja California Sur, (Képpen BSh/BWh). La region esta escasamente
Chihuahua, Sinaloa 'y poblada y es predominantemente rural. El mayor
Sonora) centro poblacional es la ciudad de Tijuana, B. C.

2 Noreste (Coahuila, Clima predominantemente semiarido (Képen
Durango, Nuevo Ledén, San BSh/BSk). La region estd escasamente poblada y
Luis Potosi y Tamaulipas)  es principalmente rural con algunas areas

urbanas y suburbanas densamente pobladas. El
centro poblacional mas grande es la ciudad de
Monterrey, N. L.

3 Occidente (Aguascalientes, Clima variado, con areas semiéridas (Kdppen
Colima, Guanajuato, BSh/BSK) y presencia importante de areas de
Jalisco, Michoacan, sabana tropical (Koppen Aw). La regidn esta
Nayarit, Querétaro, and densamente poblada y altamente urbanizada. El
Zacatecas) centro poblacional mas grande es la ciudad de

Guadalajara, Jal.
4 Centro (Ciudad de México, Clima predominantemente oceanico templado

México, Guerrero, Hidalgo,
Morelos, Puebla, and

Tlaxcala)

(Koppen Cfb). La region estd densamente
poblada y extremadamente urbanizada, ya que

contiene el complejo urbano de la Megalépolis de
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802

803

804

805

806

807

808

809

la Ciudad de México. El centro poblacional mas

grande es la Ciudad de México.

5 Sudeste (Campeche, El clima es predominantemente tropical (Képpen
Chiapas, Oaxaca, Aw). La region esta escasamente poblada con
Quintana Roo, Tabasco, algunas areas urbanas y suburbanas. El centro
Veracruz, and Yucatan) poblacional mas grande es la ciudad de Mérida,

Yuc.

Se procurd obtener al menos una muestra de cada fruto en cada region del pais.
Sin embargo, la temporalidad de la nuez de castilla dificult6 la obtencion de muestras
con las caracteristicas necesarias para el estudio, por lo que no se obtuvieron muestras
de este fruto en todas las regiones del pais. Las muestras de las semillas se obtuvieron
sin cascara con el objetivo de cuantificar la contaminacién postcosecha con mohos y
sus toxinas en la parte comestible del alimento. Una lista de las muestras obtenidas
para el estudio se presenta en la Tabla 4.

Tabla 4. Lista de muestras de frutos secos por regiéon

Fruto seco Region NUumero de muestras
Cacahuate Centro 18

Sudeste 6

Oeste 3

Noreste 6

Noroeste 3
Nuez pecana Centro 12

Sudeste 3
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Occidente 3

Noreste 6
Noroeste 6
Nuez de castilla Centro 6
Oeste 3
Noroeste 3
Pepita de Calabaza Centro 12
Occidente 3
Sudeste 3
Noreste 6
Noroeste 9

A las muestras obtenidas se les evalué la actividad de agua y el contenido de
humedad inmediatamente después de su llegada al laboratorio para evitar
fluctuaciones debido a las condiciones ambientales. Las muestras fueron trituradas con
mortero y pistilo para realizar estas evaluaciones. Para la evaluacion de actividad de
agua se utilizé un sistema Aqualab 4TEV (METER Group, Inc., E.U.A.). Se colocé
suficiente muestra en los recipientes plasticos con tapa (suministrados con el equipo)
para cubrir el fondo y se realizaron las pruebas por triplicado. El equipo realizé las
mediciones a 24.97+0.13° C.

Por otro lado, el contenido de humedad de las muestras trituradas se determiné de
acuerdo con lo establecido por la norma mexicana NMX-F-083-1986. Se pesaron

alrededor de 2 g de la muestra triturada, registrando su peso exacto. Las muestras
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pesadas fueron colocadas en charolas de aluminio con arena de silice, cuyo peso
constante fue determinado con anterioridad. Las semillas se secaron en una estufa a
103+1° C hasta que alcanzaran su peso constante. El contenido de humedad de las

semillas se realiz6 por triplicado y se calculé mediante la siguiente ecuacion:

_(P—Py)
% de Humedad = - x 100 Ec. 3
2

Donde P es el peso de la charola de aluminio con la muestra himeda, P; es el peso

de la charola con la muestra seca y P, es el peso de la muestra hUumeda.
5.2. Aislamiento e identificacion de mohos incidentes

5.2.1. Recuento de mohos y levaduras

Para el recuento de mohos y levaduras se pesaron 10 g de cada muestra y se
colocaron en una bolsa estéril con 90 mL de agua peptonada (0.1% p/v). Las muestras
se homogeneizaron después en una trituradora de laboratorio Stomacher 80 (Seward
Medical Ltd., Reino Unido) y se realizaron diluciones seriadas de 10 a 10° con agua
peptonada estéril. Las diluciones fueron inoculadas en PDA acidificado con 1.6 ml de
una solucion de &cido tartarico al 10% por cada 100 ml de medio de cultivo. Las placas
inoculadas se incubaron a 25° C por 7 dias, y se realiz6 el conteo tomando en cuenta
solo la dilucién en la que las placas tuvieran entre 15y 150 colonias de mohos y/o
levaduras. En muestras en las que el crecimiento de Rhizopus spp. fue prominente, se
realizo una segunda determinacion inoculando las diluciones en agar dicloran

cloranfenicol rosa de bengala (DRBC) con la finalidad de restringir el desarrollo de
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estos mohos y permitir el desarrollo de aquellas especies con una velocidad de

crecimiento menor. Cada determinacion se hizo por triplicado.

5.2.2. Aislamiento e identificacién de mohos

El aislamiento de las especies individuales de mohos se hizo tomando colonias
individuales de las placas de conteo e inoculandolas en placas de agar Czapek con
extracto de levadura (CYA). Las placas fueron incubadas a 25° C por 7 a 14 dias y las
colonias de moho individuales resultantes fueron transferidas a placas nuevas
sucesivamente las veces necesarias para obtener un cultivo puro. Estos cultivos puros
fueron utilizados para la identificacion de las diferentes especies de moho por medio de
técnicas morfoldgicas.

Se sembraron las colonias de los mohos aislados en agar extracto de malta (MEA),
CYA y agar nitrato con 25% de glicerol (G25N). Las placas se incubaran por 7 a 14
dias a 5, 25, y 36° C y se procedio a la identificacién de las especies de mohos por
medio de las claves dicotdmicas descritas por Samson, Hoekstra, Frisvad y Filtenborg
(2000), por Malloch (2009) y por Pitt y Hocking (2009).

Para la identificacion de las especies de Penicillium en el subgénero Penicillium, se
utilizé la técnica del agar creatina sacarosa neutro (CSN) descrita por Pitt y Hocking
(2009). Dicho medio de cultivo proporciona un criterio adicional para la identificacion de
especies cuyas caracteristicas son demasiado similares para discriminarlas por medio
de los métodos antes descritos. Dependiendo de si la especie es capaz de metabolizar

la sacarosa y/o la creatina, se produjo en el medio de cultivo una reaccién acida
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(amarilla), alcalina (violeta) y/o neutra (gris). Las férmulas de los medios de cultivo
empleados en esta etapa se pueden encontrar en el anexo 3.

Para las observaciones microscépicas se tomo una muestra directamente de la
colonia a observar utilizando cinta adhesiva de poliestireno o tomando una porcién de
la colonia junto con una porcion del medio de cultivo utilizando una aguja estéril. Las
muestras de las colonias se montaron sobre portaobjetos de vidrio a los cuales se les
afiadié previamente una gota de solucion de azul de anilina al 1% en acido lactico al
95%. Los portaobjetos se pasaron cuidadosamente por la flama de un mechero para
fundir el medio de cultivo y se les agrego una gota de solucién de etanol al 70% con el
objetivo de permitir que se separaran los conidios. Las observaciones se realizaron en
un microscopio optico MicroStar One-Ten (American Optical Corp., EUA) con objetivos
de aumento 40x y 100x. Para la toma de micrografias se utilizé una cAmara Axiocam

ERc-5s (Carl Zeiss Microscopy, Alemania) acoplada al microscopio.

5.2.2.1. Incidenciade los géneros y especies de mohos individuales

La incidencia de especies y géneros individuales de moho se calculé como la fraccién
de las muestras en las que se identificd una especie o género particular de moho

utilizando la siguiente ecuacion:

ne
ng

Donde I; es la incidencia (%) de un género o especie de moho en particular en un
grupo de muestras, n, es el niumero de muestras dentro de ese grupo en las que se

detectd ese género o especie durante el proceso de aislamiento e identificacion y n; es
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el nimero total de muestras en ese grupo. Las muestras se agruparon por region y por

tipo de semilla 'y, por lo tanto, la incidencia se expreso6 en términos de dichos grupos.

5.2.3. Evaluacion de la produccién de toxinas fungicas

Habiendo identificado las especies de moho de mayor incidencia en cada uno de los
alimentos, se evalué la capacidad de las cepas aisladas para producir toxinas flngicas,
en particular, las cepas aisladas de Aspergillus flavus y Aspergillus parasiticus, asi
como las especies aisladas de Penicillium spp. La determinacion se hizo mediante la
técnica del agar de crema de coco (CCA) descrita por Pitt y Hocking (2009) y
expandida por Mohamed et al. (2013). Los mohos identificados se inocularon en placas
de CCAy se incubaron a 25° C por 7 dias. Posterior a este periodo las placas se
iluminaron con una lampara de luz UV-A para observar la presencia de fluorescencia

en las colonias, la cual indicaria la produccién de toxinas fungicas.

5.2.4. Seleccion de las especies de moho para estudios subsecuentes

Con base en la capacidad de produccion de toxinas, capacidad de deterioro de las
semillas, incidencia, experiencias previas y reportes de la literatura se determiné qué
las siguientes especies de mohos serian utilizadas en los experimentos subsecuentes:
Aspergillus flavus, Aspergillus niger, Penicillium nalgiovense y Rhizopus oryzae. Las
cepas de las especies seleccionadas fueron tomadas de los cultivos aislados como se

describié anteriormente.
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5.2.5. Andlisis estadisticos
Con el objetivo de evaluar la informacién recopilada, se realizaron diversos analisis
estadisticos de los datos.

5.2.5.1. Analisis de varianza (ANOVA)

Se realiz6 un andlisis de varianza precedido de una prueba de igualdad de varianzas y
una prueba de normalidad. Se determiné que la prueba de igualdad de varianzas era
necesaria debido a las diferencias en los tamafios de las muestras. Esta prueba se
realizo por medio del método de Levene. La normalidad, por otro lado, se realizé por
medio del método de Ryan-Joiner.

En estos analisis previos se determind que existian diferencias significativas
(p<0.05) entre las varianzas de las muestras para las siguientes determinaciones: aw,
contenido de humedad y recuento de mohos y levaduras. Estas presentaron varianzas
significativamente diferentes para todos los grupos de muestras a excepcion de la nuez
de castilla, para la cual no se encontr6 diferencia significativa entre las varianzas de las
distintas regiones.

