<
N
o
N

186

<
w
-

Meétodos de sanitizacion de semillas

para consumo directo
y de semillas para germinados

A.E. Garcia-Santiesteban*, E. Palou y M.T. Jiménez-Munguia.

*Programa de Doctorado en Ciencia de Alimentos

Correo electrénico: abril garciasn@udlap.mx « mariat jimenez@udlap. mx




UDLAP.

RESUMEN

as semillas y germinados son productos naturales cuya popularidad ha cobra-

do importancia entre consumidores debido a sus multiples beneficios, tanto nu-

tricionales como para la salud. Debido a su origen y cultivo en el campo, son

alimentos con baja calidad microbiolégicay alta probabilidad de contener mi-

croorganismos patégenos. Por ello, para prevenir afecciones a la salud de los
consumidores, se han emitido recomendaciones para evitar su contaminacion y asegurar
el uso de desinfectantes en los casos aplicables. Sin embargo, este esfuerzo hasido insufi-
ciente. De acuerdo con cifras oficiales, los brotes de enfermedades producidos por el con-
sumo de este tipo de alimentos prevalecen.

El objetivo de este articulo es presentar la informacion disponible sobre los métodos de
sanitizacion probados, asi como su eficacia, en semillas y germinados, con la finalidad
de analizar su efectividad, ventajas y desventajas, y mostrar soluciones alternativas a los
problemas de inocuidad en este tipo de productos de interés a nivel mundial.

Palabras clave: semillas, germinados, sanitizacion, Salmonella spp., Escherichia coli,
Listeria monocytogenes.

ABSTRACT

Seeds and seed sprouts are natural products whose popularity has grown among consumers
due to their many nutritional and health benefits. Given their origin and cultivation in the
field, these are products with low microbiological quality and high probability of containing
pathogens. In order to prevent health risks to consumers, recommendations have been issued
to avoid their contamination. However, this effort has been insufficient. According to official
information, disease outbreaks caused by the consumption of these types of foods still prevail.

Thisarticle aims to presentavailable information on proven sanitation methods and their
effectiveness, for seeds and seed sprouts, in order to analyze their effectiveness, advantages
and disadvantages, and to display alternative solutions to this worldwide problem.

Keywords: seeds, sprouts, food safety, sanitization, Salmonella spp., Escherichia coli,
Listeria monocytogenes.
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INTRODUCCION

Tanto las semillas de consumo directo como los germinados
de semillas son alimentos con valor nutricional comprobado.
Contienen abundantes vitaminas y minerales, ademas de al-
tos niveles de proteinas (Ding et al, 2013). Diversos estudios
han confirmado sus importantes beneficios a la salud por sus
propiedades anticolesterolémicas, antiartriticasy anticanceri-
genas (Kim et al, 2019; Kumar et al., 2006). Esto ha llevado a un
incremento en lademanday el consumo de semillasy sus ger-
minados; sin embargo, a pesar de sus beneficios, las semillas
son alimentos cuyo origen en el campo implica un alto riesgo
de contaminacion microbioldgica con patdgenos, por lo que
han causado importantes brotes de enfermedades transmiti-
das poralimentos (ETA) (Yang et al., 2013).

Paraasegurarsuinocuidad, el Departamento de Agricultura de
Estados Unidosy la Administracion de Alimentosy Medicamentos
(USDA'y FDA, respectivamente, por sus siglas en inglés) han emi-
tido manuales de buenas practicas agricolas (BPA) para prevenir,
en la medida de lo posible, la contaminacion de estos alimentos
con patégenos, como Salmonella spp., Listeria monocytogenes,
Escherichia coliy Bacillus cereus (Kim et al., 2019; Yang et al.,
2013). Para el caso especifico de los germinados, la FDA recomien-
da la desinfeccion de las semillas —principal fuente de contami-
naciéon— con una solucion de hipoclorito de calcio que contenga
20,000 ppm de cloro libre. Sin embargo, este método de sanitiza-
cion no suele ser utilizado para el grupo de semillas de consumo
directo, como semillas de girasol, calabaza o sésamo, entre otras.
Esto se debe a que la solucion acuosa afecta el contenido de hu-
medad de las semillas, reduciendo su periodo de almacenamiento
y ocasionando cambios en detrimento de la calidad sensorial de
las mismas. En lugar de ello, para este grupo de semillas se em-
plean cominmente métodos térmicos, cuyo principal objetivo es
disminuir el contenido de humedad de la semilla para alargar su
vida utily controlar la poblacion microbiana (Himathongkham
etal,2001; Kumar et al., 2006; Yang et al., 2013).

A pesar de estas recomendaciones, de acuerdo con in-
formacion proporcionada por los Centros para el Control y

Prevencion de Enfermedades (cDC, por sus siglas en inglés),
cada vez es mayor el numero de brotes de ETA por consumo de
semillas. Se trata de un area de oportunidad importante en
el aseguramiento de la inocuidad de estos alimentos, por lo
que algunos investigadores se han interesado por el estudio y
aplicacion de nuevas tecnologias que aseguren una sanitiza-
cion efectiva, mientras conserva las caracteristicas nutriciona-
les y sensoriales de las semillas (Himathongkham et al., 2001;
Kim et al, 2019; Yang et al., 2013).

La presente revision busca presentar la informacion dispo-
nible sobre los métodos de sanitizacion, asi como su eficacia,
ensemillasy germinados, con la finalidad de analizar su efecti-
vidad, ventajasy desventajas, y mostrar soluciones alternativas a
los problemas de inocuidad en este tipo de productos de inte-
résanivel mundial.

REVISION BIBLIOGRAFICA

1. Riesgos microbioldgicos asociados con el
consumo de semillas

Las principales fuentes de contaminacion de las semillas se pre-
sentan durante la pre-cosecha y son todas aquellas a las que
la semilla se encuentra expuesta durante su cultivo; como el
agua deirrigacion, heces de animales salvajes, excretas de aves,
estiércol de ganado en abonos organicos y la propia calidad mi-
crobiolégica del suelo de cultivo. Todo ello expone a la semilla
a un amplio rango de contaminacion por microorganismos pa-
togenos (Martinez-Villaluenga et al., 2008; Tamber et al., 2016;
Willis et al., 2009; Yang et al., 2013).

Durante la produccién, los microorganismos patdgenos se in-
troducen en la microbiota de las semillas de diferentes maneras.
La practica frecuente del uso de estiércol como fertilizante re-
presenta una opcion barata y facil para mejorar la calidad del
suelo. Sin embargo, el estiércol puede contener bacterias pato-
genas, como Campylobacterspp.y Salmonellaspp., las cuales se
introducen al suelo y después —por diversos factores— pueden
migrar al producto (Yang et al, 2013). Cuando animales domés-
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ticos y salvajes tienen acceso al cultivo, la probabilidad de con-
taminacion por patégenosaumentapor la presencia de heces de
estos animales. Bacterias patdgenas, como Sa/monella spp.
y E. coli 0157:H7, pueden sobrevivir en restos de hecesy en el
suelo de cultivo por periodos de varios dias, incluso meses. Se ha
demostrado que Sa/monella spp. puede sobrevivir hasta 6o dias
en hecesdurante el invierno; mientras que £. coliO157:H7 sobre-
vive por periodos de hasta 97 dias en estiércol y suelo, y hasta 109
diasen agua de riego (O'Neill et al, 2011; Yang et al., 2013).

