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RESUMEN

Ante la problemética que se presenta sobre el tema relacionado con la
calidad e inocuidad de los alimentos que se consumen en crudo como lo es el
caso de las semillas que proveen una importante fuente de proteinas, ha dado
lugar para que realizara una investigacion que tenga como finalidad la
evaluacion y aplicacion de métodos de sanitizacion adecuados, de tal forma que
la puesta en practica de estos métodos permitan a la poblacion el consumo de

alimentos inocuos.

En el presente trabajo se realiz6 durante el periodo marzo - mayo de 2015,
en el laboratorio de Ciencia y Tecnologia de Alimentos de la Universidad
Autonoma Agraria Antonio Narro para determinar a qué temperatura se podrian
reducir al maximo la cantidad de microorganismos presentes en la semilla de
chia ya que en la actualidad esta ganando auge dentro de la alimentacion por
sus altos beneficios nutritivos. Se utilizaron 5 tratamientos en bolsas de 10
gramos de semilla de chia sanitizada con 6xido de etileno (ETO), a diferentes
temperaturas; 26c¢°, 28c°,30°,32c° y un testigo, mediante disoluciones seriadas;
-1,-2,-3,-4- con 2 repeticiones cada una para bacterias mesofilas aerobias,

coliformes, hongos y levaduras.

Para evaluar la efectividad de los métodos de desinfeccion se realizaron
analisis microbiologicos para determinar la reduccidon o inhibicion de
microorganismos tales como: mesdfilos aerobios, hongos y levaduras. Tomando

los resultados de los analisis microbioldgicos asi como los limites permisibles.

La reduccion de microorganismos fue total en los tratamientos tratados con
el gas 6xido de etileno, lo cual asegura la efectividad del mismo, sin haber

presencia en los mismos, aunque en el caso del testigo si hubo una presencia

Vi



considerable de estos patdégenos; se presentaron en la disolucién -1 en la
repeticion 1y 2 para bacterias aerobias y mesofilos.

Palabras clave: 6xido de etileno, sanitizacidon, temperatura, microorganismos.

Correo Electronico; Humberto Hernandez Avila, humheravi@hotmail.com
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INTRODUCCION

Los efectos positivos o0 negativos de nuestra alimentacién, tendran
repercusion, mas tarde o mas temprano, en nuestra salud. Por ello, debemos
adecuar nuestra alimentacion a las necesidades nutricionales de nuestro
organismo, en funcion de la edad, género, actividad y situaciones fisiol6gicas
especiales (embarazo, enfermedad, lactancia). A través de la alimentacion
obtenemos del entorno una serie de productos naturales o transformados, que
contienen sustancias quimicas y nutrientes. Entre los macronutrientes que
componen la dieta habitual se encuentran las grasas. Si bien tienen una
connotacion negativa en el saber popular, debido a su asociacién con las
enfermedades cardiovasculares y la obesidad, en los ultimos afios se ha
incrementado el interés cientifico y publico en el rol de ciertas grasas
denominadas &cidos grasos poliinsaturados. Es asi como las autoridades
sanitarias recomiendan aumentar el consumo de acido graso poliinsaturado
omega-3, en especial los de cadena larga (EPA y DHA), cuya fuente principal
es el pescado. Sin embargo, las sociedades occidentales modernas tienden a
incluirlo muy poco en la dieta. Posiblemente su elevado precio hace que en
muchas ocasiones el consumidor prefiera otros alimentos de mayor comodidad
y menor precio. Una forma eficaz de aumentar la ingesta es la fortificacion o la
adicibn de acidos grasos omega tres a alimentos de uso cotidiano. La
tecnologia moderna de alimentos hace posible hoy en dia que una gran
cantidad de alimentos pueda ser enriquecida con acidos grasos omega tres v,
de hecho, existe en todo el mundo una gran variedad de productos alimenticios
enriquecidos. Si consideramos que la produccion de alimentos enriquecidos con
acidos grasos omega-3 es técnicamente dificil y requiere de métodos
especiales para producir un aceite de pescado adecuado, apropiado para la

adicion a alimentos, sin olor ni sabor a pescado, las materias primas ricas en



omega tres de origen vegetal como la semilla de Chia (Salvia hispanica) y
especificamente galleta con semilla de Chia es 2 una opcién disponible que
puede ser eficaz en la reduccion de factores de riesgo de enfermedades,
sustituyendo a los suplementos alimenticios sin originar cambios en los habitos

alimentarios del consumidor (Carrero, 2005).

JUSTIFICACION

El tema de la calidad e inocuidad de los alimentos que consumimos hoy en
dia es algo preocupante en la actualidad, ya que muchos de ellos contienen
microorganismos que pueden acarrear problemas severos que afectan la salud.
Es necesario saber si con los métodos de sanitizacion utilizados, realmente se

puede eliminarse la cantidad de carga microbiana.

Es por ello que este trabajo se realizd, ya que la sanitizacion de alimentos
con el oxido de etileno es una técnica que estd ganando auge en el tema de
inocuidad, es por ello que se realizé un estudio comparativo utilizando como
material bioldgico semillas de chia expuestas al gas 6xido de etileno (ETO) a
diferentes temperaturas en 5 tratamientos, el cual se realiz6 en el laboratorio de
ciencia y tecnologia de alimentos de la Universidad Autonoma Agraria Antonio

Narro.



OBJETIVO GENERAL

Conocer si el gas oxido de etileno, funciona verdaderamente como un

método confiable para la sanitizacion de semillas que se consumen en crudo.

OBJETIVO ESPECIFICO

Determinar en qué tratamiento se reducird al maximo la cantidad de

microorganismos patdgenos sin afectar sus cualidades organolépticas.

HIPOTESIS

Al exponer la semilla al gas 6xido de etileno, la cantidad de carga microbiana

se reducira hasta niveles que no afecten la salud humana.



REVISION DE LITERATURA

Generalidades Semillas

Las semillas son el principal 6rgano reproductivo de la gran mayoria de las
plantas superiores terrestres y acuéticas. Estas desempefian una funcion
fundamental en la renovacion, persistencia y dispersion de las poblaciones de
plantas, regeneracién de los bosques y sucesion ecoldgica. En la naturaleza,
las semillas son una fuente de alimento basico para muchos animales.
También, mediante la produccion agricola, la semilla es esencial para el ser
humano, cuyo alimento principal esta constituido por semillas. El incremento de
la poblacibn mundial junto con la reduccion de recursos alimenticios provoca la
busqueda de nuevas fuentes de proteinas a partir de alimentos no
convencionales. Las semillas oleaginosas han adquirido un creciente interés

como fuentes de proteinas comestibles (Vioque et al., 1999).

Muchas semillas son comestibles y la mayoria de las calorias humanas
proceden de las semillas, especialmente de las legumbres y frutos secos. Las
semillas también ofrecen la mayoria de aceites de cocina, bebidas y muchas
especias y algunos importantes aditivos alimentarios. En diferentes semillas, el
embrién de la semilla o el endospermo domina y proporciona la mayor parte de
los nutrientes, dentro de las 10 semillas mas saludables del mundo podemos
encontrar: semilla de cartamo, granada, de lino, de calabaza, albaricoque,
sésamo, girasol, comino, uva y chia. Estas semillas proveen una fuente

invaluable de proteinas (Desai et al,. 1997).



Origen y antecedentes histéricos de la Chia

Salvia hispéanica L. es una especie originaria de Mesoameérica cuya mayor
diversidad genética se presenta en la vertiente del Océano Pacifico (Beltran-
Orozco y Romero, 2003; Cahill, 2004), siendo nativa de las areas montafiosas
del oeste y centro de México. Es comunmente conocida como chia, siendo esta
palabra una adaptacion espafiola al término nahua chian o chien (plural),
término que en nahuatl significa “semilla de la que se obtiene aceite” (Watson,
1938).