La prueba de normalidad arrojo que la distribucion de datos present6 una
distribucion con desviaciones significativas(p<0.05) de la normalidad en varias de las
categorias en las que se clasificaron los frutos secos evaluados en este estudio.

A raiz de estas exploraciones previas, se determiné realizar el andlisis de varianza
considerando diferencias entre las varianzas y con el andlisis de agrupacién post-
ANOVA de Games-Howell.

Estos analisis se realizaron con el software estadistico Minitab 19 (Minitab LLC,

EUA).
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924 5.2.5.2. Analisis de componentes principales (ACP)

925 Con el objetivo de ilustrar las relaciones entre las variables, se realiz6 un analisis de
926 componentes principales (ACP) entre las variables de aw, %H, recuento de mohos y
927 levaduras, y numero de especies identificadas. Las agrupaciones de los datos

928 puntuales se decidieron conforme a las variables categoéricas del sistema (tipo de fruto
929 seco y region). El coeficiente de correlacion cofenética (CCC) se calculé como un

930 parametro para medir la precision del ACP, donde un valor mas cercano a 1.0

931 corresponderia a una preservacion mas fidedigna de las correlaciones entre las

932 variables originales en los factores principales arrojados por el analisis (Ferrario &
933  Guerrero, 2016). Estos analisis se realizaron con el complemento estadistico para

934  Microsoft Excel XLSTAT 2019 (Addinsoft LLC, Paris, Francia).

935 5.3. Tratamientos con pulsos de luz de alta intensidad

936 Los tratamientos con PLAI se desarrollaron en dos etapas: en la primera etapa

937 (exploratoria), se probaron tratamientos con PLAI a tres distancias y tres tiempos

938 diferentes, con los mohos inoculados en la superficie de la semilla utilizando una

939 técnica de inoculacion seca, descrita mas adelante. Adicionalmente, se realizaron

940 pruebas in-vitro con los mohos inoculados sobre la superficie de placas de agar DRBC.
941 Con los resultados obtenidos, se probaron tres combinaciones de tiempo y distancia
942  adicionales, con el fin de encontrar el rango efectivo para los mohos en los frutos secos
943  seleccionados. Habiendo encontrado el rango efectivo, se realizaron las pruebas para
944  la modelacion de inactivacion de los mohos seleccionados en los frutos secos

945  pertinentes al estudio.
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5.3.1. Inoculacién de las semillas con los mohos seleccionados y cuantificacion de los

microorganismos

Para las pruebas se utilizaron muestras obtenidas en la localidad de San Andrés
Cholula, Puebla, a las cuales se les determiné el recuento inicial de mohos y levaduras
con las técnicas previamente descritas, encontrando que la contaminacion inicial fue de
<2 log UFC/g. Se probaron diferentes técnicas de inoculacion: una técnica en seco, sin
desinfeccién previa, y una técnica de inoculacién puntual con desinfeccién previa.
Adicionalmente, se realizaron pruebas in vitro, en cuyo caso se inocul6 el moho en
cuestion sobre la superficie de agar DRBC. Las tres técnicas de inoculacion se

describen a continuacion.

5.3.1.1. Inoculacién en seco

Se prepararon previamente cultivos de los mohos seleccionados en cajas Petri
desechables de 80 mm de diametro en agar papa dextrosa. Se permitié el crecimiento
del moho hasta cubrir toda la superficie de la caja Petri (5-7 dias, dependiendo de la
especie).

Para la inoculacion, se pesaron 10 g de cada fruto seco y se colocaron
directamente sobre la superficie de las cajas Petri con el cultivo fangico en un ambiente
aséptico. Posteriormente, se taparon las cajas Petri y se agitaron por espacio de 1
minuto para recubrir la superficie de los frutos secos con esporas fungicas. En el caso
de las nueces, fue necesario voltearlas manualmente para lograr recubrir ambos lados
del fruto seco. Esta operacién se realizé con pinzas de diseccion esterilizadas por

flameo. Se comprobo el nivel de inoculacion por medio de las técnicas de conteo en
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968 placa descritas anteriormente, obteniendo los niveles de contaminacion iniciales
969 presentados en la Tabla 5.

Tabla 5. Niveles de inoculacion obtenidos por medio del método de inoculacién en

seco.
Fruto seco Microorganismo Conteo (log UFC/g)
Cacahuate Aspergillus flavus 6.2+0.40
Aspergillus niger 6.6+0.07
Rhizopus oryzae 5.5+0.62
Nuez pecana Aspergillus flavus 5.9+0.53
Aspergillus niger 6.4+0.05
Rhizopus oryzae 5.2+0.15
Pepita Aspergillus flavus 6.2+0.59
Aspergillus niger 6.6+0.10
Rhizopus oryzae 5.4+0.21
970 5.3.1.2. Inoculacién por gota
971 Para la técnica de inoculacion con gota se utilizaron semillas previamente

972 desinfectadas. Para la desinfeccion, se pesaron 100 g de cacahuate o pepita de

973 calabazay se colocaron dentro de un matraz Erlenmeyer estéril. A continuacion, las
974  semillas se lavaron utilizando una solucion al 6% de peréxido de hidrégeno, bajo

975 agitacion, por 15 min. Una vez concluido este periodo de tiempo, las semillas se

976  escurrieron y se enjuagaron utilizando agua destilada estéril, bajo agitacion, por 15 min.
977 Lafase de lavado con agua destilada se repitié dos veces. Posteriormente, las semillas
978 se secaron en un secador de alimentos por 8 h, hasta recuperar su nivel de humedad

979 original.
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Para la inoculacién se prepararon cufias de agar extracto de malta con las especies
de mohos deseadas (A. niger y A. flavus). Las cufas se incubaron a 25° C por 7 dias y
posteriormente se realiz6 el lavado de esporas utilizando 10 ml de una solucién estéril
de Tween 20 al 0.05%. Se realiz6 el conteo de esporas de las suspensiones, las cuales
presentaron un conteo de 6-7 log UFC/ml. Para inocular los frutos secos, las
suspensiones de esporas se diluyeron con la misma solucion de Tween 20 al 0.05%
hasta obtener un conteo de esporas de ~3 log UFC/ml.

Para las pruebas con PLAI, se prepararon cajas Petri de vidrio con una cama de
almidon de maiz empacado. Las cajas con almidon se esterilizaron en un horno a 130°
C por 24 h. Posteriormente, se dejaron enfriar a temperatura ambiente, tapadas, dentro
de un desecador hasta que alcanzaran la temperatura ambiente (aproximadamente 3
h). Los frutos secos para el experimento se colocaron en grupos de 6 sobre la
superficie del almidén empacado, el cual sirvié para mantenerlas en su lugar durante el
traslado, asi como para proveer de una superficie plana y nivelada, asegurando que
todos los frutos secos recibieran la misma cantidad de energia luminosa.

Usando las suspensiones de esporas diluidas, se inocularon las superficies de las
semillas aplicando una gota de 20 pL sobre la superficie. Se permitié que las gotas s e
secaran dentro del ambiente estéril de una campana de flujo laminar por 15 min antes
de los tratamientos con PLAI.

5.3.2. Tratamientos con PLAI
Para los tratamientos con PLAI se utilizé un equipo Xenon Z-1000 SteriPulse®. Se
probo el efecto de las mismas variables sobre la efectividad del tratamiento: la distancia

de la fuente de luz al alimento (cm), el tiempo de exposicién a los pulsos de luz de alta
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intensidad (s) y la dosis o fluencia (J/cm?). Debido al disefio del sistema de PLAI, la
dosis debe ser ajustada mediante el tiempo y la distancia a la lampara. EI mismo
aparato se utilizé para todas las pruebas con PLAI.
5.3.2.1. Pruebas in vitro

Con el fin de determinar la eficacia de los tratamientos con PLAI sobre los mohos fuera
de la superficie irregular de los frutos secos, se realizaron pruebas in vitro con
Aspergillus flavus, Aspergillus niger y Penicillium spp. Para la inoculacion, se
prepararon cufias de agar extracto de malta (MEA) con las cepas en cuestion, las
cuales se incubaron a 25° C por 7 dias. Pasado el tiempo de incubacion, se realizé un
lavado de esporas con una solucién de Tween 20 al 0.05%. Se vertieron 10 ml de la
solucion dentro de la cufia y se agitd suavemente para desprender las esporas sin
desprender el micelio. Posteriormente, el lavado de esporas se filtré a través de gasa
estéril para remover la mayor cantidad posible de micelio y se realiz6é un conteo de
esporas por medio de hemocitometro. Se determiné que los lavados de esporas tenian
concentraciones de ~7 log CFU/mI, por lo que se realizaron diluciones hasta obtener
una concentracion homogénea para todas las suspensiones de esporas de ~3 log
CFU/ml. Posteriormente, se inocularon 100 pl de la suspension diluida sobre placas
Petri de agar dicloran cloranfenicol rosa de Bengala (DRBC), que se distribuyeron
uniformemente sobre la superficie utilizando cuentas de vidrio estériles.

Las placas inoculadas fueron expuestas a los pulsos de luz de alta intensidad
por 1 a 10 s, a distancias de 4.47, 7.01, 9.55, 12.09 y 14.63 cm. Las fluencias
resultantes para estas pruebas estuvieron entre 1.1y 30.7 J/cm?, y se pueden ver a

detalle en la Tabla 6.
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Tabla 6. Intensidad de los tratamientos con PLAI para las pruebas in-vitro.

Distancia (cm)

Tiempo (s) 4.47 7.01 9.55 12.09 14.63
Fluencia (J/cm?)

1 3.1 2.1 15 1.2 1.1
2 6.1 4.2 3.1 2.5 2.3
3 9.2 6.3 4.6 3.7 3.4
4 12.3 8.4 6.1 5.0 4.5
5 15.4 10.5 7.6 6.2 5.6
6 18.4 12.6 9.2 7.5 6.8
7 21.5 14.6 10.7 8.7 7.9
8 24.6 16.7 12.2 10.0 9.0
9 27.6 18.8 13.8 11.2 10.2
10 30.7 20.9 15.3 12.5 11.3

Finalmente, tras la exposicion a los tratamientos con PLAI, las placas de agar se

incubaron a 25° por 5 dias en el caso de Penicillium spp, y por 3 dias en el caso de A.

niger y A. flavus. Tras el periodo de incubacion, se realizo el conteo de colonias para
obtener la inactivacion al comparar con un testigo positivo. Los ensayos se realizaron
por triplicado.

5.3.2.2.  Pruebas con inoculacién en seco

En la Tabla 7 se muestran los tiempos y distancias que fueron evaluados en las

pruebas con inoculacién en seco y las dosis resultantes de acuerdo con las

especificaciones del fabricante. Tras cada tratamiento se realiz6 una cuantificacién de

los microorganismos supervivientes en los alimentos.