Porotro lado, las caracteristicas propias de la planta cobran
relevancia. Por ejemplo, las semillas de girasol suelen tener
mejor calidad microbioldgica debido a que la mata puede me-
dir hasta 2 metros de altura. Esta distancia que guarda del sue-
lo le da una ventaja en comparacion con semillas cuya planta
tiene menor alturay cuya semilla se encuentra mas cercana al
suelo, como la semilla de chia o de alfalfa (Tamber et al,, 2016;
Willis et al., 2009).

La etapa de cosecha es otro punto critico, puesto que du-
rante este proceso las semillas suelen ser extendidas sobre el
suelo, quedando expuestas a diversos factores de contamina-
cion, como heces de roedores, aves, animales salvajes, entre
otros,aumentando el riesgo de contaminacion. Asimismo, tan-
to el equipo utilizado durante la cosecha como el sitio de al-
macenamiento y los contenedores en los que las semillas se
almacenan o transportan, juegan un papel importante como
factor de contaminacién. Si estos no han sido adecuadamente
lavados o sanitizados, pueden contribuir a la contaminacién
cruzada de patdgenos en las semillas, tanto por presencia de
microorganismos provenientes de lotes anteriores como por pre-
sencia de heces de roedoresy otros animales que suelen introdu-
cirse en los mismos en busqueda de comida (Yang et al., 2013).

1.1. Riesgos microbioldgicos presentes en la produccion
de semillas para consumo directo

Debido a que el contenido de humedad de este tipo de semillas,
como lade girasol, calabaza, sésamo, chia, lino, entre otras, suele
alcanzar nivelessuperiores al 20 o/0 después de su cosecha, es co-
mun someterlas a un proceso térmico de secado con el objetivo

de disminuir su contenido de humedad a menos de 10 %o. Este
proceso suele involucrar la extension de las semillas sobre el suelo
para secarlas al sol directo, o deshidratarlas en horno con aire for-
zado, incrementando el riesgo de contaminaciony disminuyendo
sucalidad microbiolégica (Tamber et al, 2016; Willis et al., 2009).

En otros casos, la reduccion de humedad se realiza junto con
el proceso de tostado, el cual involucra un tratamiento térmico
que puede no ser efectivo para la eliminacion de bacterias, ya que
el calor utilizado no siempre se encuentra en un rango de tem-
peratura suficiente para asegurar la inactivacion de todas las bac-
terias patégenas. Esto se debe a que muchas de las propiedades
nutricionales, y algunas propiedades sensoriales, de las semillas
pueden verse afectadas al utilizar las temperaturas efectivas para
lainactivacion de microorganismos patégenos (Willis et al,, 2009).

Aunque el riesgo microbiolégico relacionado con el con-
sumo de este tipo de semillas se encuentra ligado al origen de
las mismas, existen pocos datos publicados sobre la calidad mi-
crobiolégica de semillas secas comestibles. Un estudio realizado
en 2009 en Gran Bretafia demostrd que el consumo de semillas
deshidratadas se asocia con un alto riesgo de salud publica debi-
doalaalta probabilidad de contaminacion con Salmonella spp.
y E. coliatravés de todas sus etapas, desde la produccion hasta su
consumo (Harvey et al,, 2016; Willis et al., 2009).

En los ultimos afios, se han reportado diversos incidentes con
Salmonellarelacionados con semillas comestiblesy sus produc-
tos. Uno de los mas grandes —con implicaciones internaciona-
les— se dio en el afio 2001 y asociaba el consumo de semillas
con Salmonella Typhimurium en Suecia, Noruega, Alemania y
Australia (Harvey et al, 2016; Willis et al,, 2009). Sin embargo,
aunque ese brote encendid lasalertas alimentarias a nivel mun-
dial sobre el riesgo que representa este tipo de productos, la
incidencia de este tipo de enfermedades por su consumo no ha
disminuido. En la tabla I se incluyen los brotes mas relevantes de
ETA relacionados con la ingesta de semillas durante la ultima
década. Como se observa, es importante establecer controles
en la produccién, métodos de inactivacién microbiana y ex-
plorar nuevas alternativas para mejorar la inocuidad de Ias se-
millas de consumo directo.

"TON

vl



Tabla I Brotes de enfermedades transmitidas por alimentos (ETA) durante la ultima década generados por bacterias

tras el consumo de semillas y sus germinados

Ao | Factor etiolégico | Casos | Hospitali-zados | Dece-sos | Semilla Pais Referencia
Sglmongl]a 1 42 = Alfalfa Finlandia Yang et al., 2013
Bovismorbificans
2009 Salmonella Cubana 1 14 = Alfalfa Canada Yang et al., 2013
Salmonella Saintpaul 235 7 = Alfalfa EE. UU. cDC, 2020
Salmonella Bareilly 1 190 = Alfalfa G. B. Yang et al., 2013
2010 Salmonella Newport 1 28 = Soya EE. UU. Yang et al., 2013
Salmonella Newport a4 34 = Alfalfa EE. UU. cDC, 2020
Escherichia coli Alemaniay CDC, 2020;
(STEC 0145) ! 3842 >3 Fenogreco Francia ECDC, 2010
Sa’""’g‘;’s’i’f;; otipol 440 33 - Alfalfa EE. UU. cDc, 2020
2011 et
Mix (alfalfa,
Salmonella Enteritidis 25 3 - rabano, EE. UU. cDC, 2020
fenogrecoy
trébol)
Escherichia col 026 29 7 - Trébol EE. UU. cDC, 2020
(sTEC 0126)
2012 Escherichi ii
scherichia coli .
(STEC 0145) 18 4 1 Trébol EE. UU. CcDC, 2020
Sésamo
2013 Salmonella Montevideo 16 1 1 utilizado para EE. UU. cDC, 2020
Tahini
Salmonella Enteritidis 115 5 = Soya EE. UU. cDC, 2020
Listeria monocytogenes 5 5 2 Soya EE. UU. CDC, 2020
ESChgT’;’;’gfz‘:;’ o1 19 9 - Trébol EE. UU. €DC, 2020
2014
31 5 = Chia organica EE. UU. cDC, 2020
Salmonella spp. ) o ) Public Health
63 12 - Chia organica Canada Agency of
Canada
5016 Salmonella Muenchen 26 8 = Alfalfa EE. UU. cDC, 2020
Salmonella Reading 36 7 = Alfalfa EE. UU. cDC, 2020
Pasta de Rep. Checa,
2017 Salmonella Enteritidis 47 12 = ) Alemania, ECDC,2010
sésamo .
Grecia, G. B.
Mix semillas ~ © OV & B
2017 Salmonella Agona 122 n 1 secas «ready . ’ ECDC,2010
Dinamarcay
to eat» -
Alemania
2018 Salmonella Montevideo 10 0 = Trébol EE. UU. CDC, 2020
Semilla de
2020 Escherichia coli 10 5 : girasol en 3% T cDc, 2020
ensaladas Canada
preparadas
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1.2. Riesgos microbiologicos presentes en la produccion
de semillas para germinados

El germinado de algunas semillas como la alfalfa, el trigo y la
soya, entre otras, es de consumo comun en diferentes paises.
Las principales fuentes de contaminacién de los germinados
se relacionan con los distintos factores a los cuales estan ex-
puestas las semillas durante su etapa de produccion en el cam-
po (Lorenzo-Leal et al, 2019; Yang et al., 2013).