Existen evidencias que demuestran que la semilla de chia fue utilizada
como alimento hacia el afio 3500 a.C., siendo cultivada en el Valle de México
entre los afos 2600 y 900 a.C. por las civilizaciones teotihuacanas y toltecas.
Asimismo, fue uno de los principales componentes de la dieta de los aztecas
junto con la quinoa, el amaranto, el maiz y cierta variedad de porotos
(Rodriguez, 1992).

La chia era utilizada como materia prima para la elaboraciéon de medicinas,
alimentos y pinturas, asi como en ofrendas a los dioses durante las ceremonias
religiosas. Con la llegada de los espafioles, las tradiciones de los nativos fueron
suprimidas y la mayor parte de su agricultura intensiva y su sistema de
comercializacidon destruidos. Muchos cultivos que habian tenido preponderancia
en las dietas precolombinas fueron prohibidos por los espafioles debido a su
estrecha asociacion con los cultos religiosos, siendo reemplazados por
especies exoéticas (trigo, cebada, arroz, entre otras) demandadas por los
conquistadores (Engel, 1987). Asi, de los cuatro cultivos basicos (chia,
amaranto, quinoa y maiz) de la dieta azteca, la chia y el amaranto perdieron sus
lugares de privilegio y casi desaparecieron, siendo mayores los efectos de la
persecucion espafola sobre la chia. Sin embargo, esta especie logro sobrevivir
debido a la conservacién de algunas tradiciones precolombinas por parte de
pequefios grupos de descendientes de las naciones Nahua. Asi, estos pueblos
lograron vencer a los conquistadores y a las presiones de la cultura impuesta,

permaneciendo aislados en el sudoeste de México y las zonas montafiosas de



Guatemala. Actualmente, los descendientes de los Nahua y de los Mayas
utilizan este grano ancestral en una popular bebida denominada chia fresca
(Ayerza y Coates, 2005).

Durante muchos afos las semillas de chia fueron comercializadas
solamente en los mercados mexicanos y utilizada como materia prima para la
elaboracion de la bebida denominada chia fresca, la cual era consumida por
razones étnicas o religiosas. En 1965 la chia comenzé a estar disponible en
comercios dietéticos del sudeste de California y Arizona y hacia finales de los
aflos 1980s se empezd a comercializar en los Estados Unidos un alimento para
mascotas (Chia Pets), incrementdndose la demanda de las semillas y

posibilitando la venta mayoritaria de su producciéon (Ayerza y Coates, 2005).

En 1991 se inici6 el Proyecto Regional del Noroeste de Argentina con el fin
de identificar y llevar a produccién comercial nuevos cultivos industriales que
pudieran ayudar a diversificar la produccion agricola e incrementar las
ganancias de los agricultores de dicha regién. Desde su comienzo,
organizaciones privadas y gubernamentales de los Estados Unidos y Argentina
han trabajado en este proyecto en forma cooperativa. Durante el curso del
proyecto, si bien ciertas especies, tales como “kenaf” (Hibiscus cannabinus L.) y
“lesquerella” (Lesquerella fendleri L.) fueron cultivadas comercialmente por su
mayor potencial para la regién, la chia fue identificada como la especie mas

promisoria (Ayerza y Coates, 2005).

Paralelamente, los resultados de las investigaciones cientificas acerca de
los efectos negativos de las grasas saturadas, los acidos grasos trans y del
desbalance entre los acidos grasos w-6 y w-3 en la dieta occidental asi como
los beneficios del incremento del consumo de acidos grasos w-3 para prevenir
enfermedades cardiovasculares, depresion, cancer y otras patologias
comenzaron a tener cada vez un mayor interés. Asimismo, la informacion sobre
la chia, fuente natural de acidos grasos w-3, antioxidantes y fibra dietética,
acrecento las expectativas en torno a su cultivo. En virtud de ello, su uso como

alimento comenzo6 a expandirse fuera de México (Ayerza y Coates, 2005).



La composicion quimica y el valor nutricional asociado, le confieren un gran
potencial para incorporarla en la industria alimentaria. A su vez, la informacion
tecnoldgica disponible brinda una excelente oportunidad para el desarrollo de
una industria agricola capaz de ofrecer al mundo un “cultivo nuevo y antiguo a
la vez” (Ayerza y Coates, 2005). Actualmente, la European Food Safety
Authority (EFSA, 2009) emiti6 dictamen sobre la inocuidad de las semillas
enteras y trituradas como ingredientes alimentarios. Ademas, dicho organismo
autorizd su comercializacion para ser utilizadas en productos de panaderia con
un contenido maximo del 5%. Posteriormente, a partir de 2013 la semilla de
chia se introduce como ingrediente alimentario en diversos productos tales
como cereales de desayuno, mezclas de frutas, frutos secos y semillas y como

semillas preenvasadas (Haros, 2013).

Ubicacion sistematica y caracteristicas botanicas

Segun la clasificacibn taxondémica propuesta por Linneo, la posicion

sistematica de la chia (Salvia hispanica L.) es la siguiente:
Reino: Vegetal o Plantae
Divisidn: Magnoliophyta o Angiospermae
Clase: Magnoliopsida o Dicotyledoneae
Orden: Lamiales
Familia: Lamiaceae
Subfamilia: Nepetoideae
Tribu: Mentheae
Género: Salvia

Especie: hispanica



La familia Lamiadceae cuenta con 170 géneros y mas de 3000 especies de
amplia distribucion en regiones tropicales y templadas, de las cuales en
Argentina existen alrededor de 26 géneros. Son hierbas anuales o arbustos
perennes, que contienen aceites esenciales en los pelos glandulares de sus
hojas y tallos, motivo por lo cual han sido domesticadas para ser utilizadas
como condimentos y en la elaboracién de perfumes.El género Salvia incluye
unas 900 especies y se distribuye extensamente en varias regiones del mundo,
tales como Sudafrica, América Central, América del Norte, Sudameérica y Asia
Sur-Oriental. Las plantas pueden ser herbaceas o lefiosas, y sus flores muy
atractivas y de varios colores (Burkart, 1979).

Salvia hispéanica es una planta herbacea anual, que se desarrolla desde 1 a
1,5 m de altura segun la fecha de siembra, con tallos ramificados de seccion
cuadrangular con pubescencias cortas y blancas. Presenta hojas opuestas con
bordes aserrados de 8-10 cm de longitud y 4-6 cm de ancho. La descripcion de
la morfologia floral de S. hispanica fue abordada Ramamoorthy (1985). Las
flores son hermafroditas, purpuras o blancas, pedunculadas y se encuentran

reunidas en grupos de seis 0 mas en ramilletes terminales (Figura 1).

Figura 1. Cultivo inflorescencia de chia (Salvia hispanica L.) (Di Sapio, 2008).



El fruto, al igual que otras especies de la familia Lamiaceae, es tipicamente
un esquizocarpo consistente en loculos indehiscentes que se separan para
formar 4 mericarpios parciales denominados nuculas, comunmente conocidos
como semillas, los cuales son monospérmicos, ovales, suaves y brillantes, de
color pardo grisaceo con manchas irregulares marrones en su mayoria y

algunos blancos (Ayerza y Coates, 2005).

Figura 2. Semillas de chia (Salvia hispanica L.) (Di Sapio, 2008)

Las caracteristicas morfologicas y fenolégicas que diferencian a las
variedades domesticadas de las silvestres de S. hispanica son calices cerrados,
semillas de mayor tamafio, inflorescencias mas compactas, flores mas grandes,
presencia de dominancia apical y uniformidad en los periodos de floracién y
maduracion (Cahill, 2005).