Tabla 7. Combinaciones de tiempo y distancia para los tratamientos con PLAI de

frutos secos inoculados en seco.

Tiempo (s) Distancia (cm) Fluencia (J/cm?)
5 10.82 6.75

5 8.85 8.85

5 5.74 12.75
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10 10.82 13.50

10 8.28 17.70
15 10.82 20.25
10 5.74 25.50
15 8.28 26.55
15 5.74 38.25

Tras los tratamientos con PLAI, los frutos secos se colocaron en bolsas estériles

con 90 mL de agua peptonada, y se trituraron en una trituradora de laboratorio

Stomacher (Seward). Se realizaron diluciones seriadas del sobrenadante con el fin de

determinar la reduccion lograda por los tratamientos. Se inocularon placas de agar

DRBC para el conteo con 1000 pl del sobrenadante o de las diluciones, las cuales se
incubaron a 25° C por 5 dias, en el caso de Penicillium spp y por 3 dias en el caso de
A. niger y A. flavus. Tras la incubacion, se realizo6 el conteo de colonias. Los ensayos

se realizaron por triplicado.

5.3.2.3. Pruebas con inoculacion por gota

Tras las pruebas con PLAI con semillas inoculadas en seco, se determin6 que era
necesaria una dosis mayor para lograr la inactivacion de los microorganismos. Por lo
tanto, se determind utilizar las dosis mostradas en la Tabla 8 para las pruebas
subsecuentes. Todas las pruebas con inoculacion por gota se realizaron a una

distancia de 7.01 cm de la lampara, con una fluencia por pulso de 0.70 J/cm?.

Tabla 8. Dosis de los tratamientos con PLAI para las pruebas con inoculacion por

gota.
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Tiempo (s) Fluencia total (J/cm?)

20 42
30 63

40 84

50 105
60 126
80 168
100 210

Tras recibir el tratamiento, los frutos secos se transfirieron directamente a placas de
agar DRBC y se incubaron a 25° C por 7 dias, 0 hasta que se percibiera crecimiento
del moho inoculado en la superficie del fruto seco. Los frutos secos se inspeccionaron
diariamente bajo el microscopio 6ptico para determinar si existia crecimiento
microbiano. Los ensayos se realizaron por triplicado.

5.3.2.4. Medicion de temperatura
La temperatura superficial de los frutos secos inoculados por gota y de las placas de
agar utilizadas en las pruebas in-vitro se midié utilizando un termémetro infrarrojo. La
temperatura se midié antes y después de la exposicion a los PLAI y se calculo el
cambio en temperatura como AT (°C). Las mediciones de temperatura se realizaron a
una distancia de 20 cm de la superficie de la muestra, como se indica en las
especificaciones del fabricante del termdémetro. Se midi6 la temperatura post
tratamiento inmediatamente después del tratamiento, para evitar que las muestras se

enfriasen.
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5.3.3. Modelacion matematica de la inactivacion de los mohos seleccionados por medio

de tratamientos con PLAI

5.3.3.1. Modelo de Weibull

La modelacion de la inactivacion de mohos se realiz6 por medio del analisis del disefio
experimental tipo superficie de respuesta, observando el cambio en el porcentaje de
inactivacion con respecto a las tres variables de proceso (distancia, tiempo e
intensidad). Adicionalmente, los datos de inactivacion de los mohos seleccionados en
los frutos secos pertinentes al estudio se ajustaron al modelo de Weibull como se
presenta en la Ec. 1. Con los pardmetros de escala (b) y forma (n) obtenidos se
desarrollo el gréfico de frecuencia de inactivacién utilizando la siguiente ecuacion,

descrita por Peleg (1999):

as
— - Fn—l —bF™
f IF b e

Ec. 5

Donde S es el nimero de supervivientes y F es la fluencia del tratamiento con
pulsos de luz.
Con estos mismos parametros, utilizando las ecuaciones descritas por Peleg y Cole
(1998), se calcularon también la moda (Ec. 6), media (Ec. 7), varianza (Ec. 8) y

coeficiente de sesgo (Ec. 9).

1
_ (" - 1)" Ec. 6
bn

m
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Ec. 7

G el U ) c. 8

V=T 3 Ec. 9
r(1+%)2

2
bn

Donde T representa la funcién gamma.
Las ecuaciones anteriores y los pardmetros resultantes se utilizaron como medidas

de la efectividad de los tratamientos con pulsos de luz.

5.3.3.2. Modelo probabilistico

Los resultados de las pruebas con inoculacion por gota se clasificaron como
crecimiento (1) o no crecimiento (0) durante los 7 dias de monitoreo de crecimiento.
Los datos experimentales se ajustaron a un modelo probabilistico basado en la
regresion logistica mostrada en las ecuaciones Ec. 10 a Y. El andlisis se realizé usando

el software estadistico Minitab 19.
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LN _ p(x)
logit(p) = g(x) =In (—1 — p(x)) Ec. 11
9(x) = Bo + Brxs + -+ Pixi + o+ BExf + o+ Bijxix; Ec. 12

Donde p(x) es la probabilidad de crecimiento, g(x) representa un modelo
polinbmico, x; son las variables independientes del modelo y f; son los coeficientes de
las variables polinémicas. El modelo se construy6 utilizando solo variables e
interacciones estadisticamente significativas (p < 0.05), cuya significancia se determiné
por medio de eliminacion por pares. Para determinar la bondad de ajuste del modelo,

se realizaron las pruebas de Hosmer-Lemenshow y Pearson.

5.3.3.3. Andlisis de tiempo de vida

Con base en el tiempo hasta la deteccion visual de moho en la superficie de los frutos
secos a través del microscopio estereoscopico, se construyé un modelo polinomial para
describir el tiempo de falla (es decir, crecimiento del moho) para los frutos secos (Ec.
14). Para la realizacion de este modelo, se normalizaron las variables utilizando la

ecuacion mostrada a continuacion:

Ec. 13
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1111 Donde X es la variable normalizada, x es la variable original, x es el promedio de
1112  todos los valores de la variable y ¢ es su desviacion estandar. Las variables
1113 normalizadas se utilizaron solo para el siguiente modelo:

InTTD (X) = Bo + B Xy + -+ BiX; + -+ BEXF + - + Bij XiX; Ec. 14
1114
1115 Donde In TTD (X) es el logaritmo del tiempo hasta la deteccion (TTD), B; son los
1116 coeficientes del modelo polinémico y X; son los valores normalizados de los factores
1117 estudiados. De la misma manera que con el modelo probabilistico, solo se utilizaron
1118 variables e interacciones estadisticamente significativas (p < 0.05) para construir este

1119 modelo. El modelo se construy6 utilizando Minitab 19.

1120 5.3.3.4. Andlisis y modelacion de datos de inactivacion de hongos en alimentos

1121 Se realiz6 un andlisis de datos de inactivacion de hongos (mohos y levaduras)

1122 obtenidos de estudios previos realizados por otros autores. Para este andlisis, se

1123 realiz6 una recopilacién de varios estudios en los que se buscara la reduccion del

1124  contenido de mohos y levaduras en alimentos y sistemas modelo. Una lista de los

1125 articulos analizados se puede encontrar en la Tabla 9. De los articulos seleccionados
1126 varios presentaron sus datos en forma de grafico, por lo que se realiz6 la extraccion
1127 manual de los datos por medio de medicion directa, utilizando el software A Ruler For
1128 Windows v. 3.7.1. (Rob Latour, Ottawa, Canada). Los datos extraidos se utilizaron para
1129 construir modelos de inactivacion por medio de la ecuacion de Weibull (Ec. 1), asi
1130 como para generar las curvas de frecuencia de inactivacién utilizando la ecuaciéon Ec.

1131 5. Por otro lado, también se calcularon los parametros de la curva de inactivacion,
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utilizando las ecuaciones Ec. 6 a la Ec. 9. El objetivo de este analisis fue obtener

puntos de comparacion para las diferentes condiciones de inactivacion de mohos y

levaduras en alimentos.

Tabla 9: Lista de los articulos utilizados para modelaciéon de datos de inactivacion

Datos bibliograficos de los articulos

Datos del estudio

Referencia  Titulo Publicacién Microorganismo  Sustrato
Aguilé- Pulsed light effects on surface Postharvest S. cerevisiae Tomate
Aguayo et decontamination, physical Biology and
al., 2013 qualities and nutritional Technology
composition of tomato fruit
Anderson et Inactivation of Food-Borne IEEE Fusarium Agar
al., 2000 Enteropathogenic Bacteria and  Transactions on culmorum, A.
Spoilage Fungi Using Pulsed- Plasma Science niger
Light
Aron Maftei Pulsed light inactivation of Journal of the Mohos nativos Granos de
etal., 2014b  naturally occurring moulds on Science of Food trigo
wheat grain and Agriculture
Canetal,, Decontamination of Hard Journal of Food P. roqueforti Queso
2014 Cheeses by Pulsed UV Light Protection
Chaine et Decontamination of Sugar Journal of Food S. cerevisiae, A. Jarabe de
al., 2012 Syrup by Pulsed Light Protection niger sacarosa
Aron Maftei Influence of processing Food Control P. expansum Jugo de
etal., 2014a parameters on the pulsed light manzana

inactivation of Penicillium

expansum in apple juice
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Turtoi &
Nicolau,

2007

Ferrario et

al., 2015

Zenklusen et

al., 2018

Katarzyna et

al., 2021

Intense light pulse treatment as
an alternative method for mould
spores destruction on paper-
polyethylene packaging material
Study of the inactivation of
spoilage microorganisms in
apple juice by pulsed light and
ultrasound

Inactivation of Aspergillus
carbonarius and Aspergillus
flavus in malting barley by
pulsed light and impact on
germination capacity and
microstructure

Impact of pulsed light treatment
on the quality properties and
microbiological aspects of red

bell pepper fresh cuts

Journal of Food

Engineering

Food

Microbiology

Innovative Food
Science and
Emerging

Technologies

LWT — Food
Science and

Technology

A, niger, C.

herbarum

S. cerevisiae

A. carbonarius, A.

flavus

Mohos y

levaduras nativos

Material
de

empaque

Jugo de

manzana

Malta de

cebada

Pimiento

rojo
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6. Resultados y discusion

6.1. Analisis fisicoquimico de los frutos secos

En la Tabla 10 se pueden ver los resultados de los andlisis de actividad de agua,
contenido de humedad y conteo de mohos y levaduras de las semillas analizadas. El
analisis de igualdad de varianzas mostro que existia una diferencia significativa
(p<0.05) en las varianzas de la humedad y actividad de agua de los diferentes grupos
de semillas. Por esta razon, los andlisis de varianza (ANOVA) se realizaron
considerando varianzas significativamente diferentes y se utilizé el método de
comparacion por pares de Games-Howell para el analisis post-ANOVA. Los resultados
del andlisis mostraron que la mayoria de los frutos secos presentaron actividad de agua
por debajo de 0.6 y contenido de humedad por debajo del 6%. Solo la nuez pecana de
la regidn sureste mostrd actividad de agua por encima de 0.6. A estos valores de
actividad de agua, las semillas serian estables en almacenamiento, con poca
probabilidad de desarrollo de mohos deterioradores. En general, para el
almacenamiento de alimentos secos como granos y nueces, es preferible que se
encuentren a actividades de agua por debajo de 0.68, que es el limite para el desarrollo
de mohos xerofilos, como Eurotium spp., A. flavus y A. niger (Pitt y Hocking, 2009).