Durante el proceso de produccion de los germinados,
las semillas se remojan en agua, posteriormente, se mantie-
nen en condiciones de humedad y temperatura de incuba-
cion (20-40 °C) por periodos de 2 a 7 dias. Estas condiciones
son ideales, no solo para la germinacidn, sino también para
la proliferacion bacteriana (Weiss et al,, 2007). La etapa de
germinacion es critica en el desarrollo de contaminacion
bacteriana, ya que algunas bacterias presentes en la semilla
pueden internalizarse en los tejidos durante su germinacion
(Thomas et al, 2003; Yang et al.,, 2013). Diversos estudios han de-
mostrado que la carga microbiana en las semillas suele estar
entre 103y 10° UFC/g, cuenta que puede incrementar entre
10%y 10® UFC/g durante el primer dia de germinacion, alcan-
zando poblaciones de hasta 10° Urc/g durante todo el perio-
do de germinacion (Martinez-Villaluenga et al., 2008; Weiss
etal, 2007;Yang et al,, 2013).

Para prevenir riesgos, Ia FDA recomienda a los consumido-
res cocinar los germinados para inhibir o eliminar la presencia
de bacterias (Weiss et al., 2007; Yang et al., 2013). Sin embargo, se
sigue prefiriendo su consumo crudo debido a que se preservan
los nutrientes y glucosinolatos que contienen, los cuales son
potentes antioxidantes y pueden inducir la apoptosis o muer-
te celular de células cancerigenas (Bellostas et al., 2007; Yang
etal,2013).

El nimero de brotes de ETA causados por germinados de se-
millas ha ido en aumento durante la iltima década, siendo la
alfalfa la fuente mas comin —como se puede observar en
la tabla|—. En general, las bacterias patégenas o agentes etiolo-
gicos comunmente asociados con los brotes son Salmonella
spp., Escherichia coli 0157,y E. coli0104:H4. Sin embargo, tam-
bién se reporta la presencia de otros patogenos en semillas para
germinados, como Aeromonas hydrophila, Bacillus cereus,
Listeria monocytogenes, Shigella'y Staphylococcus aureus,
aunque en menor cantidad (Rosenquist et al., 2005; Thomas
etal, 2003; Yang et al, 2013).

Un estudio detallado sobre la flora bacteriana en germina-
dos de alfalfaa la venta en California determiné que, dentro de

la flora nativa, se encuentran bacterias de los grupos Proteo-
bacteriaceae, Enterobacteriaceaey Moraxellaceae. El mismo
estudio demostrd, ademas, que las condiciones de crecimien-
toy germinacion de la alfalfa son ideales para el desarrollo de
especies patogénicas como E. coli 0157:H7y Salmonella (Loui
et al., 2008; Weiss et al., 2007).

2. Métodos térmicos de sanitizacion de semillas
La temperatura desempefia un papel vital en la afeccion de los
mecanismos de supervivencia de los microorganismos patége-
nos, por lo que los tratamientos térmicos son efectivos para
incrementar la seguridad microbiana de las semillas. En la ulti-
ma década, se han realizado diversos estudios sobre |a eficacia
de dos tipos de tratamiento térmicos para la inactivacion de
patégenos: calorsecoy calorhimedo (Yang etal, 2013). El primer
tipo es mas propicio para las semillas de consumo directo,
mientras que el segundo ha sido estudiado principalmente en
semillas para germinado.

2.1. Tipos de tratamientos térmicos

Las principalesvariables de control en este tipo de tratamien-
tos son la temperatura y el tiempo, las cuales dependen de
factores como el tipo de semilla, sucomposiciony el microor-
ganismo patégeno que se busca inactivar (Yang et al., 2013).
Estos tratamientos se pueden clasificar en tratamientos de
calorsecoyhumedo de acuerdo con el medioy fuente de calor.
Enlatablall se comparan los métodos de todosaquellos ensayos
donde se obtuvo una reduccion mayora 10* Urc/g del patégeno
estudiado en semillas.

2.1.1. Calor seco

Se han observado variables en la eficacia desinfectante del
tratamiento de semillas a temperaturas alrededor de 50 °C por
periodos prolongados de tiempo —desde varias horas has-
ta dias— (Ding et al,, 2013). Una temperatura de 50 °C resultd
adecuada para reducir la presencia de E. coli 0157:H7 a nive-
les debajo de los detectables en semillas de rabano, brécoliy
alfalfa. Sin embargo, los tiempos de tratamiento necesarios
fueron prolongados, variando entre las 17y 24 horas. Con es-
tas mismas condiciones, no se lograron resultados significa-
tivos en la reduccion de E coli 0157:H7 en semillas de frijol
mungo (Bari et al,, 2010). Asimismo, otro estudio realizado por
Hu et al. (2004), reporté una reduccion de 10° urc/g de E. coli
y de 103 UFc/g de Salmonella en el mismo tipo de frijol, utili-
zando una temperatura de 55°C. De manerasimilar, Feng et al.
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IELIERIBN Métodos y condiciones de sanitizacién que cumplen el criterio del Comité Consultivo Nacional sobre Criterios
Microbioldgicos para Alimentos (NACMCF) sobre una reduccion logaritmica minima de 10* cFu/g

Método de Reduccion
. Semilla Condiciones de tratamiento Patégenos logaritmica | Referencia
Sanitizacion
(cFu/g)
Métodos térmicos
Bari,
Alfalfay brécoli 50°C/177024 h Escherichia coli 0157:H7 5 Sugiyama
et al., 2009
Frijol mungo 55°C/4 d E. coli 0157:H7 5 DGEE
) g : : 2004
(S Frijol mungo 55°C/4d Salmonella Typhimurium 3 Hggé:"’
Alfalfa y brocoli 55°C/6 d E. coli 0157:H7 8 TGS
2007
s o . . Feng et al.,
Alfalfay brocoli 55°C/6 d Salmonella Typhimurium 8 2007
, . 85°C, 40 s/30 sagua fria2 h E. coli 0157:H7 y Bari et al.,
Calor himedo Frijol mungo agua con 2,000 ppm de cloro Salmonella spp 6 2008
Métodos térmicos (calor humedo) + otro
+ Choque . o . E. coli 0157:H7 y Bari, Nei
térmico AR SURGE EUSEEIERITES Salmonella spp 76 et al., 2010
Métodos térmicos (calor seco) + otro
50 °C/17 hy 1 %o acido oxalico, A
+ Agentes Alfalfa 0.03 % écido fitico, E. coli O157:H7 >5 Bari, Nel
quimicos et al., 2009
50 %0 etanol
Rabano y frijol o . ) Bari Nei
o s 50 °C/17 h y 1 kGy E. coli 0157:H7 >6 et al. 2008
+ Irradiacion o
Brocoli y alfalfa 50 °C/17 hy 0.25 kG E. coli O157:H7 56 Bari Nei
y ¥ 5L XLy : : et al., 2009
Métodos quimicos
Gandhiy
Alfalfa 10 min Salmonella Stanley 5 Mathews,
ca(ocly, 2003
. ; ) Lang et al.,
Alfalfa 15 min E. coli 0157:H7 5 2000
clo, Rabano 500 pg/ml, 5 min + 70 °C, 48 h. E. coli 6* Banzgoeﬁ ik
60 °C, 30 min, ; : & Sharma
co, Alfalfa 07010 rebombeado E. coli 0157:H7 438 et al., 2002
ARl Frijol mungo Aplicado en nanoemulsion Salmonella enterica 4 AT
acidificado J g P et al., 2006
Acido acético . E. coli0157:H7 y de Nei et al.
(o) & ’
gaseoso Rabano y alfalfa 8.7 %0 (v/v),55°C,3 h ol o ann >5 2011
Acido malico Alfalfa 10 % écido malico, 1% TDS E. coli O157:H7 4 Fransisca
et al., 2011
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IELIERIBN Métodos y condiciones de sanitizacion que cumplen el criterio del Comité Consultivo Nacional sobre Criterios
Microbioldgicos para Alimentos (NACMCF) sobre una reduccion logaritmica minima de 10* cFu/g (continuacion)