Composicion quimica de las semillas de chia

El cuadro 1. Muestra la composicion de las semillas de chia y la
correspondiente a los cinco cereales de mayor importancia a nivel mundial
(arroz, cebada, avena, trigo, maiz). En la misma, puede observarse que el
contenido de proteinas, lipidos y fibra, asi como la energia aportada por la
semilla de chia son mayores que los presentes en los demas granos. La chia es
conocida principalmente como una importante fuente de &cidos grasos
esenciales w-3, ademas aporta elevados niveles de fibra dietética, compuestos



fendlicos, proteinas, minerales y vitaminas liposolubles como A, D, E y K
(Tosco, 2004, Ixtaina, 2010; Capitani, 2013).

Cuadro 1. Energia y composicion centesimal correspondiente a diversos

granos
Grano Energia | Proteinas Lipidos | Carbohidratos Fibra | Cenizas
Kcal/100g
%
Arroz 358 6,5 0,5 79,1 2,8 0,5
Cebada 354 12,5 2,3 73,5 17,3 2,3
Avena 389 16,99 6,9 66,3 10,6 1,7
Trigo 339 13,7 2,5 71,1 12,2 1,8
Maiz 365 9,4 4,7 74,3 3,3 1,2
Chia 350 19-23 30-35 9-41 18-30 4-6

United States Department of Agriculture (2002); 2Ayerza y Coates (2004);
3Diario oficial de la Unién Europea (2009).

Aceite de chia
En el afio 2009, mediante Resolucion Conjunta 76/2009 y 391/2009

Modificacion (06/2009), se autorizo el uso de aceite de chia exclusivamente en

suplementos dietarios, en los términos del Articulo 1381 del Cdodigo Alimentario

Argentino (CAA, 2008).

El contenido de aceite presente en la semilla de chia es de alrededor de

33%, el cual presenta el mayor porcentaje de acido a-linolénico conocido hasta

el momento (62 - 64%) (Ayerza, 1995). Por otra parte, se ha informado

elevados contenidos de acido a-linolénico en aceite de Sacha Inchi (Plukenetia
huayllabambana) de alrededor de 53,9% y en lino (57,5%) (Ixtaina, 2010; Ruiz,

2013).
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Actualmente, se disponen en el mercado de cuatro fuentes de acidos
grasos w-3. Las dos mas importantes en volumen de produccion son las
asociadas al pez “menhaden” (Brevoortia tyrannus) y a la semilla de lino,
mientras que la fuentes minoritarias son la semilla de chia y las algas marinas.
El cuadro 2 muestra una caracterizacion comparativa del perfil de &cidos grasos
de dichas fuentes. De estas cuatro materias primas, el lino y la chia son los
cultivos agricolas que presentan la mayor concentraciéon conocida de acido a-
linolénico, sin embargo, a diferencia del lino, la semilla de chia no tiene factores
antinutricionales (Ayerza, 1995; Oomah y Kenasehuk, 1995). Las fuentes de
origen vegetal a nivel terrestre presentan contenidos de &cidos grasos linoleico
y linolénico mucho mayores con respecto a las fuentes marinas, asi como un

menor tenor de acidos grasos saturados.

Cuadro 2. Caracterizacion comparativa de diversas fuentes de &cidos grasos
ricos en w-3.

AECITE Acido graso (% del total de acidos grasos)
14: | 16: | 16:0 | 18: | 18:1 | 18:2 | 18:3 | 20:4 | 20:5 | 22:5 | 22:6
0 0 1 0 2 3 4 3 4 4 4

“Menhade [ 8,0 |15, |105|7,8 |145|2,1 |15 |12 [13,2|49 |8,6
n’ 2

Algas 4,2 |14, (27608 |54 |23 |17 |47 |27,7 |- -
5

Chia - 6,9 |- 28 |6,6 |19,0638 |- - - -

Lino - 5,5 |- 1,4 1195|150 575 |- - - -

14:0 = acido miristico; 16:0 = acido palmitico; 16:1 = acido palmitoleico; 18:0 =
acido estearico; 18:1 = acido oleico; 18:2 = &cido linoleico; 18:3 = acido a-
linolénico; 20:4 = araquiddnico; 20:5 = acido eicosapentanoico (EPA); 22:5 =
docosapentanoico (DPA); 22:6 = acido docosahexanoico (DHA); 1 w-7; 2 w-9; 3
w-6; 4 w-3

(Adaptada de Ayerza y Coates, 2005).
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Cabe sefialar que los aceites de chia, lino y algas marinas se diferencian
del obtenido a partir del pez “menhaden”, dado que éste ultimo contiene
cantidades apreciables de colesterol (521 mg/100 g) y &acidos grasos
poliinsaturados EPA (22:5) como DHA (22:6) (United States Department of
Agriculture, 2002). La evidencia cientifica muestra que tanto EPA (22:5) como
DHA (22:6) pueden ejercer efectos benéficos para reducir el riesgo de
enfermedades cardiovasculares (Song y col., 2000). Sin embargo, estos acidos
grasos poliinsaturados son muy susceptibles a sufrir procesos de oxidacion y
deterioro, lo cual estd asociado a cambios indeseables de sus propiedades
organolépticas (Kleiner, 2013). Dichos compuestos se oxidan méas rapidamente
que los acidos linoleico, a-linolénico y araquidonico, originando productos de
oxidacion con implicancias desde el punto de vista toxicoldgico (Freese y
Mutanen, 1997).

Por otra parte, en lo que respecta al enriquecimiento de alimentos con w-3,
la chia no presenta ni transmite el caracteristico “olor a pescado”, la estabilidad
de dichos acidos grasos w-3 es otorgada por los antioxidantes naturales

presentes en la semilla (Tosco, 2004).

Mucilago de chia
El analisis comparativo del contenido de fibra de las semillas de chia (18-

30%) respecto al de otros cereales, permite apreciar que la chia tiene 1,6; 2,3;
2,6; 8,3 y 9,8 veces mas contenido de fibra dietética que la cebada, trigo,
avena, maiz y arroz, respectivamente (ver Tabla 1.3). El contenido de fibra en la
harina residual de chia -luego de la extraccién de aceite- representa alrededor
de un 40%, del cual un 5% corresponde a fibra soluble, denominada mucilago.
Las semillas de chia contienen 5-6% de mucilago que se puede utilizar como

fibra dietética (Reyes Caudillo y col., 2008).

Los mucilagos son constituyentes normales de los vegetales, producto de su
metabolismo y se acumulan en células especiales dentro de los tejidos. Se

localizan como material de reserva hidrocarbonado, reserva de agua en plantas
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o bien como elementos estructurales en vegetales inferiores (algas),

proporcionandoles elasticidad y suavidad (Lin y col., 1994).

El mucilago de las semillas de chia es un polisacéarido de alto peso molecular
se encuentra en las tres capas exteriores de la cubierta de la semilla. Cuando la
semilla entra en contacto con el agua, el mucilago emerge inmediatamente y en
un corto periodo se forma un "capsula mucilaginosa" transparente que rodea la
semilla (Figura 3.) (Mufioz y Col., 2012).

500 pm

Figura 3. Micrografias Opticas de semillas de chia (a) semillas secas y enteras
(b) semilla entera hidratada con la formacion de la “capsula mucilaginosa”

Las unidades estructurales que componen el mucilago de la semilla de
chia, fueron descriptas como un tetrasacarido con una cadena principal
compuesta por unidades de (1—4)-B-D-xilopiranosil-(1—4)-a-D-glucopiranosil-
(1—4)-B-Dxilopiranosil con ramificaciones de 4-O-metil-a-D-4cido glucurénico
en la posicion O-2 de B-D xilopiranosil de la cadena principal. La relacién de los
monosacaridos B-Dxilosa, a-D-glucosa y acido 4-O-metil-a-D-&cido glucuroénico
es de 2:1:1. Cabe destacar que el contenido de acido glucuronico es elevado
(aproximadamente 25%), caracteristico de este tipo de sustancias (Lin y Col.,
1994).
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Usos actuales de la chia
La informacion existente en cuanto a sus propiedades funcionales es

reciente e indica que se trata de un polimero con accion espesante (Lin y col.,
1994). También se destaca por sus propiedades gelificantes, control de la
sinéresis, estabilizacion de emulsiones, etc (Phillips y Williams, 2000). La alta
solubilidad y capacidad de retencidon de agua del mucilago de chia le confieren
potencialidad como ingrediente funcional para ser utilizado en diferentes

aplicaciones en la industria alimentaria (Capitani y Col., 2012; 2013).