Los cacahuates mostraron contenido de humedad de entre 2.40+£1.03% y
4.17+0.2%, el cual fue considerablemente mas bajo que el reportado por Ghorbani y
Hosseini (2017), quienes encontraron un contenido de humedad de 8.79+0.07%. Otros
autores han reportado valores de contenido de humedad para cacahuates mas

cercanos a los encontrados en este estudio; por ejemplo, Liu et al. (2018), quienes
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reportaron valores de contenido de humedad de entre 3.65+0.05 y 4.05+0.09%. Los
valores de actividad de agua de los cacahuates analizados en este estudio estan en su
mayoria dentro del rango considerado por Ghorbani y Hosseini (2017) como adecuado,
de entre 0.33 y 0.43 a 25° C. Solo los cacahuates de la region noreste presentaron
valores de actividad de agua fuera de este rango.

Las muestras de cacahuate de diferentes regiones presentaron diferencias
significativas (p<0.05) en su actividad de agua y contenido de humedad. Los
cacahuates de las regiones centro y noreste presentaron actividad de agua
significativamente mas alta que los cacahuates de la region occidente. Por otro lado,
los cacahuates de la region occidente presentaron contenido de humedad
significativamente mas alto que los cacahuates de las regiones sureste y noreste, pero
no presentaron diferencia con las semillas de la region centro. Estas diferencias
probablemente se deban a una diferencia en composicién de los cacahuates, ya que la
actividad de agua no solo est4 determinada por el contenido de humedad del alimento,
sino también por su contenido de solidos solubles de bajo peso molecular. Se sabe que
el contenido de humedad y la actividad de agua de los cacahuates también pueden
variar dependiendo del punto de madurez en el que se cosecharon (Dorner, 2008). Es
poco probable que la actividad de agua de los cacahuates haya sido influenciada por la
humedad ambiental, ya que los cacahuates de la regién sudeste con clima tropical
presentaron actividad de agua mas baja que los de otras regiones, incluyendo las
regiones aridas del norte y occidente.

Las muestras de nuez pecana también presentaron diferencias significativas

tanto en actividad de agua como en contenido de humedad. Las nueces de la region
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sureste presentaron una actividad de agua significativamente (p<0.05) mas alta que las
del resto del pais. Las nueces de esta region también presentaron actividad de agua
por encima del umbral de desarrollo de esporas de moho (aw>0.6), lo que podria
volverlas susceptibles al deterioro y/o a la generacion de aflatoxinas. Los niveles de
actividad de agua encontrados fueron considerablemente méas bajos que los reportados
por Valle-Garcia et al. (2019), quienes encontraron que todas las muestras de nuez
pecana evaluadas en su estudio presentaban actividades de agua por encima del
umbral de 0.6 y con niveles de hasta 0.9. Por otro lado, solo las nueces de la regiéon
noreste presentaron contenido de humedad mas bajo que las de occidente y sureste, lo
cual parece indicar nuevamente que la actividad de agua se debe a una diferencia en
composicién de los frutos secos. Los contenidos de humedad encontrados fueron mas
bajos que los reportados por Reis Ribeiro et al. (2020), quienes encontraron niveles de
contenido de humedad en un rango de entre 4.56 a 5.50%. En el caso de la nuez
pecana, el clima regional parece haber tenido una influencia en la actividad de agua de
las muestras, puesto que solo las muestras de la regidén sureste presentaron actividad
de agua por encima del umbral de crecimiento de moho.

Las pepitas de calabaza presentaron diferencias significativas (p<0.05) en su
actividad de agua solamente entre las regiones sureste y occidente. Por otro lado, la
mayoria de las muestras provenientes de las diferentes regiones presentaron una
diferencia significativa en contenido de humedad entre si, siendo las semillas de la
regiéon occidente las que presentaron el mayor contenido de humedad con 6.10+0.03%.
Ardabili et al. (2011) reportaron un contenido de humedad para semillas de Cucurbita

pepo de 5.20+0.28, el cual se asemeja al encontrado en este estudio. Aln existe poca
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informacion bromatolégica sobre las semillas de Cucurbita argyrosperma; a la fecha de
publicacion de este estudio, no se ha encontrado otro reporte del contenido de
humedad y actividad de agua de las semillas de esta especie de calabaza, aunque es
razonable asumir que es similar al de otras especies del género Cucurbita.

En general, los valores de actividad de agua se encontraron muy por debajo del
nivel 6ptimo para la produccién de aflatoxinas de 0.96, asi como del umbral de
produccion de aflatoxinas, el cual se reporta como 0.85 (Liu et al., 2017). Estos datos
por si solos no son suficientes para descartar la posibilidad de presencia de aflatoxinas
en estos frutos secos, debido a la posibilidad de contaminacién cruzada. Sin embargo,
son indicativos del adecuado manejo y almacenamiento de las muestras para la
prevencion del desarrollo de esporas de moho y la produccién enddégena de

aflatoxinas.

Tabla 10. Humedad, actividad de agua y conteo de mohos y levaduras de las

semillas analizadas.

Semilla Lugar de Contenido de Actividad de Conteo de
origen humedad (%) agua mohos y
levaduras
(UFC/g)
Cacahuate Puebla, Pue. 2.81+0.07 0.398+0.003 -
Sn. Pedro 4.88+0.09 0.422+0.006 -
Cholula, Pue.
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Nuez

pecana

Nuez de

castilla

Pepita de

calabaza

Coatepec,
Ver.
Cuernavaca,
Mor.
Guadalajara,
Jal.

Puebla, Pue.

Cholula, Pue.

Cuernavaca,
Mor.
Guadalajara,
Jal.

Puebla, Pue.

Cuernavaca,
Mor.
Guadalajara,
Jal.

Puebla, Pue.

Cholula, Pue.

1.67+0.01

3.52+0.02

4.17+0.02

2.75%+0.07

2.18+0.02

1.72+0.04

2.44+0.03

2.66+0.08

2.66+0.09

2.22+0.06

6.45+0.05

5.18+0.03

0.327+0.001

0.364+0.001

0.341+0.001

0.461+0.002

0.346+0.001

0.349+0.001

0.293+0.015

0.494+0.001

0.495+0.007

0.281+0.013

0.536+0.008

0.394+0.004

<10

154

170

70

100

<10

210
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Cuernavaca, 4,55+0.07 0.321+0.008 40
Mor.
Guadalajara, 6.10+0.03 0.442+0.008 953

Jal.

6.2. Conteo, aislamiento e identificacion de mohos y levaduras en los frutos secos

Con los datos de conteo de mohos y levaduras mostrados en la Tabla 10, se puede ver
gue la mayoria de las semillas estan por debajo del recuento de mohos y levaduras
permitido por la norma mexicana correspondiente (NOM-247-SSA1-2008), el cual es de
300 UFC/g. A pesar de esto, varias semillas presentaron niveles por encima de lo
permitido por la norma: una muestra de nuez pecana de la region centro y tres
muestras de pepita de calabaza (una de la region centro, una de la region occidente y
una de la region noreste). Se presento una gran variabilidad en lo que respecta al
recuento de mohos y levaduras en las muestras de frutos secos analizadas, la cual se
puede apreciar en la Figura 6.

Se encontraron correlaciones significativas (p<0.05) entre actividad de agua o
humedad y el contenido de mohos y levaduras en algunos de los grupos de muestras
(Tabla 11). En el caso de los cacahuates, se encontré una correlacion positiva
significativa entre el contenido de mohos y levaduras y la humedad, mientras que la
correlacion no fue significativa con la actividad de agua. Por otro lado, en las muestras
de nuez pecana se encontré una correlacion positiva significativa entre la actividad de

agua y el contenido de mohos y levaduras, pero no con la humedad.
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Figura 6. Diagrama de caja y bigote de la distribucién del contenido de mohos y
levaduras. La linea punteada indica el nivel maximo permitido por la legislacion

mexicana.
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1238 En las muestras de pepita de calabaza no se encontré ninguna correlacion
1239 significativa entre la humedad o actividad de agua y el contenido de mohos y levaduras.
1240 En el caso de las muestras de nuez de castilla, se encontré una correlacion negativa
1241 significativa entre la actividad de agua y el conteo de mohos y levaduras, mientras que
1242  no se encontrd correlacion significativa con el contenido de humedad.

Tabla 11. Coeficientes de correlacion (r) y valores de p para el conteo de mohos y

levaduras contra actividad de agua y contenido de humedad para los distintos frutos

Secos.
aw %H
Fruto seco r p r p
Cacahuate 0.128 0.478 0.620 0.000
Nuez pecana 0.546 0.003 0.403 0.037
Nuez de castilla -0.975 0.000 -0.527 0.145
Pepita de calabaza -0.003 0.986 -0.070 0.713
1243 En general, se esperaria una correlacion positiva entre alguna de las dos

1244  variables (aw 0 %H). Sin embargo, esto no necesariamente sera cierto en todos los
1245 casos ya que el crecimiento de mohos es limitado cuando se habla de bajos contenidos
1246  de humedad o bajas actividades de agua. La falta de correlacion entre la actividad de
1247 agua o el contenido de humedad y el contenido de mohos y levaduras podria indicar
1248 que no hubo crecimiento enddégeno de mohos en las muestras de frutos secos y, por lo
1249 tanto, que los mohos y levaduras detectados en las muestras provinieron de

1250 contaminacion exégena.
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A pesar de la percepcion general de condiciones poco sanitarias en las
plantaciones, mercados y centros de distribucién mexicanos (Cedillo Camarena, 2013;
Garcia-Gomez et al., 2002), los frutos secos se encuentran, en general, en buenas
condiciones microbioldgicas en lo que respecta al contenido de mohos y levaduras y de
acuerdo con las regulaciones nacionales. La baja actividad de agua encontrada en los
frutos secos indicaria también que estos fueron almacenados adecuadamente previo a
su venta, pues incluso en regiones con clima humedo (centro y sureste) los frutos
secos no mostraron valores de actividad de agua que pudieran representar un riesgo

de desarrollo de mohos.