Método de Reduccion
. Semilla Condiciones de tratamiento Patégenos logaritmica | Referencia
Sanitizacion
(cFu/g)
Tecnologias emergentes
Sharmay
Alfalfa 8cm,90s E. coli 0157:H7 >4 Demirci,
2003
PLAI
Reyes-
Chia 15 s, fluencia 19.35 | /cm? Salmonella Typhimurium 4 Jurado
et al., 2019
Salmonella Typhimurium,
. o . L Wuytack
Berro 300 MPa, 15 min, 4 °C E. coli M'G'|655 y Listeria 6 et al., 2003
innocua
. o . ) Neetoo
AP Alfalfa 650 MP3, 15 min, 20 °C E. coli 0157:H7 >5 et al., 2008
" q . ) Neetoo
550 MPa, 2 min, 40 °C E. coli 0157:H7 >5 et al, 2009
Alfalfa . .
) Shigella flexneriy 4 Wuytack
E. coli LMM1010 et al., 2003
- - o . . Jung et al.
Sc-co, Alfalfa 4000 psi, 50 °C, 60 min E. coli K12 >4 2009
Germinados de Schoeller
alfalfa 3.3 kGy L. monocytogenes 6 etal., 2002
Germinados de . Rajkowski
T alfalfa 0.5 kGy Salmonella enterica >4 etal., 2003
ionizantes Germinado de Bari
brécoli 1 kGy L. monocytogenes 4.88 et al. 2005
Frijol mungo 1kG L. monocytogenes 4.57 Bl
) € y : ytog : et al. 2005

Abreviaciones utilizadas: hipoclorito de calcio (Ca(OCI)Z), dioxido de cloro (CIOZ), aceites esenciales (EO, por sus siglas en inglés), pulsos de luz de alta intensidad (PLALI),

altas presiones hidrostaticas (APH), dioxido de carbono supercritico (SC-CO,).

*En estos estudios se comprobo que, a pesar de las altas reducciones logaritmicas en las poblaciones bacterianas, estas alcanzaron niveles superiores a los

10° CFU/g durante la etapa de germinacion de las semillas.

(2007) lograron reducciones de 10? y 10° UFC/g, respectiva-
mente, para Salmonellay E. coli0157:H7, pero utilizando se-
millas de alfalfa,y tiempos de hasta 6 dias (Feng et al., 2007; Hu
et al, 2004). Esto indica que es dificil estandarizar las variables
de control, ya que la respuesta dependerd, en gran medida, dela
composicion y estructura de la semilla utilizada, asi como del
mecanismo de supervivenciaaplicado por el patégeno objetivo.

Por otro lado, un tratamiento rapido a temperaturas supe-
riores a los 9o °C durante 9o segundos, seguido de un choque
térmico, a0 °C por 30 segundos, mejoro la desinfeccion, logrando
reducciones de 6.08 UFC/gy 5.3 UFC/g en las poblaciones ini-
cialesde E. coliy Salmonellaspp., respectivamente. Este método
reportd incluso lainactivacion total de dichos patégenos, mien-
tras que los tratamientos a menores temperaturas y tiempos mas
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prolongados, alcanzaron reducciones maximas de 4 UFC/g, sin
lograr la total inactivacion de los patégenos (Bari et al., 2008).
Sin embargo, debido a la disminucion en las tasas de germina-
ciéon en temperaturas mayores a 75 °C, este método no es apli-
cable para su uso en semillas para germinados (Bari, Nei et al.,
2009), pero podria utilizarse para semillas de consumo directo.

En el caso particular de semillas para consumo directo, su
tostado implica una serie de reacciones de oscurecimien-
to que, aunque en muchos casos mejoran sus caracteristicas
sensoriales, también afectan la composicion quimica de las
semillas. En un estudio realizado en chia sobre el efecto del
tostado a diferentes temperaturas (160-200 °C) por 5a 15 minu-
tos, se demostré que la capacidad de retencién de agua de
la semilla cambié rapidamente a los 180 °C, indicando que a
dicha temperatura se producen cambios quimicos en |a es-
tructura del mucilago. Estos cambios pueden impactar en
las caracteristicas sensoriales, nutricionales y tecnolégicas
buscadas en esta semilla para su aplicacion en diversas areas
(Song et al., 2018).

En muchos casos, la combinacion de diferentes tipos de tra-
tamiento puede llevar no solo a mejores resultados en cuan-
to a la inactivacion microbioldgica, sino también respecto a
la preservacion de las caracteristicas sensoriales y nutricio-
nales propias del producto. Por ejemplo, la combinacién de
tratamientos prolongados (17 horas) de calor seco a 50 °C
contratamientos quimicos (1 % acido oxalico, 0.03 % acido
fitico, 50 %0 etanol) dio como resultado Ia reduccion a ni-
veles no detectables de E. coli 0157:H7 inoculada en semillas
de alfalfa (mayor a 10° UFC/g), rabano y brécoli, sin compro-
meter la calidad sensorial de sus germinados. Sin embargo,
estas mismas condiciones no fueron suficientes para eliminar
completamente el patdgeno en semillas de alfalfay rabano, en
cuyos germinados se alcanzé una poblacion de 107 uFc/g de
E. coliO157:H7 posteriora su germinacion. Laaplicacion de calor
seco bajo estas condiciones, mas una dosis de irradiacion de
1.0 kGy, elimind por completo la poblacién de E. coli0157:H7 en
semillas de rabano y frijol mungo, mientras que una radia-
cion minima de 0.25 kGy fue suficiente para eliminar el pa-
togeno en las semillas de brécoliy alfalfa. La combinacion de
calor seco con radiacion a dichas dosis, no afectd significa-
tivamente la tasa de germinacion de las semillas de alfalfa,
brocoli o rabano, pero si disminuyo el tamafio de los brotes
de frijol mungo (Bari, Nei, et al., 2009).

2.1.2. Calor humedo

Los tratamientos con calor humedo pueden emplear agua ca-
liente o vapor de agua. La desinfeccion con agua caliente fue
uno de los primeros tratamientos estudiados y aplicados para
la sanitizacion de semillas para germinados. Sin embargo, este
tipo de tratamientos muestra una pérdida de viabilidad de Ia
semilla cuando se utilizan tiempos prolongados y temperatu-
ras elevadas (Yang et al, 2013).

Algunos tratamientos con calor humedo suelen implicar un
choque térmico, mientras que otros afiaden el uso de algun
quimico para reforzar el efecto inhibitorio. Un estudio en frijol
mungo con un tratamiento con agua caliente a 85 °C por 40 se-
gundos, seguido de la inmersion de la semilla en agua fria por
30 segundosy por 2 horas en agua con 2,000 ppm de cloro, logrd
una reduccion hasta limites no detectables de E. coli 0157:H7
y Salmonella spp. Se obtuvo el mismo resultado cuando este
frijol fue tratado en agua a 9o °C durante go segundos, seguido
por lainmersion del mismo en agua fria por 30 segundos. Ambos
tratamientos lograron la desinfeccion de la semilla, sin una re-
duccion significativa en el porcentaje de germinacion del frijol
mungo (Bari et al,, 2010; Bari et al., 2008).

Los tratamientos con calor himedo pueden ser aplicables,
de igual manera, en el germinado, tal como han demostrado al-
gunos estudios (Pao et al., 2008). Sin embargo, el alcance de esta
revision se limitaa los métodos de desinfeccion de las semillas.