La ingesta de mucilago de chia, s6lo o en combinacion con la semilla, ha
demostrado tener influencia en el metabolismo de lipidos, mediante la
disminucién de la absorcién intestinal de acidos grasos, colesterol y el arrastre
de sales biliares, aumentando la pérdida de colesterol a través de las heces,
ademas de inhibir la sintesis enddégena de colesterol y la desaceleracion de la
digestion y la absorcion de nutrientes. Ademas, como constituyente de la fibra
dietética soluble, origina geles de alta viscosidad que producen enlentecimiento
del vaciado gastrico y brinda sensacion de saciedad (Hentry y col., 1990).

Microorganismos presentes en la semilla de chia
Por lo general los microorganismos que contaminan a las semillas, se

encuentran en la parte externa de los granos que han sido cosechados; estos
microorganismos pertenecen a la flora natural en la que se encontraba el grano
o también estos son contaminados por factores extrinsecos como son los

contaminantes del suelo, aire, agua, animales, entre otros (SEPV 2013).

En los ultimos afios ha aumentado espectacularmente la popularidad de las
semillas ya que muchos aprecian su alto valor nutritivo. Sin embargo el reciente
aumento de los casos notificados de enfermedades trasmitidas asociadas con
semillas crudas ha suscitado preocupacion entre los organismos que se ocupan
de la salud publica y los consumidores en cuanto a la inocuidad de dichos
productos. Entre los patbgenos microbianos asociados con las semillas cabe

citar mesdfilos aerobios, hongos y levaduras y coliformes (SEPV 2013).
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Uno de los principales hospederos de estos productos es la Plodia
incterpuntella o Palomilla, es una plaga muy comun se alimenta principalmente
de productos de granos y semillas almacenados, la cual estando en fase de
larva o insecto adulto puede ser relativamente facil observable, sin embargo en
fase de huevo o pupa es practicamente imposible de detectar, los alimentos
guedan muy contaminados por los capullos y las heces, por lo tanto es muy
importante que en todos los almacenes exista un control de producto sanitizado
(SEPV 2013).

Bacterias Mesofilos y aerobias
Microorganismos que se desarrollan en presencia de oxigeno libre y a una

temperatura comprendida entre 20 y 45°C con una temperatura Optima de
crecimiento entre 30°C y 40°C. (INEN, 2006). Son microorganismos viables, la
variedad de especies y tipos diferenciables por sus necesidades nutricionales,
hacen que el nimero de colonias contadas constituyan una estimacion de la
cifra realmente presente. El recuento de estos microorganismos es importante
para predecir la estabilidad del producto bajo diferentes condiciones de
almacenamiento (NOM-092-SSA1-1994).

Segun Vanderzant y Splittstoesser (1992), se agrupan en dos géneros
importantes: Bacillus y Sporolactobacillus formadores de endoesporas. Las
especies encontradas en los alimentos son generalmente extensas y no poseen
un habitad definido y en general no provocan enfermedades en el ser humano.

Son utilizados como indicadores de la calidad del procesamiento.

Coliformes totales
Los coliformes son bacilos Gram negativos, no esporulados, aerobios o

anaerobios facultativos, que a 35 °C fermentan la lactosa con la produccién de
gas bajo condiciones especificas. Estas bacterias fermentan la lactosa

incubadas a 35 +1°C durante 24 a 48 horas, resultando una produccion de
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acidos y gas el cual se manifiesta en las campanas de fermentacion (NOM-112-
SSA-1994).

El término bacterias coliformes se utiliza para designar a las enterobacterias
mas frecuentemente encontradas en los productos lacteos. El recuento es una
de los medios mas significativos para apreciar la calidad de la leche. Son los
responsables de graves enfermedades infecciosas que pueden adquirir caracter

epidemiologico (Gonzélez et al., 2007).

Segun la EPA (2002), los coliformes no constituyen una amenaza para la
salud; su determinacion se usa para indicar si pudiera haber presentes otras
bacterias posiblemente patdgenas. Su presencia indica que los alimentos
podrian estar contaminados con heces fecales humanas o de animales. Los
microbios que provocan enfermedades (patdogenos) y que estan presentes en
las heces causan: diarrea, retortijones, nauseas, cefaleas u otros sintomas.
Estos patdégenos podrian representar un riesgo de salud muy importante para
bebés, nifios pequefios y personas con sistemas inmunolégicos gravemente

comprometidos.

Mohos y levaduras
Los hongos tienen una estructura filamentosa con ramificaciones, las

levaduras son microorganismos cuya forma dominante de crecimiento es
unicelular. Crecen a 25°C. Estan ampliamente distribuidos en la naturaleza y se
pueden encontrar formando parte de la flora normal del alimento, o como
agentes contaminantes y en los equipos sanitizados inadecuadamente,
provocando el deterioro fisicoquimico del alimento, debido a la utilizacion en su
metabolismo de los carbohidratos, acidos organicos, proteinas y lipidos,
originando mal olor, alterando el sabor y el color en la superficie de los
productos contaminados. Pueden sintetizar metabolitos téxicos
termorresistentes, y presentan capacidad para alterar sustratos desfavorables,

permitiendo el crecimiento de bacterias patogenas. (NOM-111-SSA1-1994)

Los hongos y las levaduras en algunos tipos de quesos pueden provocar

periodicamente problemas tanto econdmicos como sensoriales. La
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contaminacion es causada porque estan presentes en el medio ambiente, como
en las paredes y los estantes de maduracion, aire, equipos, agua, salmuera,
etc. (Godic y Venus, 2008).

Microorganismos patdgenos
La E. coli es una enterobacteria que se encuentra generalmente en los

intestinos de los animales. Son Gram negativas, anaerobias facultativas, no
forma esporas y es capaz de fermentar la glucosa y la lactosa. La E. coli es casi
exclusivamente de origen fecal y se transmite a través de la contaminacion de
los alimentos y del agua, asi como también de la contaminacion cruzada EHEC
(0157:H7). (FAO, S/A).

METODOS DE ESTERILIZACION DE SEMILLAS

Irradiacion
Los rayos gamma se emiten desde formas radioactivas del elemento

cobalto (cobalto 60) o del elemento cesio (cesio 137). La radiacibn gamma se
usa en forma rutinaria para esterilizar productos médicos, dentales y para el

hogar y también para el tratamiento de radiacion contra el cancer (FDA, 2014).

Los rayos X se producen por la reflexion de un flujo de electrones
hiperenergéticos de una sustancia objetivo (por lo general un metal pesado)
hacia el alimento. Ademas, los rayos X se usan ampliamente en la medicina y

en la industria para producir imagenes de estructuras internas (FDA, 2014).
La irradiacion puede servir para muchos propositos:

* Prevencion de enfermedades transmitidas por los alimentos — La
irradiacion se puede usar para eliminar de forma efectiva los organismos que
producen enfermedades transmitidas por los alimentos como Salmonella y

Escherichia coli (E. coli).
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» Conservacion — La irradiacion se puede usar para destruir o inactivar los
organismos que producen la descomposicién y para extender la vida de los

alimentos en el anaquel.

* Control de insectos — La irradiacion se puede usar para destruir insectos en
el interior o sobre frutas tropicales importadas a los Estados Unidos. Ademas, la
irradiacion disminuye la necesidad de usar otras practicas para el control de

plagas que pueden dafar la fruta.