6.2.1. Aislamiento e identificacién de mohos

En la Tabla 12 se pueden observar las especies de mohos aisladas de las
diferentes semillas. Destaca la presencia de diferentes especies toxigenas de
Aspergillus y Penicillium, asi como Fusarium. La prevalencia de Aspergillus y
Penicillium en frutos secos se ha reportado con anterioridad y se considera que estos
dos géneros son los mas importantes deterioradores de esta clase de alimentos
(Adebajo y Diyaolu, 2003; Khosravi, Shokri y Ziglari, 2007). Adicionalmente, muchas de
estas especies son también capaces de producir micotoxinas. Se encontraron también
algunas especies relacionadas con contaminacion en el campo, como Alternaria spp.,
Phoma spp. y Cladosporium spp. de las que no se ha reportado que sean
deterioradoras de frutos secos y, de las cuales, solo Alternaria spp. es capaz de
producir micotoxinas. Em general, la micobiota de los frutos secos analizados es

consistente con lo reportado para frutos secos de una regién tropical, con mohos
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1273 adaptados a climas calidos y humedos (como R. oryzae, A. flavus y A. niger) siendo los

1274  mas predominantes.

Tabla 12. Especies de moho aisladas de las diferentes semillas.

Especie de moho aislada Semilla Procedencia

Alternaria alternata Cacahuate San Andrés Cholula, Pue.
Aspergillus candidus Cacahuate San Andrés Cholula, Pue.
Aspergillus flavus Cacahuate Puebla, Pue.

Aspergillus niger Cacahuate Puebla, Pue.

Aspergillus terreus Cacahuate Veracruz, Ver.
Aspergillus ustus Cacahuate San Andrés Cholula, Pue.

Aspergillus ustus
Aspergillus versicolor
Cladosporium cladosporioides
Epicoccum spp.
Eurotium amstelodami
Fusarium spp.

Mucor hiemalis
Neosatorya fisheri
Paecilomyces variotii
Penicillium citrinum
Penicillium echinulatum

Penicillium expansum

Nuez de castilla
Cacahuate
Cacahuate
Cacahuate
Nuez pecana
Nuez pecana
Nuez pecana
Cacahuate
Nuez de castilla
Cacahuate
Cacahuate

Nuez de castilla

Puebla, Pue.

San Andrés Cholula, Pue.
San Andrés Cholula, Pue.
San Andrés Cholula, Pue.
Puebla, Pue.
Guadalajara, Jal.

Puebla, Pue

Veracruz, Ver.

Puebla, Pue.

San Andrés Cholula, Pue.
Puebla, Pue.

Puebla, Pue.
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Penicillium funiculosum
Penicillium glabrum
Penicillium nalgiovense
Penicillium nalgiovense
Penicillium rugulosum
Penicillium spp.

Phoma spp.

Phoma spp.

Phoma spp.

Rhizopus oryzae

Ulocladium chartarum

Nuez de castilla
Cacahuate
Cacahuate

Nuez pecana
Nuez de castilla
Cacahuate
Cacahuate
Cacahuate
Cacahuate

Pepita de calabaza

Cacahuate

Puebla, Pue.
San Andrés Cholula, Pue.
San Andrés Cholula, Pue.
Puebla, Pue.
Puebla, Pue.
San Andrés Cholula, Pue.
San Andrés Cholula, Pue.
San Andrés Cholula, Pue.
Puebla, Pue.
Puebla, Pue.

San Andrés Cholula, Pue.

En la Tabla 13 se muestra una lista de las especies de moho identificadas en los

frutos secos y las caracteristicas principales que permitieron su identificacion de

acuerdo con las claves dicotbmicas mencionadas anteriormente. Se observd una

mayor diversidad de especies de moho en las muestras de cacahuate, mientras que las

muestras de pepita de calabaza se encontraron dominadas principalmente por R.

oryzae y A. niger.

Las caracteristicas morfoldgicas de los mohos encontrados en este estudio

concordaron, en su mayor parte, con aquellas reportadas en la literatura previamente.

Comenzando por A. alternata, la morfologia encontrada en este estudio coincide con la

reportada por Armitage et al. (2015), exceptuando el diametro de las colonias en el

medio de cultivo PDA, el cual se reporté como un maximo de 68 mm. En el caso de
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Aspergillus candidus, otros autores han reportado también la morfologia encontrada en
este estudio, siendo sus caracteristicas definitorias el color de sus colonias (blanco) y la
textura de sus conidios (lisa). El didmetro de los conidios, de 2.0 um, fue menor al
reportado en otros estudios (Varga et al., 2007).

A. flavus se distinguid de otras especies similares como A. oryzae y A. parasiticus
por la textura de sus estipes (rugosas) y sus conidios (ligeramente rugosas), como se
ha reportado previamente (Diba et al., 2007; Samson et al., 1995). A. niger se identificd
por sus colonias caracteristicas de color negro y gran diametro, asi como por sus
conidios pequefios (<6 um de diametro), producidos en conidiéforos que presentan
tanto fialides como métulas, como lo describen Pitt y Hocking (2009). A. tamarii se
identificd por el color café caracteristico de sus colonias en los diferentes medios de
cultivo, asi como por sus conidios grandes (>3 um de didmetro) y de paredes rugosas y
sus conidiéforos radiales (Balajee, 2009; Pitt y Hocking, 2009). Se encontraron también
dos especies no identificables de Aspergillus, para las cuales no fueron suficientes las
técnicas de identificacion disponibles y se requeriria de mas pruebas para determinar la
especie.

Se identificaron cultivos de P. variotii, P. citrinum, P. funiculosum, P. glabrumy P.
rugulosum usando solo las caracteristicas de las colonias, de los penicilios y de las
fillides. Para estas especies no se utilizé el agar CSN debido a que este carece de la
capacidad de diferenciar especies fuera del subgénero Penicillium (Houbraken et al.,
2010Db).

P. variotti se identifico gracias a sus fialides caracteristicas: ampuliformes con cuello

alargado curveado de manera excéntrica, asi como por sus conidios elipticos, los
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cuales distinguen a la especie de otras en el género Paecilomyces (Pitt y Hocking,
2009). Estas mismas caracteristicas fueron reportadas por Houbraken et al. (2010a).

P. citrinum fue caracterizado por su micelio blanco con conidios color verde opaco,
colonias de ~15 mm de didmetro con reverso color café y fiadlides ampuliformes nacidas
en penicilios biverticilados, tal como fue descrito por Pitt y Hocking (2009), quienes
describieron colonias de 12-18 mm de diametro en MEA vy fialides ampuliformes con 7-
12 pm de longitud. P Houbraken et al. (2010b) no reportaron longitud de las fialides,
pero reportaron conidios color azul o verde grisaceo con colonias color café amarillento
en el reverso en MEA. Las diferencias encontradas en la longitud de las fidlides en los
diferentes estudios podrian atribuirse a los distintos medios de cultivo empleados.

P. funiculosum fue identificado debido a su micelio color blanco con conidios color
verde opaco, colonias color verde palido en el reverso de 38.2 mm de diametro y
filides acerosos nacidos en penicilios terverticilados de 10.0 um de longitud. Estas
caracteristicas coinciden con las reportadas por Pitt y Hocking (2009), quienes
reportaron colonias de entre 25-45 mm de diametro en MEA, conidios color verde
opaco con micelio color blanco a rojizo y fidlides acerosas de entre 9-11 um, de
longitud. Bandh et al. (2011) reportaron colonias color verde en el anverso y cafés en el
reverso, con 39 mm de longitud en MEA Yy fidlides cilindricas nacidas en penicilios
terverticilados.

Por otro lado, P. glabrum se identificé por sus conidios verdes y colonias con
reverso color café, de 40 mm de didmetro. Las fidlides de esta especie registraron
longitudes de ~8.6 um, morfologia ampuliforme y penicilios biverticilados. Bajo el

microscopio, los conidios presentaron superficie lisa. Estas caracteristicas coinciden
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con las reportadas por Pitt y Hocking (2009) y Barreto et al. (2011), quienes indican que
adicionalmente a la morfologia macroscopica de las colonias, el distintivo de esta

especie son los conidios con superficie lisa a ligeramente rugosa.
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Tabla 13. Identificacion de especies de mohos en base a sus caracteristicas morfolégicas.

Caracteristicas macroscopicas Caracteristicas microscopicas
Medio
Diametro Color de las colonias Reaccion al medio Estipe Fialide Conidio
Especie de
de las Conidi6foro Tamafio Tamafio
cultivo Anverso Reverso Anverso Reverso Color Textura Forma Textura Forma Textura
colonias (um) (um)
PDA 80.0 Negro/café Café Hialino Lisa Obclavada Rugosa 19.5x8.9
Alternaria
MEA 60.0 Negro/café Café N/A - - N/A N/A - - -
alternata
CzD 58.0 Negro/café Café - - - - -
PDA 30.0 Blanco Café Hialino Lisa Globoso Esférica Lisa 2.0
Aspergillus
MEA 25.0 Blanco Café N/A - - - N/A - - -
candidus
CzD 33.0 Blanco Café - - - - - -
Ligeramente Ligeramente
PDA 85.0 Negro Blanco Hialino Globoso Esférica 2.8
rugosa rugosa
Aspergillus niger N/A N/A
MEA 36.2 Negro Blanco - - - - - -
CzD 48.7 Blanco Blanco - - - - - -
PDA 71.2 Café Blanco - - - - - -
Aspergillus
MEA 59.0 Café Crema N/A - - - N/A - - -
tamarii
CYA 475 Café dorado Crema Hialino Lisa Globoso Esférica Rugosa 4.1
PDA 70.0 Café olivo Blanco - - - - - -
Rugosidades
Aspergillus spp. MEA 78.0 Blanco Blanco N/A Hialino Globoso N/A Esférica Lisa 2.3
finas
CzD 80.0 Café Amarillo - - - - - -
Rugosidades
PDA 55.0 Café olivo Blanco Hialino Globoso Esférica Lisa -
finas
Aspergillus spp. N/A N/A
MEA 80.0 Blanco Blanco - - - - - -
CzD 65.0 Café Blanco - - - - - -
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336

Verde

PDA 22.0 Negro - - - - - -
obscuro
Cladosporium Verde
MEA 24.0 Negro N/A - - - N/A - - -
cladosporoides obscuro
Verde
CzZD 22.0 Negro Hialino Liso Ramificado Elipsoidal Lisa 6.6x2.9
obscuro
PDA 76.0 Negro Negro Café Liso Esférica Rugosa 8.1
Epicoccum spp. MEA 29.0 Blanco Blanco N/A - - N/A N/A - - -
CYA 62.0 Gris Blanco - - - - -
PDA 59.1 Blanco Blanco - - - - -
Neosartorya
MEA 52.6 Blanco Blanco N/A - - N/A - - -
fisheri
CYA 74.8 Blanco Amarillo Hialino Liso Globoso Esférica Esferoide 2.2
PDA 13.9 Café dorado Café - - - - - -
Phoma spp. MEA 12.7 Café dorado Café N/A - - - N/A - - -
CYA 16.5 Café dorado Amarillo Hialino Lisa Piriforme Cilindrica Lisa 1.9
PDA 87.4 Blanco Gris Café Lisa Globoso Eliptica Estriada -
Rhizopus oryzae MEA 87.4 Blanco Gris N/A - - - N/A - - -
CYA 87.4 Blanco Gris - - - - - -
PDA 53.0 Negro Café Café Lisa N/A Apiculada Lisa 29.0x7.9
Ulocladium spp. MEA 40.0 Negro Café N/A N/A
CzZD 45.0 Negro/Café Café
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Finalmente, P. rugulosum se identificd por sus colonias color verde en el anverso
(debido a la produccion de conidios) y color café en el reverso, de 12.1 mm de
diametro, asi como sus fialides de morfologia acerosa con ~7.6 um de longitud nacidas
en penicilios terverticilados. Estas caracteristicas coinciden con las reportadas por
Sidrim et al. (2010), mientras que Pitt y Hocking reportaron fidlides ligeramente mas

largas, de entre 8-11 um de longitud.