3. Métodos quimicos

Se han observado un gran nimero de métodos quimicos para
la desinfeccion de semillas, utilizando diversos agentes quimi-
cos como cloro, agua electrolizada, ozono y otros compuestos
acidos (Yang et al, 2013). Los agentes quimicos mas utiliza-
dos para la desinfeccion de semillas suelen tener resultados
altamente variables (Ding et al., 2013).

3.1. Cloro, didxido de cloro e hipoclorito de sodio

y de calcio

El cloro es el agente quimico mas ampliamente utilizado para
sanitizar productos frescos. Para el caso especifico de las semi-
llas para germinados, la FDA recomienda el uso de soluciones de
20,000 ppm de cloro activo,como hipoclorito de calcio (Ca[0Cl] ),
durante 15 minutos. Ademas, recomienda monitorear la calidad
microbiolégica del agua de irrigacion para mitigar los riesgos de
ETA con relacion al consumo de germinados (Yang et al,, 2013).
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Las semillas de alfalfa inoculadas con Salmonella Stanley y
tratadas con 20,000 ppm de Ca(OCl), durante 10 minutos a tem-
peraturaambiente, tuvieron una reduccién de mas de 105 UFc/g
delapoblacidninoculada, hastaalcanzar niveles no detectables.
Sin embargo, durante la etapa de germinacion, la poblacién de
este microorganismo alcanzé rapidamente cuentas superiores a
107 UFC/g en germinados de 2 dias (Gandhi y Matthews, 2003).
Estos resultados se encuentran en concordancia con los repor-
tados por Lang et al. (2000). En ese estudio, Ias semillas de alfalfa
inoculadas con E. coli 0157:H7 fueron tratadas por 15 minutos a
temperaturaambiente, alcanzando una reduccién hasta niveles
no detectables; pero estos mismos niveles incrementaron hasta
10° UFC/g durante el germinado, por lo que concluyeron que el
tratamiento no logro garantizar la muerte total de los patégenos
presentesen lasemilla.

Se haobservado también que lainmersion de semillas de trigo
y de sus germinados en una solucién con una concentracion de
hipoclorito de sodio con 400 ppm durante 30 minutos, segui-
da de un enjuague con agua corriente durante 3 minutos, logré
unareduccion de 1.03 ciclos logaritmicos de E. coli, sin impacto en
la capacidad de germinacion de las semillas (Tornuk et al,, 2011).

En afios recientes, se han investigado los efectos de la aplica-
cion de cloro en forma de dioxido de cloro (ClO,), con resultados
prometedores en la eliminacion de patégenos en semillas para
germinados. EI IO, se diferencia del hipoclorito, no solo en su for-
mulacién quimica, sino también porque se encuentra en estado
gaseoso atemperaturaambiente. Bang et al. (2011) utilizaron ClO,
en combinacion con un tratamiento térmico, reportando una re-
duccion de 5.9 ciclos logaritmicos de E. colien semillas de rabano
tratadas con 500 pug/ml de Cl0, por 5 minutos, secadas a 45 °C
durante 24 horasy, por iltimo, sometidasa un tratamiento térmi-
co con calorsecoa70°Cpor 48 horas.

Se ha demostrado que, cuando la carga microbianainicial es
alta, el cloro es inefectivo en la sanitizacién de alimentos. Se-
millas de alfalfa, inoculadas con cargas iniciales de 10° UFC/g
de E. coli0157:H7, fueron sometidas a tratamientos de lavado
con 10 mg/I de ClO, entre 3y 10 minutos a 21 °C. La maxima
reduccion microbiana obtenida bajo estas condiciones fue de
1.24 ciclos logaritmicos. También se observo que la poblacion
de E. coliincrementd rapidamente a niveles similares a los del
control durante |a etapa de germinacion de semillas tratadas,
por lo que estos resultados se consideran insuficientes para
lograr la inocuidad de estas semillas con este método y bajo

estas condiciones (Singh et al,, 2003). El tratamiento con una
concentracion de entre 200y 20,000 ppm de hipoclorito de sodio
(Naodl), durante 20 minutos, logré una reduccion maxima de
1.64 ciclos logaritmicos de E. coli0157:H7 en semillas de raba-
no. Sin embargo, el conteo incremento rapidamente a nive-
les incluso mayores que los del control durante el germinado
(Fransisca et al, 2011).

Estos resultados son desalentadores, pues reflejan que una
reduccion de patdgenos en la semilla no garantiza la inocuidad
del producto final. Esto se debe a la proliferacion de los mismos
microorganismos durante el germinado, etapa en la cual la dis-
ponibilidad de nutrientes y condiciones fisicas del medio favo-
recen su desarrollo. La superficie propia de cada semilla puede
facilitar que algunas células bacterianas se protejan en grietas,
porosy escamas; lo cual ocasiona que lassoluciones tengan limi-
taciones paraalcanzar todos lossitios de desinfeccion. Es posible
queahiradique lafaltade consistenciay efectividad en los resul-
tados obtenidos de estos métodos, puesto que se observan ma-
yores reducciones en semillas de superficie lisa. Sin embargo, la
ventaja de este método radica en que este tipo de tratamientos
no tiene ningun efecto en la tasa de germinacién de las semi-
llas (Ding et al,, 2013).

Considerando estas limitaciones, se estan realizando estu-
dios explorando otros posibles tratamientos, como el uso de
ozono, aceites esenciales en fase de vapor, agua electrolizada
y otros agentes quimicos, con el objetivo de mejorar las técni-
cas convencionales de descontaminacion.

3.2 Ozono

El tratamiento con ozono ofrece diversas ventajas, en compara-
cion con los tratamientos quimicos convencionales, como su
eficacia antimicrobiana a concentraciones relativamente bajas
y con cortos periodos de exposicion. Ademas de su descomposi-
cion espontaneaen 0, la cual permite que al final del proceso no
queden residuos quimicos que puedan representar un riesgo adi-
cional para lasalud o el medio ambiente (Yang et al, 2013).

Un estudio realizado en germinados de alfalfay de rabano
inoculados con Shigellademostrd que lainmersion de los ger-
minados en agua con una concentracion de ozono de 2 ppm
durante 5 minutos logra reducciones <10* UFC/g. Sin embargo,
utilizando la misma concentracién de ozono en combinacion
con un 2 %o de acido malico, se maximiza la inhibicion de
Shigella, por lo que los autores del estudio lo sugieren como
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una potencial opcion comercial para el control de Shigella en
germinados crudos (Singla et al, 2011). A pesar de ello, otro
estudio realizado en alfalfainoculada con E. coli0157:H7 y tra-
tada con ozono en una concentracion de 21 ppm no logré una
reduccion significativa en comparacion con el control, a pe-
sar del tiempo de tratamiento (2-64 minutos). Es probable que
esto se deba a la rapida disminucién de la concentracion de ozo-
no tras el contacto con la superficie del germinado. Sin embar-
go, otro estudio con recirculacion de ozono a 60 °C por 3 horas
tuvo éxito, al lograr una reduccion de 4.8 ciclos logaritmicos de
E. coliO157:H7 en semillas de alfalfa (Sharma et al, 2002).