» Retraso de la germinacion y la maduracion — La irradiacion se puede usar
para inhibir la germinacion (por ejemplo, de los porotos) y para retrasar la

maduracion de la fruta y aumentar su duracion.

* Esterilizacion — La irradiacion se puede usar para esterilizar alimentos que
luego se pueden almacenar por afos, sin refrigeraciéon. Los alimentos
esterilizados se pueden usar en hospitales para pacientes con sistemas
inmunolégicos gravemente dafiados, como los pacientes con SIDA o que estan
sometidos a quimioterapia. Los alimentos esterilizados por medio de la
irradiacion estan expuestos a niveles de tratamiento sustancialmente mayores

que aquellos que se aprobaron para uso normal (FDA 2014).

Ozono
U.S. Patente 6,120,822 (2000) Adrian Denvir, et al.: proponen un sistema

gue usa 0zono gaseoso para descontaminar productos agricolas contaminados
con toxinas y microorganismos. U.S. Patente 6,294,211 B1(2001) James Yuan
y Edward Steiner: proponen también un proceso con 0zono gaseoso para
desinfectar y/o sanear productos alimenticios, el cual reduce o elimina
microorganismos patdgenos, bacterias o hongos y virus. El ozono es un gas
gue se obtiene por procesos electroquimicos, por descarga de a someter el
oxigeno a radiacion ultravioleta con una longitud de onda de 200 nm. El ozono
ha sido usado por décadas para esterilizar y preservar alimentos. Debido a la

poderosa accion oxidante del ozono, su principal uso es en la desinfeccion de
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sustancias solidas, liquidas y gaseosas. Asi mismo posee accion antimicrobiana
con poder bactericida, viricida y esporicida penetrando la pared celular de los

microorganismos para finalmente destruirlos.

El ozono introducido en un ambiente cualquiera realiza tres acciones

fundamentales:

Accién microbicida: Es quiz& la propiedad mas importante del ozono, y por la
que mas aplicaciones se le atribuyen. El concepto microbio, como es sabido, es
muy amplio. En principio, microbio es toda forma de vida que no puede ser vista
por el ojo humano, y que se requiere el uso del microscopio para ser observado.
Estos seres vivos permanecen muchas veces sobre todo tipo de superficies, en
todo tipo de fluidos, o bien flotan en el aire asociados a pequefias motas de
polvo, mindsculas gotas de agua en suspension, etc. Es bastante frecuente que
ellos sean responsables de la transmisidbn de todo tipo de enfermedades
contagiosas, especialmente en sitios cerrados donde haya gran namero de
personas, y el aire se renueve muy lentamente. El control de algunos de estos
microorganismos, llamados patégenos por su capacidad de provocar
enfermedades contagiosas, ha sido una gran preocupacion del hombre, desde

el momento en que fueron descubiertos (The Merck Index. 2006).

Efecto bactericida: Es bien conocido desde principios de siglo, donde se
empezd a usar para el tratamiento de aguas. Actualmente nos servimos de él,
tanto para el tratamiento de todo tipo de aguas, como para tratar ambientes e
incluso directamente sobre el organismo humano con fines terapéuticos. Una de
las ventajas mas importantes del ozono con respecto a otros bactericidas es
gue este efecto se pone de manifiesto a bajas concentraciones (0.01 p.p.m., 0
menos) y durante periodos de exposicidbn muy cortos. Incluso a concentraciones
infimas de ozono (del orden de 0.01 p.p.m.) es ya perfectamente observable un
efecto bacteriostatico. 8 La diferencia entre un efecto bactericida y un efecto
bacteriostatico es sencilla; un agente bactericida es aquel, capaz de matar a las

bacterias, sin embargo un agente bacteriostatico no llega a matarlas, pero si las
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impide reproducirse, frenando rapidamente el crecimiento de sus poblaciones
(The Merck Index. 2006).

Efecto virulicida: Los virus son pequefias particulas, hoy consideradas
frontera entre los seres vivos y la materia inerte, que no son capaces de vivir ni
de reproducirse si no es parasitando células a las que ocasiona su destruccion.
A diferencia de las bacterias, los virus siempre son nocivos y provocan
enfermedades a todo organismo al que atacan. Enfermedades tan comunes
como la gripe, el catarro, el sarampion, la viruela, varicela, rubéola, poliomielitis,
y otras muchas, son debidas a virus. El ozono actta sobre ellas oxidando las
proteinas de su envoltura y modificando su estructura tridimensional. Al ocurrir
esto, el virus no puede anclarse a ninguna célula préxima por no reconocer su
punto de anclaje, y al encontrarse el virus desprotegido y sin poder
reproducirse, muere (The Merck Index. 2006).

Oxido de etileno

El 6xido de etileno es un agente microbicida de amplio espectro que destruye
bacterias en estado vegetativo, incluido el bacilo de Koch. Es fungicida,
esporicida, virucida, posiblemente porque puede penetrar faciimente en el
microorganismo debido a que se trata de éter ciclico de 44,05 de peso molecular,
gue no posee carga. El mecanismo de accion se debe al efecto de alquilacion que
modifica la estructura molecular de las proteinas y &cidos nucleicos celulares a
través de reacciones quimicas irreversibles, fenémeno que se ve facilitado por ser
el 6xido de etileno una molécula muy inestable que reacciona en toda proporcion

con sustancias organicas (The Merck Index. 2006).

El 6xido de etileno surgié como una moda a travez de un largo periodo de
busqueda en los procesos de esterilizacion y sanitizacion de alimentos para
consumo humano, es uno de los métodos mas nuevos y novedosos que se

emplean hoy en dia (The Merck Index. 2006).
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Caracteristicas y propiedades Oxido de etileno
El 6xido de etileno es un gas que a temperatura y presion normales, tiene

un débil olor parecido al éter, mas pesadas que el aire, muy solubles en agua y
facilmente licuables a presion atmosférica y temperatura de 10 ° a 11 ° C.
Posee gran reactividad quimica, siendo ademas altamente inflamable explosivo
y toxico, presentando en consecuencia grandes riesgos en su utilizacion como

gas esterilizante. (The Merck Index. 2006).

La accion especifica del 0xido de etileno sobre materiales biolégicos se
debe a que es un agente alquilante particularmente activo. Esta accién se
ejerce sobre aquellas moléculas susceptibles de alquilacion, que son la mayoria
de las moléculas organicas (anillo de nitrégeno de las purinas y pirimidinas y
con los grupos amino de los aminoacidos y de las proteinas). La alquilacién
representa la sustitucion de un atomo de hidrégeno por un radical hidroxietileno,
modificando la estructura molecular de las proteinas, DNA, RNA vy lipidos de los
microorganismos, puesto que se bloquean puntos moleculares criticos que
incapacitan a las moléculas para intervenir en los procesos metabdlicos y
reproductores. Las caracteristicas fisico-quimicas del gas lo hacen muy activo y
ademas posee un alto poder de penetracion el que determina la mortalidad de
microorganismos en lugares de dificil acceso para otros agentes. (Marti
Mercadal, J. A. y Desollle, H, 2002).

Mecanismo de accion

En la célula bacteriana existen tres sitios susceptibles a ser atacados por
los agentes quimicos: las enzimas, las capas superficiales y el material nuclear.
Estos sectores son fundamentales para la vida del microorganismo. Las
proteinas enzimaticas poseen un cierto numeros de grupos reactivos esenciales
para su actividad, entre los que se encuentran los grupos acidos y basicos de
las nucleoproteinas, grupos amino, carboxilo, sulfidrilo, imino, hidroxilos y otros.

El 6xido de etileno actua alquilando los grupos antes mencionados en sus
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atomos labiles de hidrogeno, por radicales hidroxietilos, este es un proceso
lento, mas el cual determina finalmente la muerte del microorganismo, debido a

la incapacidad de reproducirse.