6.2.2. Incidencia de diferentes géneros de moho

En la Figura 7 se puede observar la incidencia de diferentes especies y géneros de
mohos de importancia en las semillas evaluadas. Los resultados estan en concordancia
con otros estudios en la materia, en los que se reporta que A. niger, A. flavus y
Penicillium suelen ser los contaminantes con mayor incidencia en frutos secos
(Adebajo y Diyaolu, 2003; Khosravi, Shokri y Ziglari, 2007, Tournas, Niazi y Kohn.
2015). Destaca la gran incidencia de Rhizopus, los cuales no son comiunmente
reportados como contaminantes en frutos secos, pero se sabe que Rhizopus oryzae es
un contaminante comun en cacahuates y en particular si estos provienen de regiones

tropicales (Pitt y Hocking, 2009).
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Figura 7. Incidencia de especies de moho importantes en los frutos secos estudiados.

Se encontrd una alta incidencia de mohos toxigenos y deterioradores en todos los
frutos secos. La incidencia de A. flavus fue mas alta en la pepita de calabaza, en donde
un 80% de las muestras examinadas presentaron contaminacion con este moho. Por
otro lado, so6lo 30% de las muestras de cacahuate examinadas presentaron
contaminacion con A. flavus. Las muestras de cacahuate presentaron contaminacion
frecuente con A. niger, el cual no esta normalmente relacionado con la produccién de
micotoxinas, pero es capaz de deteriorar los frutos secos. La nuez pecana mostro
incidencia similar de A. flavus y A. niger. Se sabe que estas dos especies de moho son
antagonistas entre si y por lo tanto rara vez se encuentran juntas en una muestra. En
este caso, solo 5 de las 30 muestras analizadas presentaron contaminaciéon con ambas

especies, mientras que 6 muestras no presentaron contaminacion con ninguna de ellas.
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1367 La incidencia de especies del género Penicillium fue de méas del 50% en cacahuate,
1368 pepitay nuez pecana. Esta alta incidencia era de esperarse debido a que Penicillium es
1369 un género cosmopolita de mohos. Muchas especies de este género son capaces de
1370 producir micotoxinas, por lo que su presencia en tan alta incidencia es causa de

1371  preocupacion.

1372 La incidencia de especies de Rhizopus, principalmente representadas por R.

1373 oryzae, también fue mayor del 50% en cacahuate, pepita y nuez pecana. R. oryzae es
1374  un contaminante comun en granos de regiones tropicales y es capaz de deteriorar
1375 alimentos almacenados inadecuadamente. Sin embargo, no se sabe de alguna cepa
1376 que sea toxigena.

1377 Las especies de moho encontradas en cacahuates fueron similares a las que

1378 reportaron otros autores. A. flavus se ha reportado en cacahuates tostados de

1379  Sudafrica (Adjetuni et al., 2020) y Bangladesh (Khandaker et al., 2019a; 2019b). En
1380 cacahuates crudos se ha reportado en Benin (Adjou et al., 2012), Pakistan (Abbas et
1381 al., 2019) y Turquia (Gurses, 2006). Estos mismos estudios han reportado también la
1382 presencia de A. niger, Fusarium spp., Penicillium spp., Alternaria alternata, Rhizopus
1383  spp., Cladosporium spp. Mucor spp., entre otras especies y géneros. En general, la
1384 micobiota de los cacahuates se reporta como muy variada, pero siempre con una gran
1385 incidencia de mohos del género Aspergillus, en particular de A. flavus y A. niger.

1386 Las especies de moho encontradas en muestras de nuez pecana fueron similares a
1387 las encontradas por Valle-Garcia et al. (2019) en muestras de nuez del estado de Rio
1388 Grande do Sul (Brasil), aunque la frecuencia con la que se presentaron especies en

1389 particular fue diferente. Estos autores reportaron ausencia de A. flavus en las muestras
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1390 analizadas, caso contrario a lo encontrado en este estudio. Por otro lado, Valle-Garcia
1391 et al. (2019) también reportaron una predominancia de otras especies del género

1392  Aspergillus. En las muestras analizadas en este estudio se encontré una incidencia de
1393 especies de Penicillium mas alta que en las reportadas por Valle-Garcia et al. (2019).
1394  Finalmente, tanto en este estudio como en el de Valle-Garcia et al. (2019) se encontrd
1395 una incidencia de Cladosporium spp. de alrededor del 30%. Este género de mohos es
1396 un patdgeno comun del arbol pecanero y se ha reportado con anterioridad en nuez
1397 pecana mexicana (Walker et al., 2016).

1398 Tal como ocurre con otras caracteristicas de la semilla de Cucurbita argyrosperma
1399 la micobiota de la semilla se ha estudiado poco. Se ha reportado que los mohos

1400 fitopatébgenos Phytophtora capsici, Rhizoctonia solani y Sclerotium rolfsii pueden causar
1401 descomposicion del fruto de C. argyrosperma (Diaz N§jera et al., 2015; 2018); sin

1402 embargo, no se ha hecho hasta la fecha ningun estudio sobre la ecologia micolégica de
1403 las semillas de esta especie de calabaza. Es posible asumir que la micobiota de las
1404 semillas de C. argyrosperma es similar a la de las semillas de otras cucurbitas, como C.
1405 pepo. Rahim et al. (2018) han reportado la presencia de mas de 100 especies

1406 diferentes de moho en las semillas de C. pepo, entre las cuales estan las encontradas
1407 en este estudio. De manera similar a los demés frutos secos evaluados en este estudio,
1408 las semillas de C. pepo presentaron alta incidencia de mohos del género Aspergillus.
1409 En particular, la alta incidencia de Aspergillus flavus (encontrada en un 70% de las
1410 muestras evaluadas) es causa de preocupacion, ya que la incidencia fue mucho méas

1411 alta que en las muestras de cacahuate y nuez pecana.
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A pesar de la alta incidencia de contaminacion con mohos la mayor parte de las
muestras analizadas en este estudio presentaron niveles de contaminacién con mohos
por debajo de lo permitido por la norma oficial mexicana correspondiente. Esto indicaria
que, en general, los frutos secos en venta en México son seguros para su consumo a
pesar de estar contaminados con mohos. Sin embargo, se debe de cuidar que las
condiciones de transporte y almacenamiento de estos productos sean adecuadas, ya
gue las esporas de moho pueden desarrollarse e incrementar los niveles de
contaminacion si las circunstancias son adecuadas. También se debe de tomar en
cuenta que los datos presentados en este estudio pertenecen en su mayor parte (por el
namero de muestras analizadas) a la regidon centro del pais, la cual contiene algunos
de los estados mas urbanizados, asi como la Megal6polis del Valle de México, una de
las areas urbanas méas grandes y pobladas del mundo. Es sabido que los alimentos
provenientes de las &reas rurales son mas susceptibles a presentar mala calidad
microbiolégica que aquellos provenientes de las areas urbanas (Zuki-Orozco et al.,
2018) y los resultados presentados en este estudio podrian reflejar un sesgo en ese

sentido en los datos.

6.2.3. Variacion regional en la micobiota de los frutos secos.

Se observo variacion en la micobiota de los frutos secos en diferentes regiones,
como se muestra en la Figura 8. Cabe resaltar que A. flavus, A. niger y Fusarium spp.
fueron mas prevalentes en las muestras de las regiones Noreste y Sureste, mientras
gue otras especies de moho mostraron una distribucién mas uniforme en las distintas

regiones. Las variaciones regionales en la micobiota de los frutos secos se han
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reportado en estudios realizados en otros paises y se ha demostrado que estan

relacionadas con el clima regional, en particular a la temperatura y humedad relativa

(Aveling et al., 2020; Fatahinia et al., 2018; Jayashree y Wesley, 2019; Temperini et al.,

2019). Lugares y estaciones con alta humedad relativa presentan una mayor carga

fungica, asi como mayor diversidad, cuando se comparan con lugares secos (Fatahinia

et al., 2018). La influencia del clima también se puede observar en este estudio: la

incidencia de especies de moho en la regiébn Noroeste, la mas arida de las cinco

regiones en el estudio, muestra una menor incidencia de todas las especies de moho,

excepto por especies de Aspergillus distintas de A. flavus y A. niger.
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Figura 8: Incidencia de algunas especies importantes de moho en los frutos secos del

estudio, en las diferentes regiones de México.
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6.2.4. Analisis de componentes principales

En la Figura 9 se muestra un grafico de los tres principales componentes (F1, F2
y F3) obtenidos como resultado del analisis de componentes principales (ACP). Se
obtuvo un coeficiente de correlacion cofenética de 0.98, indicando que los tres
componentes principales seleccionados representan una reduccion adecuada en el
numero de variables para este analisis. Entre los tres factores se explica un 84.4% de
la variabilidad en los datos, siendo cada variable responsable por 38.6, 28.6 y 17.2% de

la variabilidad, respectivamente.

Dried fruit

Wialnut (w0 &
Sguash seed
Pecan (M)

Peanut (H)

Figura 9. Grafico de dispersion en los ejes de los componentes principales Fi1, F2 y Fs. Las
figuras corresponden a cada una de las regiones en la siguiente manera: centro (esfera),
noreste (cubo), noroeste (cilindro), sureste (octaedro) y occidente (icosaedro).
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A partir de los resultados del ACP se puede observar claramente que el tipo de

fruto seco es un predictor mas confiable para las variables analizadas que la region.

Esto es de esperarse, pues hay mayor similitud entre dos frutos secos de la misma

especie, pero de diferentes regiones, que entre dos frutos secos de diferente especie,

pero de la misma regién. Las pepitas de calabaza y las nueces pecanas mostraron

agrupamiento en areas distintas del espacio [F1, F2, F3], en particular sobre el plano [F1,

F2]. Esto se debi6 a la correlacion de F1y F2 con el contenido de mohos y levaduras

(Tabla 14), donde las pepitas de calabaza mostraron los valores mas ampliamente

distribuidos de todos los frutos secos evaluados.

Tabla 14. Correlaciones entre las variables y los componentes principales.