3.3. Agua electrolizada

El agua electrolizada se genera por electrélisis de una solucion
de NaCl, se puede dividir en alcalina y acida, dependiendo del
pH de lasolucion, y puede tener diferentes propiedades, como
el potencial de éxido-reduccién y la concentracion del ion Cl
en ella (Liuy Yu, 2017). El agua electrolizada acida (AEw, por
sus siglas en inglés) es la mas investigada como una alterna-
tiva novedosa a otros métodos quimicos de desinfeccion. Se
caracteriza por un pH menor a 2.7, un alto potencial de oxido-
reduccion (>1000 mV), concentraciones de Cl de entre 40-9o ppm
y un amplio espectro antibacteriano comparado con otros tra-
tamientos antimicrobianos (Yang et al, 2013; Zhang, Lu, Li,
Shang, Zhangy Cao, 2011). A pesar de sus ventajas, se ha demostra-
do que su efecto es limitado sobre E. coli 0157:H7 en semillas
de alfalfa, cuya reduccion alcanzada fue de 2.72 ciclos logarit-
micos en tratamientos con constante agitacion por 2, 4, 8, 16,
32y 64 minutos totales (Sharmay Demirci, 2003). Dichos nive-
les son comparables con el tratamiento clasico con 2000 ppm
de hipoclorito de sodio, pero con la desventaja de que el agua
electrolizada puede afectar la viabilidad de las semillas debido
al pH fuertemente acido (Fransisca et al.,, 2011; Len et al., 2002;
LiuyYu, 2017; Yang et al., 2013).

3.4. Aceites esenciales

Los aceites esenciales (EO, por sussiglas en inglés) son compues-
tos aromaticos derivados de diversas partes de plantas, como
flores, brotes, semillas, hojas, ramas, hierbas, madera, frutas y
raices. Su actividad antimicrobiana contra patégenos presen-

tes en alimentos ha sido ampliamente estudiada (Burt, 2004;
Lee et al,, 2018). Se ha observado que los EO de pimienta,
tomillo, romero y orégano han tenido comprobada efectividad
contra diferentes cepas, como L. monocytogenes, Staphylococ-
cus aureus, Staphylococcus epidermidis, Micrococcus luteus,
Bacillus cereus, E. coli, Pseudomonas aeruginosa, Enterococ-
cus feacalis, Vibrio alginolyticus, Salmonella Typhimurium,
Rhizoctonia solani, Macrophomia phaseolina, Salmonella
Senftenberg, Aspergillus ochraceus, A. parasiticus, y A. niger
(Burt, 2004; Kotan, et al., 2013; Lorenzo-Leal et al, 2019).
Los EO de orégano, tomillo y corteza de canela aplicados en
fase vapor demostraron tener una fuerte actividad anti-
bacteriana contra Listeria monocytogenes en medio de cul-
tivo (MIC y MLC 78.1 pl/1). Estos mismos aceites aplicados en
la superficie de germinados de rabano en concentraciones de
156 pl/I durante 24 horas a 30 °C'y 43 % HRE, lograron re-
ducciones de L. monocytogenes de hasta 2.1 ciclos logaritmi-
cos. Bajo las mismas condiciones y con una concentracion
de 625 pl/I se lograron reducciones entre 2.7 y 3 ciclos loga-
ritmicos. Sin embargo, estos resultados no aseguran la inac-
tivacion total del patégeno, por lo que su aplicacion bajo
estas condiciones no asegura la inocuidad de los germinados
(Lee et al, 2018). Un estudio realizado con EO de pimienta, to-
millo y romero en fase de vapor aplicados en semillas de alfalfa
inoculadas con SalmonellaTyphimurium y Listeria monocyto-
genesconcluyd que el aceite de tomillo es el mas efectivo del
grupo para inhibir el crecimiento de ambos patégenos. Con una
dosis de 4.0ml/lI'seinhibio significativamente el crecimiento de
ambas bacterias en las semillas durante su germinacion, sin te-
ner ningun efecto negativo en la tasa de germinacién o en las
propiedades sensoriales de los germinados (Lorenzo-Leal et al.,
2019). Estos resultados concuerdan con estudios que demues-
tran que laaplicacion en fase de vapor ejerce actividad antimi-
crobiana en areas mayores que en fase liquida. Asimismo, se ha
observado que algunos E0 son mas efectivos contra bacterias y
organismos deteriorativos cuando se aplican en fase gaseosa
que en fase liquida (Lee et al, 2018; Seo et al, 2015).

Los EO también pueden ser aplicados por medio de nanoe-
mulsiones. Landry et al. (2016) aplicaron carvacrol acidificado
(so mM acido levulinico) por medio de nanoemulsiones en
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semillas de brocoliy de frijol mungo con el objetivo de inacti-
var Salmonella enterica Enteriditis, previamente inoculada
en las semillas. Los resultados mostraron una reduccion de
104 UFC/g de Salmonella en frijol mungo y de 10* UFC/g en se-
milla de brécoli. En el primer caso, no se detectd presencia del
patogeno en el germinado de las semillas tratadas por 30 minutos
con la nanoemulsién (Landry et al,, 2016).

Una de las principales ventajas que ofrecen estos compues-
tosensuaplicacion es que muchos de los aceites estudiados han
sido reconocidos como compuestos naturales y seguros, por lo
que podrian ser una alternativa que reemplace los conservado-
res quimicos (Lee et al, 2018). Sin embargo, la presencia de olores
y sabores fuertes podria ser un obstaculo para su aplicacion por
sus efectos en las propiedades organolépticas (Lee et al, 2018;
Seo et al, 2015; Tyagi et al,, 2012).

3.5. Compuestos acidos
Los compuestos acidos tienen un alto efecto antimicrobiano atri-
buido principalmente a la forma disociada de este tipo de mo-
[éculas, las cuales se mueven a través de la membrana celulary
liberan protones estando ya en el citoplasma, reduciendo asi el
pH celular, inactivando enzimas intracelulares, inhibiendo meca-
nismos de transporte de nutrientes y disminuyendo las reservas
energéticas de la célula. Este es uno de los mecanismos por los
cuales ciertas frutas con altos contenidos de acidos organicos son
mas resistentes a la contaminacion bacteriana (Yang et al, 2013).
El tratamiento de semillas de rabano y de alfalfa con 8.7 oo
(v/v) de acido acético en estado gaseoso a 55 °C por un periodo
de entre 2y 3 horas demostrd efectividad para reducir poblacio-
nes mayores a 10° UFC/g de E. coliy Salmonella spp. en ambos
tipos de semillas. Por otra parte, con 48 horas de tratamiento se
obtuvo lainhibicion total de E. coli, aun después de la etapa del
enriquecimiento. Sin embargo, ninguna de las condiciones estu-
diadas tuvo éxito en eliminar por completo la poblacién de
Salmonella (Nei et al, 2011). A pesar de ello, este tratamiento es
mas eficiente que el recomendado con 20,000 ppm de hipoclori-
to de calcio, que como ya se describid previamente, puesto que
obtiene reducciones menoresa 10 UFC/g para ambas especies.
No obstante, el punto débil de la desinfeccion con com-
puestos acidos sigue siendo la etapa de germinacion. Otros estu-

dios han comprobado que, a pesar del éxito obtenido, la cuenta
microbiana se eleva considerablemente durante la germina-
cion de lasemilla(Singh et al, 2005). El uso de acido peroxiacéti-
co (PAA) tiene una efectividad similara la del uso de 20,000 ppm
de cloro, con unareduccion de Salmonellaspp.y E. coli0157:H7
apenas un poco mayor que 1 ciclo logaritmico en semillas
de alfalfa tratadas con concentraciones de entre 1-3 % de
PAA por tiempos variables entre 10 a 20 minutos, sin que se
observaran reducciones mayores con el incremento en el tiem-
po de tratamiento o en la concentracion de paA (Rajkowski
y Ashurst, 2009). La utilizacion de acido lactico al 5 oo du-
rante 10 minutos a 42 °C redujo hasta limites no detectables
la poblacion de Salmonella spp., sin embargo, esta alcanzé
niveles superiores a 10’ UFC/g durante la germinacién, in-
dicando que la inactivacion total de dicho patégeno no se
alcanzé (Lang et al., 2000).