Alguilacion
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Figura 5. Esquema extraido del manual: Curso de esterilizacion elaborado por
el Colegio de Farmacéuticos de la Provincia de Buenos Aires 2009.

Proceso de sanitizacion ciclos

1. Se realiza vacio para eliminar el aire de la camara y el que pueda estar ocluido
en los materiales.

Periodo para estabilizar la presion

Ingresa el gas

Vacio o barrido, una vez finalizada la difusion del gas.

o & DN

Aireacion con pulsos de aire.

Materiales que se pueden esterilizar por ETO

- Instrumental 6ptico (broncoscopios, laringoscopios, etc.).

- Instrumental delicado (de neurocirugia u oftalmologia).
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- Implantes y protesis vasculares.
- Marcapasos.

- C4psulas de Petri plasticas.
-Set de Respiradores.

- Reanimadores.

- Materiales plasticos.

Materiales que no se pueden esterilizar
- Textiles

- Liquidos (especialmente los acuosos).

- Materiales de PVC que hayan sido esterilizados previamente por radiaciones

gamma.
- En general, todo material resistente a la temperatura, presion y humedad.

Resistencia de los microorganismos frente al Oxido de etileno

La susceptibilidad de los distintos microorganismos a los procesos de
inactivacion depende de numerosos factores como pH, temperatura, humedad,
caracteristicas de crecimiento, presencia de materia organica, etc. Sin embargo,
el factor mas importantes a tener en cuenta es la resistencia innata que poseen
los microorganismos frente a el proceso de esterilizacion, cuya naturaleza en la
mayoria de los casos reside en la diferente composicion de la pared celular que

regula la penetrabilidad del agente esterilizante (CEDEST, 2009).
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PRIONES

ESPORAS BACTERIANAS
MICOBACTERIAS
PROTOZOOS

VIRUS PEQUENOS SIN ENVUELTA
VIRUS GRANDES SIN ENVUELTA

ESPORAS FUNGICAS

'E

N
c
I
A

o VIRUS GRANDES CON ENVUELTA LIPIDICA

FORMAS VEGETATIVAS BACTERIANAS Y FUNGICAS

Figura 6. Graficos extraido del libro Esterilizacién en Centros Sanitarios
elaborado por el CEDEST (2009).
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MATERIALES Y METODOS

Localizacion Geogriéfica
El experimento se realizd durante el periodo marzo - mayo de 2015, en el

laboratorio de Microbiologia del departamento de Ciencia y Tecnologia de
Alimentos de la Universidad Autonoma Agraria Antonio Narro que se encuentra
situado a 25° 22’ latitud Norte y 101° latitud oeste a una altura de 1742 msnm.

En Saltillo, Coahuila, México.

Materiales
Cajas Petri, tubos de ensayo, micro pipeta, puntillas para micro pipeta,

matraz Erlenmeyer, agitador, autoclave, reactivos, tubos Durham, balanza
analitica, vasos de precipitado, frascos, campana de flujo laminar, cAmara de

sanitizacion.

Material Bioldgico
Se utilizaron semillas de chia.

Etapa |. Seleccion y toma de Muestras

Se tomaron muestras de la produccion de semillas de chia, de las cuales se
utilizan para venta al publico, con la intencidon de analizar que dichas semillas
para consumo estan verdaderamente libres de patégenos dafinos para salud y

para brindar seguridad a los consumidores. Dichas muestras se tomaron al
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azar de la produccion total de semillas, se tomaron 5 muestras las cuales se
mandaron a Monterrey a la empresa SEPV (Servicio de Esterilizacion Servicios
y Validacion) para sanitizarlas con el gas éxido de etileno (ETO). La sanitizacion
se dio a diferentes temperaturas para evaluar el efecto de la temperatura en la

eficiencia de la sanitizacion.

Cuadro 3. Arreglo de los tratamientos a estudio.

Tratamientos Temperatura Producto Quimico | Tiempo de
Exposicién
en horas

T1 26 ¢° Oxido de etileno 1
T2 28 ¢c° Oxido de etileno 1
T3 30 c° Oxido de etileno 1
T4 32¢c° Oxido de etileno 1
T5 testigo Sin tratamiento 0

Semillas de Chia (Salvia hispanica) sanitizadas con 6xido de etileno.

Etapa Il. Analisis de calidad microbioldgica en laboratorio
Los analisis microbiolégicos se tomaron en base a las normas: NOM-092-

SSA1-1994, que se utiliza como método para la cuenta de bacterias aerobias
en placa, NOM-111-SSA1-1994, Bienes y servicios. Método para la cuenta de
mohos y levaduras en alimentos. Se realiz6 el conteo de dos diferentes grupos
indicadores microbianos siguiendo la metodologia citada por la misma, asi

como de los microorganismos patégenos.

Metodologia
El fundamento de la técnica consiste en contar las colonias, que se

desarrollan en el medio de eleccion después de un cierto tiempo y temperatura
de incubacion, presuponiendo que cada colonia proviene de un microorganismo

de la muestra bajo estudio.
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5-

Para bacterias mesofilas aerobias se utiliza agar bacteriolégico en
relacion 1.5 gr de agar en 100ml de agua destilada, (preparar la cantidad

necesaria).

Para hongos y levaduras se utiliza agar papa y dextrosa (PDA), para
cada litro de agua destilada se afladen 39 gr. Este agar tiene que ser
acidificado para brindar las condiciones 6ptimas para el crecimiento de
hongos y levaduras, se utiliza acido tartarico en solucion al 10%, la
cantidad de acido va en relaciéon a la cantidad requerida de PDA, (para
cada litro de PDA se necesitan 14 ml de acido tartarico). El 4cido debe
prepararse y esterilizarse en frascos separados, se afiade al agar hasta
después de la esterilizacibn para evitar la desnaturalizaciéon de las
proteinas que conforman al agar. Distribuir en recipientes de vidrio
esterilizables de capacidad no mayor de 500 mL, cantidades de
aproximadamente la mitad del volumen del mismo. Si el medio de cultivo
es utilizado inmediatamente, enfriar a 45°C + 1,0 °C en bafio de agua y
mantenerlo a esta temperatura hasta antes de su uso. El medio no debe

de fundirse méas de una vez.

Disolver en un litro de agua destilada 1 gramo de peptona y 8.5 gramos
de cloruro de sodio, dividir como se indica a continuacién: Para la
dilucién -1 deberda contener 90 ml de agua peptonada (frasco
esterilizable) y las diluciones siguientes tendran 9 ml (tubos Durham),

esterilizar.

Realizar las diluciones seriadas en agua peptonada, como se indica:
Realizar las diluciones con micropipeta y puntillas estériles de 1 ml,
trabajar dentro de la campana de flujo laminar, esterilizandola con el UV

15 minutos.

Dilucion -1: En 90 ml de agua peptonada traspasar 10 gr de semilla.
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Dilucién -2: En 9 ml de agua peptonada traspasar 1 ml de la disolucion -

1.

Dilucion -3: En 9 ml de agua peptonada traspasar 1 ml de la disolucion -
2.

Dilucion -4: En 9 ml de agua peptonada traspasar 1 ml de la disolucién -
3.

Siembra e Incubacién

Se realizé al momento de estar trabajando con las dilusiones, colocando una
muestra en cada una de las cajas petri con ayuda de una micropipeta, y
trabajando dentro de la campana de flujo laminar, sellando y marcando cada
una de ellas, posteriormente dejandose a temperatura ambiente, con una
duracion de al menos 48 horas para ver si hubo o no presencia de

microrganismos.

Conteo de microorganismos indicadores.