F1 F2 Fs
Actividad de agua (aw) 0.703 0.375 -0.436
Contenido de humedad (%H) 0.693 -0.427 -0.269
Recuento de mohos y levaduras (UFC/Q) 0.750 -0.073 0.643
NUmero de especies identificadas. 0.096 0.902 0.106

* El signo indica una correlacion directa (+) o indirecta (-) entre la variable y el

componente principal.

6.3. Tratamientos con pulsos de luz de alta intensidad

En primera instancia, se realizaron tratamientos con PLAI de manera exploratoria para

determinar las dosis eficaces contra los microorganismos de interés. Los tratamientos

exploratorios se realizaron tanto en las semillas como en medio de cultivo. La
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inoculacion en semillas se realizé por medio de dos métodos: inoculacién en seco e
inoculacion por gota. Los niveles de inoculacién obtenidos por medio de la inoculacién
en seco se muestran en la Tabla 5. A continuacion, se muestran y discuten los

resultados de estas pruebas.

6.3.1. Pruebas in-vitro

Se probo la resistencia de diferentes especies de moho en placas de agar DRBC. Los
microorganismos se inocularon a una concentracion de ~3 log UFC/ml y se expusieron
a diferentes intensidades de tratamiento con PLAI (Tabla 6), la cual se controlo
variando la distancia de la lampara hasta las muestras. Se hicieron pruebas con tres
diferentes especies de moho: A. flavus, A. niger, y Penicillium spp. y cadas una mostré
diferentes niveles de resistencia a los tratamientos con PLAI. La mayor resistencia la
mostrd A. niger, para el cual no hubo inactivacién completa en ninguno de los niveles
de tratamiento. Por otro lado, se logré la inactivacion completa de A. flavus y
Peniciliium spp. a 5.64 J/cm? y 6.24 J/cm?, respectivamente. Las curvas de inactivacion

de los mohos se pueden ver en las figuras Figura 10 a Figura 12.
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Figura 10. Curva de inactivacion de A. niger ajustada al modelo de Weibull.
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Figura 11. Curva de inactivacion de A. flavus ajustada al modelo de Weibull.
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Figura 12. Curva de inactivacién de Penicillium spp. ajustada al modelo de Weibull

Como se puede ver en las figuras, A. niger presentod la mayor resistencia a los

tratamientos, mientras que A. flavus presentd la menor resistencia. De acuerdo con las

mediciones de temperatura (Figura 13), la inactivacion probablemente se debi6 a la

exposicion a los PLAI, ya que la temperatura de las muestras se mantuvo por debajo

de los 34° C para la mayoria de las pruebas. La temperatura inicial de las muestras fue

de 24.84+0.8° C, con un AT méaximo de 8.01° C a 18.83 J/cm?2.
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Figura 13. Mediciones de temperatura para la inactivacion de mohos in-vitro a

diferentes fluencias de PLAI.

En la Tabla 15 se muestran los pardmetros obtenidos para los ajustes al modelo
de Weibull de los diferentes mohos en las pruebas in-vitro. También se muestran los
valores de R? y de la raiz del error cuadratico medio (RMSE) como medidas del ajuste
del modelo a los datos experimentales. Los valores de las pruebas de ajuste permiten
ver que el modelo es adecuado para predecir el comportamiento microbiano ante la
exposicién a los PLAI. Los valores del pardmetro n < 1, lo cual indica que las curvas de
inactivacién presentan concavidad hacia abajo. Adicionalmente, como se puede ver en
la Figura 14, las curvas de frecuencia de inactivacion no presentaron moda, lo cual
indica que la inactivacion de microorganismos comenzé desde los tratamientos menos
intensos. Los valores del coeficiente de sesgo muestran que la inactivaciéon esta
ligeramente sesgada hacia la derecha en todos los casos, lo cual indica que hay una

tendencia de inactivacion de los conidios en las fluencias mas bajas. Los valores altos
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de varianza indican que hay una amplia distribucion de resistencia entre los conidios
individuales. Los valores de la media de la frecuencia muestran nuevamente la mayor
resistencia de A. niger a los tratamientos con PLAIL.

Tabla 15. Parametros del modelo de Weibull para las pruebas con PLAI in-vitro.

Especies de Parametros del modelo de Weibull

moho b n Moda Media Varianza Sesgo R?> RMSE
A. niger 1.08 0.31 N/A 283 300.12 0.055 0.80 0.42
A. flavus 1.51 0.28 N/A 6.38 1046.07 0.663 0.79 0.56
Penicillium 2.06 0.19 N/A 379 4418.28 0.001 0.80 0.47
spp.

El comportamiento de los microorganismos en este estudio fue similar al
reportado por otros autores en estudios similares. Por ejemplo, Romero Bernal et al.
(2019) reportaron un comportamiento similar al exponer esporas de Botrytis cinerea a
tratamientos con PLAI sobre la superficie de fresas. Estos autores reportaron una curva
de frecuencia sin moda con un fuerte sesgo a la derecha y una varianza alta, de
manera similar a lo visto en este estudio. Adicionalmente, Romero Bernal et al. (2019)

también reportaron valores de n < 1.
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Figura 14. Curvas de frecuencia para el modelo de Weibull de los mohos evaluados en

este estudio. Las lineas punteadas representan el modelo de Weibull, las lineas

continuas representan las curvas de frecuencia.

Por otro lado, Kramer et al. (2017) probaron la eficacia de los tratamientos con

PLAI sobre diferentes microorganismos en una superficie de gel. En dicho estudio, la

mayoria de los microorganismos evaluados (incluyendo a los mohos A. brasiliensis y A.

niger) presentaron valores de n > 1, indicando un incremento exponencial de la eficacia

del tratamiento al incrementar la fluencia (concavidad hacia abajo).
Los diferentes resultados obtenidos por estos autores son un ejemplo del efecto que
tiene la geometria de la superficie sobre la que se esta realizando el tratamiento con

PLAI. Es evidente que los microorganismos tratados sobre la superficie uniforme de

un
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gel presentaron una menor resistencia al tratamiento que los microorganismos tratados

sobre la superficie irregular de una fruta.

6.3.2. Pruebas con inoculacion en seco

Para las pruebas con inoculacion en seco se obtuvieron niveles iniciales de
contaminacion en las semillas mayores a 5 log CFU/g, los cuales fueron mucho
mayores que los niveles originales de inoculacion en las semillas (~2 log CFU/g). En la
Figura 15 se muestran imagenes del proceso de inoculacion, asi como de las semillas
inoculadas. Como se puede ver, la cobertura de la superficie de la semilla fue total y

homogénea en todos los casos.

Figura 15. Frutos secos durante el proceso de inoculacién en seco

Para las pruebas con PLAI se utilizaron solamente cacahuates y pepitas de
calabaza, cuyas superficies son las menos irregulares de los frutos secos
seleccionados. Las irregularidades en la superficie de los alimentos tienen un efecto
negativo sobre la eficacia de los tratamientos con PLAI, por lo que se descartaron los
tratamientos sobre las nueces de castilla y pecanas.

El nivel de inoculacién en los frutos secos alcanzado para las pruebas en seco
fue relativamente alto, lo cual se vio reflejado en los resultados de las pruebas. Otros

autores han reportado un efecto significativo del nivel de contaminacién sobre la
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efectividad del tratamiento, por ejemplo, Aron Matftei et al. (2014) encontraron que un
nivel de inoculacion de 5.45 log CFU/ml se logré un nivel de inactivacion menor que
con un indculo inicial de 4.34 log CFU/ml.

En la Figura 16 se muestran de manera gréfica los resultados de las pruebas con
PLAI a tres diferentes distancias de la lampara (5.74, 8.28 y 10.82 cm), tanto para
cacahuate como para pepita de calabaza, inoculadas con ~6 log UFC/g de Aspergillus
flavus. Se puede ver que en todos los casos se logré una inactivacion de < 1 log

UFCl/g, resultando un tratamiento con poca eficacia.
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Figura 16. Inactivacion de Aspergillus flavus en cacahuate (derecha) y pepita de calabaza

(izquierda) a tres distancias de la ldmpara (5.74, 8.28 y 10.82 cm).

La poca eficacia del tratamiento en estos casos se puede atribuir tanto al nivel de
inoculacién, como a la geometria de los frutos secos. También es posible que se
requiriera un mayor tiempo de tratamiento para lograr una inactivacion mas eficaz. En
ambos casos, la dosis maxima de PLAI que se administro a los frutos secos fue de 38.2
J/icm?, de acuerdo con el manual de usuario del equipo, la cual esta por encima de los

12 J/cm? citados como maximo permitido en las regulaciones de la FDA sobre
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tratamientos con PLAI (Pulsed Light for the Treatment of Foods, 1996). Sin embargo,
estas dosis se encuentran aun por debajo de las dosis reportadas como eficaces en
alimentos solidos por otros autores. Por ejemplo, Zenklusen et al. (2018) lograron una
inactivacién maxima de A. flavus en malta de cebada de < 2 log UFC/g, con una
intensidad de tratamiento de 89.6 J/cm?, mientras que Can et al. (2014) lograron una
inactivacién de 1.32 log UFC/g de P. roqueforti en rebanadas de queso con una
intensidad de tratamiento de 53.4 J/cm?. Considerando estos resultados, es posible que
los tratamientos efectuados en esta fase de la investigacion fueran demasiado ligeros

como para lograr una mayor inactivacion.

6.3.3. Pruebas con inoculacion por gota

Tomando en consideracién los resultados obtenidos en las pruebas con inoculacion en
seco, se realizaron cambios en las dosis para las pruebas con inoculacion por gota. Se
incrementaron las dosis maximas de tratamiento con PLAI a fin de obtener una
inactivaciéon mas eficaz de los microorganismos (Tabla 8). Los resultados de estas
pruebas se pueden ver en las figuras Figura 17 a Figura 20. En dichas figuras es
posible observar que se incrementé el tiempo de aparicion de los mohos de 2 dias en
las pruebas sin tratamientos a 3 dias 0 mas en las pruebas desde 20 s de tratamiento.
Los tratamientos mas largos retrasaron mas el crecimiento de los mohos, hasta por 7
dias. Los tratamientos se realizaron por hasta 100 s en los cacahuates y hasta 60 s en
las pepitas de calabaza. Se encontré que tratamientos mayores a los 60 s en la pepita
provocaban dafio considerable al fruto seco, llegando hasta la ignicion de la semilla. En

las figuras Figura 19 y Figura 20 se puede ver el dafio causado a las pepitas de
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1598 calabaza por los tratamientos con PLAI. Se puede ver que a partir de los 40 s

1599 comienzan a aparecer manchas negras en la superficie, asi como decoloracion. Por
1600 otro lado, el dafio provocado a la superficie de los cacahuates fue menor. En dicho fruto
1601 seco, se observaron quemaduras superficiales solo a los 100 s de tratamiento, y la
1602 decoloracién se hizo aparente solo a partir de los tratamientos de 80 s, como se puede
1603 ver en las figuras Figura 17 y Figura 18. No se observo ignicion de los cacahuates a
1604  ningun nivel de tratamiento probado en este estudio.