Por su parte, Chang et al. (2010) investigaron la eficiencia
del acido caprilico (AC) y monocaprilico (MC) a concentraciones
entre 25y 75 mM, a 4 °Cy tiempos entre 30 y 9o minutos, para
la desinfeccion de semillas de alfalfa previamente inocula-
das con Salmonella spp. y E. coli 0157:H7. Aunque los resul-
tados demostraron que concentraciones mayores y tiempos
mas prolongados mejoraban la reduccién bacteriana, tanto
el AC como el mc tenian un efecto bacteriano limitado con
una maxima reduccion de 1.56 ciclos logaritmicos para E. coli
0157:H7 y de 2.56 ciclos logaritmicos para Salmmonella spp
(Chang et al, 2010). Con laaplicacion de 10 o0 de acido malico
(AM) con 1 o6 de TDS (sulfato de dilauril tiamina), se obtuvo
una reduccién de E. coli 0157:H7 de una poblacién inicial de
10 UFC/ganiveles por debajo de los detectables. Sin embargo,
esta misma poblacion aumento6 a 10’-10° UFC/g tras la etapa de
germinacion de la semilla (Fransisca et al., 2011).

4. Tecnologias emergentes

Muchos estudios realizados recientemente emplean tratamien-
tos fisicos, como altas presiones, irradiacion, tratamientos con
dioxido de carbono supercritico (sc-co.), pulsos de luz de alta
intensidad, entre otras tecnologias, con el objetivo de reducir o
eliminar los patdgenos presentes en semillas para germinados y
consumo directo.
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4.1. Pulsos de luz de alta intensidad

Los pulsos de luz de alta intensidad (PLAI), utilizan pulsos de luz
de amplio espectroricos en luz ultravioleta de onda corta (Uv-C)
para la desinfeccion de superficies. Se ha probado que resultan
mas eficientes para la sanitizacion de alimentos que los trata-
mientos convencionales con luz uv-c debido a su mecanismo
de accion, que actua sobre la estructura de ADN de las bacterias,
impidiendo su replicacion (Demirciy Keklik, 2012; Gomez-Lopez
et al,, 2007). Los PLAI se producen utilizando tecnologia que
multiplica la potencia de emision de luz por el almacenamiento
de electricidad en un capacitor por periodos de tiempo relativa-
mente largos para, posteriormente, liberarlos en millonésimas
de segundo (Fernandez Molina et al,, 2001; GOmez-Lopez et al.,
2007; Rowan, 2019). Los PLAI fueron aprobados por la FDA para la
produccién, procesamiento y manejo de alimentos, en 1999.
La dosis acumulada permitida de uv es de hasta 12 |/cm? con el
espectro de emision entre 200y 1100 nm (Demirciy Keklik, 2012;
Fernandez Molina et al,, 2001).

A pesar de que se trata de una tecnologia que esta siendo
ampliamente investigada, no existen suficientes estudios so-
bre suaplicacion en semillas para lainactivacién de patégenos
(Gémez-Ldpez et al, 2007). Uno de los primeros estudios, reali-
zado por Sharmay Demirci (2003), demostré que un tratamiento
por 9o segundos a una distancia de 8 centimetros de la fuente
logra una reduccion mayor a 104 UFC/g en semillas de alfalfa
inoculadas con E. coli 0157:H7. El modelo matematico desarro-
llado en este estudio permitié optimizar el proceso para lograr
obtener unareduccion de hasta 8 ciclos logaritmicos del patdge-
no estudiado; sin embargo, estas condiciones optimizadas no se
comprobaron experimentalmente. Este estudio también de-
mostro que el grosor de la muestra es un factor relevante, dado
que unade lasvariables de estudio fue el grosor de la capa de se-
millas de alfalfa. Los resultados mostraron que este factor afecta
significativamente, reduciendo la efectividad del tratamiento
amayor grosor de la capa distribuida de la muestra.

Kim et al. (2019) estudiaron la aplicacion de LAl en semillas
de rabano y pak choi para la reduccion de la cuenta bacteriana
de estas semillas. Las condiciones del tratamiento incluyeron

una distancia fija de 20 centimetros de la fuente luminicay tiem-
pos entre 0-180 segundos (fluencia de 0 a 37.80 J/cm?). El
tiempo, 180 segundos, brindd la mejor inhibicion bacteriana,
con una reduccion de 1.41 ciclos log Urc/g de mesofilos aerobios
en lassemillas de rabano, y 1.78 ciclos log urc/g en las semillas de
pak choi. Ninguna de las condiciones mostré un efectosignifica-
tivo en la tasa de germinacion de las semillas. Sin embargo, el
mayor efecto inhibitorio de bacterias se dio en una fluencia ma-
yoral limite maximo permitido por la FDA (12 ]/cm?) (Kim et al,,
2019). Por su parte, Hwang et al. (2017) estudiaron la aplicacion
de esta tecnologia para la descontaminacion de semillas de sésa-
mo, obteniendo una reduccién maxima de 1.46 ciclos log UFc/g
en semillas cuya carga inicial de mesdfilos aerobios se encontraba
entre 104-105 UFC/g, con 120 segundos de tratamiento.

Una de las complicaciones que presenta este método es el
tipo de equipo disponible para su aplicacion, puesto que resul-
ta complicado asegurar la distribucion uniforme de los pulsos
de luz por todas las caras del alimento. El estudio realizado por
Hwang et al. (2017) resulta valioso en este sentido también,
puesto que propone un disefio de equipo de flujo continuo para
laaplicacién delos PLAI Sin embargo, se requieren mas estudios
en equipos con este disefio para comprobar si existe una dife-
rencia significativa en su efecto descontaminante para el caso
especifico de semillas (Hwang et al,, 2017).

Reyes-Jurado et al. (2019) aplicaron la tecnologia de PLAI
ensemillas de chiainoculadas con Salmonella Typhimurium,
obteniendo una reduccion de 10 UFC/g con un tratamiento
de 15 segundos (19.35)/cm?). La relevancia de este estudio se
debe a que la chia es una semilla cuya desinfeccion por otros
métodos es complicada, ya que una elevada humedad pro-
duce la absorcion de agua por parte del mucilago contenido
en lasemilla, lo que Ileva a una alteracién en las caracteristi-
cas fisicoquimicas y sensoriales en la semilla. Este es un claro
ejemplo de que los PLAI pueden ser una novedosa alternati-
va para la desinfeccion de semillas sin producir cambios en
sus propiedades.

Una de las principales desventajas del uso de esta tecnolo-
gia es el «efecto de sombra» que se da en algunas superficies
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rugosas o porosas de los alimentos. Debido a esto, las bacte-
rias encuentran refugio en la topografia caracteristica del ali-
mento, volviendo a este método menos efectivo. Por otro lado,
tratamientos prolongados pueden producir un calentamiento
en el producto, lo que podria afectar la composicion y carac-
teristicas de textura del producto (Gémez-Lopez et al., 2007;
Sharmay Demirci, 2003).

4.3. Altas presiones hidrostaticas

El uso de altas presiones hidrostaticas (APH) es un método no tér-
mico novedoso, cuya eficacia para inactivar patégenos sin alterar
sus propiedades sensorialesy nutricionales en diversos alimentos
hasido comprobada (Rendueles et al, 2011; Yang et al, 2013).

Los primeros estudios para la aplicacion de esta tecnologia en
la descontaminacion de semillas fueron realizados por Wuytack
et al. (2003) y Ariefdjohan et al. (2006). Una de las principales
conclusiones alcanzadas en sus investigaciones fue que la efec-
tividad de los tratamientos con APH se encuentra también en
funcion de la temperatura, presion, tiempo de exposicion, pre-
tratamiento y tipo de semilla.