Se procedié a tomar cada una de las cajas Petri y con ayuda de un marcador
seflalando cada una de las colonias presentes en la ella y posteriormente
anotando la cantidad de acuerdo a la temperatura, disolucion y tipo de
microorganismo en los cuadros de concentracion de datos. Esto para el caso de
bacterias mesofilos aerobias (BMA) y hongos y levaduras que fueron los
microorganismos que aparecieron en las placas, una vez transcurridas al

menos 48 horas.
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Andlisis de datos
Los resultados microbiologicos fueron analizados con el disefio

completamente al azar con arreglo factorial, mediante un analisis de varianza
(ANOVA) al 99 % de confianza para evaluar si hay o no diferencias
significativas, se usoO la prueba tukey con un nivel de significancia del 0.01.
Cabe mencionar que los datos fueron convertidos mediante la formula; log (x +
1.5), ya que en algunas repeticiones la cantidad de colonias estaba muy
elevada y en otras habia nula presencia, lo cual ejercia una alta variacion de

los mismos en el resultado del modelo estadistico.
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RESULTADOS Y DISCUSION

En el cuadro 4 se muestra el andlisis de varianza el cual indica que existe

diferencia altamente significativa (P<0.001) para las variables temperatura,

disoluciones y tipo de colonia.

Cuadro 4. Cuadrados de la media del ANVA para la comparacion de las

variables.
Fuente DF Tipo 1SS | Cuadrado F-Valor Pr>F
de la media

Rep 1| 0.00330750 | 0.00330750 2.39 0.1272
Tem 4| 5.77200333 | 1.44300083 1044.08** <.0001
Dis 3| 3.70084250 | 1.23361417 892.58** <.0001
Mic 2| 1.85591167 | 0.92795583 671.42** <.0001
tem*dis*mic 50 | 14.27529167 | 0.28550583 206.58 <.0001
Donde: REP= repeticion,TEM= temperatura, DIS= disolucion, MIC= microorganimos

TEM*DIS*MIC= interaccion de temperatura, disolucién y microorganismos, ** Altamente

significativo.* significativo.

Se confirmé la presencia de microorganismos, como se puede apreciar en

los cuadros de concentracién de datos, donde se hicieron presentes para el

caso de bacterias mesofilas y aerobias y hongos y levaduras.
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Cuadro 5. Indicadores de las colonias presentes en las semillas de chia.

TRATAMIENTO | Bacterias Mesofilas Coliformes Hongos y Levaduras
1 (26 C°) aerobias
Dilucion # de colonias # de colonias # de colonias
R1 R2 R1 R2 R1 R2
-1 1.42 1.21 17 17 1.24 1.40
-2 1.21 1.02 17 17 1.06 1.13
-3 A7 17 17 17 17 17
-4 A7 17 17 17 17 17

Semillas de Chia sanitizadas con gas 6xido de etileno, (Shif, log + colonia).

Cuadro 6. Indicadores de las colonias presentes en las semillas de chia.

TRATAMIENTO | Bacterias Mesofilas Coliformes Hongos y Levaduras
2 (28 C°) aerobias

Dilucion # de colonias # de colonias # de colonias

R1 R2 R1 R1 R1 R2

-1 17 17 17 17 A7 A7

-2 17 17 17 17 A7 A7

-3 17 17 17 17 A7 17

-4 17 17 17 17 A7 17

Semillas de Chia sanitizadas con gas 6xido de etileno, (shif, log + colonia).

Cuadro 7. Indicadores de las colonias presentes en las semillas de chia.

TRATAMIENTO | Bacterias mesofilas Coliformes Hongos y levaduras
3 (30C° aerobias

Dilucion # de colonias # de colonias # de colonias

R1 R2 R1 R2 R1 R2

-1 A7 17 17 17 A7 A7

-2 A7 17 17 17 A7 A7

-3 A7 17 17 17 A7 A7

-4 A7 A7 17 17 17 A7

Semillas de Chia sanitizadas con gas 6xido de etileno, (shif, log + colonia).
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Cuadro 8. Indicadores de las colonias presentes en las semillas de chia.

TRATAMIENTO Bacterias mesofilas Coliformes Hongos y levaduras
4 (32C° aerobias

Dilucion # de colonias # de colonias # de colonias

R1 R2 R1 R2 R1 R2

-1 A7 A7 A7 17 A7 A7

-2 A7 A7 A7 17 A7 A7

-3 A7 17 A7 17 17 17

-4 A7 17 A7 17 17 A7

Semillas de Chia sanitizadas con gas 6xido de etileno, (shif, log + colonia).

Cuadro 9. Indicadores de las colonias presentes en las semillas de chia.

Bacterias mesofilas Coliformes Hongos y levaduras
TESTIGO aerobias
Dilucion # de colonias # de colonias # de colonias

R1 R2 R1 R2 R1 R2
-1 2.07 1.95 17 A7 1.85 1.80
-2 2.02 1.88 17 A7 1.21 1.06
-3 A7 A7 17 A7 A7 17
-4 A7 A7 17 A7 A7 17

Semillas de Chia sanitizadas con gas 6xido de etileno, (shif, log + colonia).

Para saber cudal es el valor real o este caso, la cantidad de colonias

presentes en los tratamientos se pueden apreciar aplicando el Log/UFC
(logaritmo inverso), de acuerdo a la repeticion y a la disolucion en que se
encuentren, y para la cantidad total aproximada de microorganismos presentes
en la semilla, se procede a sumar las colonias, promediarlas y multiplicarlas
segun la disolucion en la que se presentaron; dilucién -1 * 10, -2 *100, -3 *
1000, -4 10,000.

32




Cuadro 10. Cantidad

tratamientos.

aproximada de

microorganismos

presentes en los

Tratamientos Bacterias Hongos y Coliformes
Mesofilas y Levaduras
Aerobias
Testigo 5015 955 -
Tratamiento 1 755 650 -

Tratamiento 2

Tratamiento 3

Tratamiento 4

Tratamiento 5

Semillas de chia (Salvia hispanica) sanitizadas con 6xido de etileno.

Temperatura

Los resultados muestran que hay diferencia significativa entre los tratamientos,

por lo que se muestran las tendencias siguientes;

0,8
0,7
0,6
0,5
0,4

0,3

Microorganismos

0,2

0,1

UFC / Temperaturas

Oc

26°

c C c
28° 30° 32°

Figura 6. Comportamiento de medias de la temperatura a la que fueron

expuestas las semillas de chia al gas 6xido de etileno.
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Se obtuvo diferencia altamente significativa, demostrandose la presencia
de Unidades Formadoras de Colonias (UFC), en el caso del tratamiento testigo
(Temperatura 0), donde demuestra una elevada cantidad de colonias, a
comparacion con los tratamientos; 2 (28c°), 3 (30c°®) y 4 (32c°), siendo los
mejores ya que se observa nula presencia de microorganismos, a excepcion
del tratamiento 1 (26 C°), donde hubo muy poca presencia a niveles que no se

consideran dafinos para la salud.

Disoluciones

Los resultados muestran que hay diferencia significativa entre los tratamientos,

por lo que se muestran las tendencias siguientes;

UFC / DISOLUCIONES

0,6

0,5 B

Microorganismos
o o
w iy

o

N
(@]
(@]

0,1

Figura 7. Comportamiento de medias de las disoluciones.
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Para el caso de las disoluciones la mayor presencia de las colonias de
microorganismos tuvieron lugar en la disolucion -1, donde se ve claramente la
mayor cantidad, seguido por la disolucion -2, obteniéndose una deferencia
altamente significativa con las demas disoluciones -3 y -4 donde hubo nula
presencia, por lo que se concuerda que a menor disolucion menor seré la

cantidad de microorganismos.