1605 En la Tabla 16 se pueden encontrar los coeficientes resultantes de los modelos
1606 aplicados a las pruebas con inoculacién por gota, tanto del modelo logistico como del
1607 modelo de tiempo de vida.

Tabla 16. Coeficientes del modelo logistico y modelo de tiempo de vida.

Variable o interaccion Coeficiente del modelo Coeficiente del modelo de
logistico tiempo de vida
Constante -4.046 3.49582
Especie de moho 1.216 0.352415
Tipo de fruto seco 2.135 1.26228
Tiempo de incubacion 0.7549 N/A
Tiempo de tratamiento 0.1587 1.63348
Especie de moho-Tipode  -1.093 N/A
fruto seco
Especie de moho-tiempo -0.03235 0.220807
de tratamiento
Tipo de fruto seco-tiempo  -0.1515 0.919477
de tratamiento
Tiempo de tratamiento- -0.00468 N/A
tiempo de incubacién
1608
1609 Las ecuaciones obtenidas para cada modelo se utilizaron para predecir el

1610 comportamiento de los microorganismos bajo diferentes niveles de tratamiento con

1611 PLAI.
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1612

1613 Figura 17. Progreso del crecimiento de A. niger en cacahuate durante 7 dias tras la

1614 exposicion a los tratamientos con PLAI.
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1615
1616 Figura 18. Progreso del crecimiento de A. flavus en cacahuate durante 7 dias tras la
1617 exposicion a los tratamientos con PLAL.
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1618

1619 Figura 19. Progreso del crecimiento de A. niger en pepita de calabaza durante 7 dias

1620 tras la exposicion a los tratamientos con PLAI.
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Figura 20. Progreso del crecimiento de A. flavus en pepita de calabaza durante 7 dias
tras la exposicion a los tratamientos con PLAI.

Se midieron las temperaturas superficiales de los frutos secos tras las pruebas
utilizando un termémetro infrarrojo. A diferencia de las pruebas in-vitro, los incrementos
de temperatura en las superficies de los frutos secos fueron considerables debido a la
longitud de los tratamientos (Figura 21). Se registré una temperatura maxima de
111.945.8° C con los tratamientos de 100 s de duracion, resultando en un AT de

81.2+11.1° C.

121



1630
1631

1632

1633

1634

1635

1636

1637

1638

1639

1640

1641

1642

1643

1644

140.0

120.0

¥
1::3 it !

60.0
X

40.0

Temperatura final (°C)

20.0

0.0

0.0 20.0 40.0 60.0 80.0 100.0
Tiempo (s)
Figura 21. Temperaturas de las muestras de frutos secos tras los tratamientos con

PLAI. Las barras muestran la desviacion estandar.

En la Figura 22 se pueden ver los resultados de la modelacion logistica de la
inactivacion de microorganismos en la superficie de los frutos secos. La Figura 22
muestra los mapas de calor correspondientes a la probabilidad de crecimiento de un
moho tras un determinado tratamiento con PLAI. De manera similar a lo encontrado en
los tratamientos in-vitro, se puede ver que A. niger presenta una mayor resistencia al
tratamiento con PLAI que A. flavus. Adicionalmente, se puede ver que para ambos
mohos los tratamientos resultaron mas efectivos sobre las semillas de calabaza que
sobre los cacahuates. Esto podria atribuirse a la diferencia en la geometria superficial
de ambos frutos secos.

Adicionalmente, en la Figura 23 se puede observar un grafico indicando la dosis
de PLAI necesaria para obtener una determinada probabilidad de falla para cada

combinacion de mohos y frutos secos tras 7 dias de incubacion. En esta grafica es
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1645 evidente que los tratamientos con PLAI son considerablemente mas efectivos en la
1646 superficie de las pepitas de calabaza, mientras que para la superficie de cacahuates,

1647  se necesitan tratamientos severos para reducir la probabilidad de falla a 7 dias.

1648
Cacahuate Pepita de calabaza
Tiempo de tratamiento Tiempo de tratamiento
0O 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 85 90 95 100 0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 85 90 95 100
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1649 Probabilidad de falla
1650 Figura 22. Mapa de probabilidad de falla para los tratamientos con PLAI en frutos
1651 secos inoculados por gota.
1652
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El modelo de tiempo de falla arrojo resultados similares al modelo logistico,
mostrando que en el caso de cacahuate se necesitan tratamientos severos para
aumentar el tiempo de falla por encima de los 7dias, en particular para A. niger. Los
resultados de estos modelos indicarian que los tratamientos con PLAI son mas
efectivos en las pepitas que en los cacahuates y también que son suficientemente

efectivos para reducir la probabilidad de crecimiento de A. flavus.
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1667 7. Conclusiones

1668 A lo largo de este proyecto se estudiaron diversas caracteristicas fisicoquimicas y
1669 microbiolégicas de algunos frutos secos. Se tomaron muestras de frutos secos de
1670 diversos puntos de la Republica Mexicana con el objetivo de evaluar la distribucién de
1671 la contaminacion de mohos en los frutos secos evaluados, asi como buscar una

1672 relacion entre las cualidades fisicoquimicas de los frutos secos, las caracteristicas
1673 ambientales de la regidén y la contaminacion por mohos. Se lograron obtener muestras
1674  de varios estados de la republica, representando cada una de las regiones del pais, y
1675 los analisis arrojaron diferencias en las especies de mohos encontradas en las

1676 diferentes regiones asociadas con las condiciones atmosféricas de cada region. Los
1677 analisis también arrojaron relaciones entre las caracteristicas fisicoquimicas de los
1678 frutos secos y la micobiota de estos.

1679 Se encontré una gran variedad de especies de mohos diferentes en los frutos
1680 secos, entre mohos deterioradores como Aspergillus niger y Rhizopus oryzae, mohos
1681 toxigenos como Aspergillus flavus y Fusarium spp., y mohos inertes como

1682 Cladosporium cladosporoides. El contenido total de mohos en los frutos secos estuvo,
1683 en promedio, por debajo de los limites permitidos por la norma oficial mexicana

1684  correspondiente, con solo algunas muestras mostrando niveles superiores a lo

1685 permitido. Esto permitié concluir que los frutos secos en venta a granel en las

1686 diferentes regiones del pais son, en su mayor parte, seguros en términos

1687  microbioldgicos.
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Ademas del analisis fisicoquimico y microbiolégico de los frutos secos, se
realizaron pruebas para determinar si los tratamientos con pulsos de luz de alta
intensidad son una alternativa viable para la desinfeccion de frutos secos, con énfasis
en la eliminacion de esporas de mohos deterioradores y toxigenos. Se realizaron
pruebas in-vitro en la superficie de placas de agar, como paso inicial exploratorio y se
encontré que los tratamientos con PLAI son capaces de inactivar conidios de A. niger,
A. flavus y Penicillium en la superficie del medio de cultivo. Posteriormente, se
realizaron pruebas para la inactivacion de mohos en la superficie de los frutos secos.
Se encontré que, como se ha reportado previamente en la literatura, los tratamientos
con PLAI pierden efectividad cuando se hace la transicion de la superficie de medio de
cultivo a la superficie de un alimento. Debido a este efecto, se aumentaron las dosis de
PLAI para las pruebas en la superficie de los frutos secos. Con estas dosis mas altas
se logro la inactivaciéon de A. niger y A. flavus inoculados por gota sobre la superficie de
cacahuates y pepitas de calabaza. Sin embargo, también se encontré que dosis
superiores a los 126 J/cm? y a 210 J/cm? provocaron dafios considerables a las pepitas
y cacahuates, respectivamente. Este dafio probablemente se debié al incremento
dréstico de la temperatura de los frutos secos, el cual lleg6 a ser de hasta méas de 100°
C. Adicionalmente, las dosis efectivas para la eliminacion de mohos en estos frutos
secos se encuentran muy por encima del limite regulatorio de 12 J/cm? establecido por
la agencia de farmacos y alimentos de los Estados Unidos (FDA por sus siglas en
inglés). Es necesario, en este sentido, establecer regulaciones mas robustas para
permitir el uso de los PLAI de manera mas efectiva en medios sélidos con superficies

irregulares, como es el caso de los frutos secos evaluados en este estudio.
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Finalmente, es necesario continuar evaluando métodos para la aplicacién de

PLAI en alimentos sélidos. Uno de los mayores retos para esta tecnologia continla
siendo la aplicacion uniforme del tratamiento sobre la superficie del alimento. Estudios
como este demuestran la viabilidad de la tecnologia como método alternativo de
desinfeccién, sin embargo, la aplicacion de la tecnologia a escala industrial aiin
requiere de desarrollo. Para estudios futuros, se recomienda la evaluacion de sistemas
gue permitan la rotacién automatica del alimento. En el caso de semillas y frutos secos,
algunas opciones podrian ser el uso de mesas vibratorias, sistemas de fluidizacion
neumatica o rodillos mecanicos. También es necesario desarrollar sistemas que
permitan el control de la temperatura del alimento. Para alimentos secos como los
evaluados en este estudio, un sistema de ventilacion neumatico permitiria evitar el
sobrecalentamiento de los frutos secos sin humedecer el producto.

La tecnologia de tratamientos con PLAI se muestra prometedora como una opcion
para productos termosensibles o que requieren de un procesamiento en seco, sin
embargo aun se requiere de mucho trabajo para poderla aplicar efectivamente a un

nivel industrial en esta clase de productos.
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9. Anexos

9.1. Anexo 1: Férmulas de medios de cultivo

9.1.1. Concentrado Czapek

30 g NaNOs3

- 5gKCl

- 5gMgS04 - 7TH.0
- 0.1gFeSO04 - 7H20

- Aforar con agua destilada a 100 ml

9.1.2. Concentrado CS

5 g KCl

- 59 MgSOs4 - 7H20

- 0.1gFeSO04 - 7H20
- 0.19g2ZnS04 - 7H20
- 0.05g CuSOg4 - 5H20

- Aforar con agua destilada a 100 ml

9.1.3. Agar nitrato con 25% de glicerol

0.75 g K2HPO4

0.75 g K2HPO4

7.5 ml Concentrado Czapek

3.7 g Extracto de levadura
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2319

2320

2321

2322

2323

2324

2325

2326

2327

250 g Glicerol anhidro
12 g Agar

750 ml Agua destilada

9.1.4. Agar neutro de creatina sacarosa

10 ml Concentrado CS

10 g Sacarosa

5.0 g Creatina

1.0 g KH2PO4

0.05 g Purpura de bromocresol
15 g Agar

Aforar con agua destiladaa 1 L

9.1.5. Agar de leche de coco

500 g Leche de coco comercial sin conservadores
500 ml Agua destilada

15 g Agar
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