Tipo de colonia

Los resultados muestran que hay diferencia significativa entre los tratamientos,

por lo que se muestran las tendencias siguientes;

UFC/ TIPO DE COLONIA

0,5

0,45

A
B

0,4
0,35
0,3
0,25

0,2 C
0,15
0,1
0,05
0

Microorganismos

bacterias mesofilas y hongos y levaduras coliformes
aerobias

Figura 9. Comportamiento de medias de los tipos de colonias presentes en los

tratamientos
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Se obtuvo diferencia altamente significativa para el caso de (UFC) para el
tipo de colonia, demostrandose que la resistencia de cada una de ellas es
diferente al ser expuestas al gas (ETO), encontrandose una mayor presencia de
bacterias mesofilas y aerobias, seguido por hongos y levaduras, y ejerciéndose
un control total para el caso de coliformes.
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CONCLUCIONES

e La efectividad del gas 6xido de etileno se hizo presente, ya que solo
hubo muy poca cantidad de microorganismos en solo un tratamiento, y
dicha cantidad esta en rangos muy bajos, por lo que se demuestra la
importancia de someter a Sanitizacion aquellos alimentos que se
consumen en crudo, para garantizar la seguridad e inocuidad de los

productos.

e Se demostréo que en el tratamiento testigo se hicieron presentes los
microorganismos, lo cual se comprueba que la calidad sanitaria de la
semilla antes que se ofrezca al publico es deficiente, lo cual le da crédito

al proceso de sanitizacion.

e El proceso de sanitizacion al que deben ser expuestas las semillas debe
ser diferente si se desea erradicar algun tipo colonia en especifico, ya
que se demostrd una resistencia diferente al gas para cada tipo de

colonia.
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RECOMENDACIONES

De acuerdo con el trabajo realizado se en lista una serie de
recomendaciones que pueden ayudar en el tema relacionado con la calidad e

inocuidad de los alimentos y con la seguridad del proceso.

e Consumir productos que son sometidos a procesos de sanitizacion y
esterilizacion de alimentos ya que proveen de seguridad al consumidor

al proveer alimentos inocuos.

e Someter especificamente a sanitizar con el gas 6xido de etileno ya que
presenta muy alta efectividad bactericida, fungicida y virulicida, ademas

gue se puede utilizar con una gran cantidad de materiales.

e No hay necesidad de someter alimentos a altas temperaturas para no

perder sus cualidades organolépticas.

e Garantiza la no destruccidon o deformacion de los elementos.

e Probar otros métodos de sanitizacion para verificar si alguno muestra

mejores resultados.
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APENDICE

Datos capturados del programa SAS 9.1

data factorial;
input trat rep tem dis mic ncol;

cards;

1 1 26 -1 1 1.42
1 2 26 -1 1 1.21
2 1 26 -1 2 0.17
2 2 26 -1 2 0.17
3 1 26 -1 3 1.24
3 2 26 -1 3 1.4

4 1 26 -2 1 1.21
4 2 26 -2 1 1.02
5 1 26 -2 2 0.17
5 2 26 -2 2 0.17
6 1 26 -2 3 1.06
6 2 26 -2 3 1.13
7 1 26 -3 1 0.17
7 2 26 -3 1 0.17
8 1 26 -3 2 0.17
8 2 26 -3 2 0.17
9 1 26 -3 3 0.17
9 2 26 -3 3 0.17
10 1 26 -4 1 0.17
10 2 26 -4 1 0.17
11 1 26 -4 2 0.17
11 2 26 -4 2 0.17
12 1 26 -4 3 0.17
12 2 26 -4 3 0.17
13 1 28 -1 1 0.17
13 2 28 -1 1 0.17
14 1 28 -1 2 0.17
14 2 28 -1 2 0.17
15 1 28 -1 3 0.17
15 2 28 -1 3 0.17
16 1 28 -2 1 0.17
16 2 28 -2 1 0.17
17 1 28 -2 2 0.17
17 2 28 -2 2 0.17
18 1 28 -2 3 0.17
18 2 28 -2 3 0.17
19 1 28 -3 1 0.17
19 2 28 -3 1 0.17
20 1 28 -3 2 0.17
20 2 28 -3 2 0.17
21 1 28 -3 3 0.17
21 2 28 -3 3 0.17
22 1 28 -4 1 0.17
22 2 28 -4 1 0.17
23 1 28 -4 2 0.17
23 2 28 -4 2 0.17
24 1 28 -4 3 0.17
24 2 28 -4 3 0.17
25 1 30 -1 1 0.17
25 2 30 -1 1 0.17
26 1 30 -1 2 0.17
26 2 30 -1 2 0.17
27 1 30 -1 3 0.17
27 2 30 -1 3 0.17
28 1 30 -2 1 0.17
28 2 30 -2 1 0.17
29 1 30 -2 2 0.17



29 2 30 -2 2 0.17
30 1 30 -2 3 0.17
30 2 30 -2 3 0.17
31 1 30 -3 1 0.17
31 2 30 -3 1 0.17
32 1 30 -3 2 0.17
32 2 30 -3 2 0.17
33 1 30 -3 3 0.17
33 2 30 -3 3 0.17
34 1 30 -4 1 0.17
34 2 30 -4 1 0.17
35 1 30 -4 2 0.17
35 2 30 -4 2 0.17
36 1 30 -4 3 0.17
36 2 30 -4 3 0.17
37 1 32 -1 1 0.17
37 2 32 -1 1 0.17
38 1 32 -1 2 0.17
38 2 32 -1 2 0.17
39 1 32 -1 3 0.17
39 2 32 -1 3 0.17
40 1 32 -2 1 0.17
40 2 32 -2 1 0.17
41 1 32 -2 2 0.17
41 2 32 -2 2 0.17
42 1 32 -2 3 0.17
42 2 32 -2 3 0.17
43 1 32 -3 1 0.17
43 2 32 -3 1 0.17
44 1 32 -3 2 0.17
44 2 32 -3 2 0.17
45 1 32 -3 3 0.17
45 2 32 -3 3 0.17
46 1 32 -4 1 0.17
46 2 32 -4 1 0.17
47 1 32 -4 2 0.17
47 2 32 -4 2 0.17
48 1 32 -4 3 0.17
48 2 32 -4 3 0.17
49 1 0 -1 1 2.07
49 2 0 -1 1 1.95
50 1 (] -1 2 0.17
50 2 (] -1 2 0.17
51 1 (] -1 3 1.85
51 2 (] -1 3 1.8
52 1 (2] -2 1 2.02
52 2 (2] -2 1 1.88
53 1 (2] -2 2 0.17
53 2 (2] -2 2 0.17
54 1 (2] -2 3 1.21
54 2 (2] -2 3 1.06
55 1 (2] -3 1 0.17
55 2 (2] -3 1 0.17
56 1 0 -3 2 0.17
56 2 0 -3 2 0.17
57 1 0 -3 3 0.17
57 2 0 -3 3 0.17
58 1 0 -4 1 0.17
58 2 0 -4 1 0.17
59 1 0 -4 2 0.17
59 2 0 -4 2 0.17
60 1 0 -4 3 0.17
60 2 (] -4 3 0.17
proc glm;

classes rep tem dis mic;

model ncol = rep tem dis mic tem*dis*mic;
means tem dis mic tem*dis*mic/tukey;

run;
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Variable dependiente: ncol

Fuente DF Suma de cuadrados Cuadrado de la media F-Valor Pr>F
Modelo 60 25.60735667 0.42678928 308.80 <.0001
Error 59 0.08154250 0.00138208

Total corregido 119 25.68889917

R-cuadrado Coef Var Raiz MSE ncol Media
0.996826 10.82542 0.037176 0.343417

Fuente DF Tipo 1SS | Cuadrado F-Valor Pr>F
de la media

rep 1| 0.00330750 | 0.00330750 2.39 0.1272

tem 4| 5.77200333 | 1.44300083 1044.08 <.0001

dis 3| 3.70084250 | 1.23361417 892.58 <.0001

mic 2| 1.85591167 | 0.92795583 671.42 <.0001

tem*dis*mic 50 | 14.27529167 | 0.28550583 206.58 <.0001
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Distribucion de ncol
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