De igual manera, la efectividad del tratamiento de las APH
depende de la resistencia que tienen diferentes tipos de bac-
terias. Esto se ha observado en algunos estudios, como el reali-
zado por Wuytack et al. (2003), donde se obtuvo una reduccion
de 10° cFu/g de S. Typhiurium, E. coli MG1655 y Listeria innocua
con un tratamiento de 300 MPa por 15 minutos, a 4 °C, en se-
millas de berro. Por su parte, para Shigella flexneriy E. coli
LMM1010—cepas resistentes a las presiones— se logré una
reduccion de 104 cFu/g. Lamenor reduccion lograda con estas
condiciones se obtuvo en Staphylococcus aureus con tan solo
10% UFC/g (Wuytack et al., 2003).

La aplicacion de pLal en semillas de alfalfa demostré que
Listeria monocytogenes es mas resistente que E. coli 0157:H7
a las altas presiones (Ariefdjohan et al., 2006). Mientras que
otros estudios comprobaron que un tratamiento en semillas de
alfalfa de 650 MPa 'y 20 °C por 15 minutos, tiene el mismo efec-
to que uno con 550 MPa, a 40 °C por 2 minutos, para inactivar
E. coli0157:H7 (Neetoo et al., 2008; Neetoo et al., 2009). Igual-

mente, en alfalfa se demostré que remojar previamente las
semillas mejoralainactivacion de £ coliO157:H7y de Salmonella
spp., pero disminuye laviabilidad para germinaren las semillas
de alfalfa (Neetoo y Chen, 2010).

4.4. Didxido de carbono supercritico (sc-co,)

El efecto bactericida del dioxido de carbono supercritico (sc-co)
se debe probablemente alareduccion del pHintracelular, pro-
vocando la inactivacion de enzimas claves para el metabolismo
de la célula, disrupcion bacterianay un incremento en la pre-
sion interna de la célula, modificaciones en la membrana celu-
lar, y la extraccion de sustancias intracelulares (Spilimbergo
y Bertucco, 2003).

Los estudios que han observado la aplicacion de esta tecno-
logiaa semillas para germinados reportan mejores resultados
con mayores presiones de SC-CO_, temperatura o tiempo de tra-
tamiento. Mazzoni et al. (2001) lograron reducciones del 92.8 %
(>104 UFC /g) de E. coliK12 inoculada en semillas de alfalfa, uti-
lizando SC-C02 a 4000 psiy 50 °C por 60 minutos, sin afectar las
caracteristicas de germinacion de las semillas. El mismo estu-
dio confirmé que un tratamiento con dicha presiéony tempera-
tura, por solo 15 minutos, la inhibicion fue mayor al 50 o/, por
loqueladuracion esunfactorimportante a considerar. De igual
manera, se obtiene unareduccion de 3.51 ciclos logaritmicos de
E. coliO157:H7 con un tratamiento a 15 MPay 35 °C por 10 minu-
tos, mientras que para lograr reducciones cercanas a 10* UFC/g
en coloniasde L. monocytogenesy S. Typhimurium fue necesa-
rio un tratamiento a 10 MPa a 45 °C por 5 minutos. Por su parte,
se logré una reduccion de mas de 107 UFC/g de estos tres pato-
genos con un tratamiento a 20 MPa y 45 °C por 15 minutos; sin
embargo, bajo estas condiciones la capacidad de germinacion
disminuyo (Jung et al., 2009).

Los estudios disponibles muestran que el tratamiento con
SC-CO, por si solo no es capaz de alcanzar una reduccion igual
0 mayor a 10° UFC/g de patégenos en las semillas utiliza-
das, por lo que no cumple los estandares recomendados por el
Comité Consultivo Nacional sobre Criterios Microbioldgicos para
Alimentos (NACMCF, por sus siglasen inglés) (Yang et al,, 2013).
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4.5. Radiaciones ionizantes

Las radiaciones ionizantes son tecnologias no térmicas con efec-
tividad comprobada para mejorar la inocuidad de los alimentos,
extendiendo su vida de anaquel (Song et al, 2009). Estas incluyen
a los rayos gamma producidos por fuentes de cobalto 60 o cesio
137, electrones generados por maquinas como el «e-beamy (haz
de electrones) y los rayos X (Komolprasert, 2007). A pesar de diver-
sas controversias, la FDA ha aprobado su uso para el tratamiento
de semillas con una dosis maxima de 8 kGy (Yang et al,, 2013).

Rajkowski et al. (2003) reportaron la inactivacion total de
Salmonellaen germinados de alfalfa procedentes de semillas tra-
tadas con radiacion gamay dosis iguales o mayores a 0.5 kGy. Pero
esta tecnologia ha sido investigada en su aplicacién no solo a
semillas, sino también al producto ya germinado. Schoeller et al.
(2002) realizaron un estudio en germinado de alfalfa, donde ob-
tuvieron reducciones superiores a 10° CFu/g de Listeria mono-
cytogenes con dosis de 3.3 kGy de radiacion beta. Los resultados
mostraron que dichos tratamientos no generaron cambios en apa-
rienciauolordelalimento. Porsu parte, Bari et al.(2005) observaron
reducciones de 4.88 y 4.57 ciclos logaritmicos en germinados de
brécoliy frijol, respectivamente, tras un tratamiento con 1 kGy.

De igual manera, se ha estudiado la aplicacion de esta tec-
nologia en combinacion con otras. Bari, Nei et al. (2009) utili-
zaron la radiacién en combinacion con un tratamiento térmico
parasuprimir el crecimiento de E. coli 0157:H7 en frijol mungo
(tabla I1). Cabe mencionar que dicha reduccién no fue alcanza-
da por el tratamiento térmico o por la irradiacion por si solas
cuando se probaron por separado.

La principal ventaja de laaplicacion de radiacion en germi-
nados, aparte de la efectividad en lainactivacion de patogenos,
es la extension de la vida atil de estos alimentos debido a la
disminucion, en general, de microorganismos deteriorativos.
Estudios de vida de anaquel en germinados de alfalfay de bré-
coli han demostrado que esta extension puede ser de hasta 10
dias utilizando una dosis baja de 2 kGy. Sin embargo, es en su
aplicacion en la semilla donde se encuentra la principal des-

ventaja, ya que se ha observado que dosis altas de radiacion
tienen efectos adversos en el porcentaje de germinacion, la
tasa de rendimiento, asi como en la morfologia (largo y ancho)
del germinado (Rajkowski et al., 2003).

Por otro lado, la aplicacion de dosis bajas de radiacion (me-
nores a 3 kGy) no altera las caracteristicas del germinado, ni
tiene algln efecto significativo en su germinacién. Sin embargo,
estas dosis no garantizan la inocuidad del producto germi-
nado. Estudios realizados sobre el efecto de dosis bajas (1 kGy)
en semilla de frijol mungo inoculado con E. coliy Salmonella
Typhimurium mostraron una reduccion de 2.6 ciclos log UFC/g
en lasemilla, pero esta poblacion alcanzoé un recuento de hasta
10° UFC/g tras 48 horas de germinacion de las semillas previa-
mente tratadas (Saroj et al,, 2007).

CONCLUSIONES Y
COMENTARIOS FINALES

Las semillas y sus germinados son productos naturales con mu-
chos beneficios nutricionales y asociados a la salud; sin embargo,
su naturaleza los hace proclives a la contaminacién con microor-
ganismos patogenos. En atencion al elevado riesgo que ello im-
plica, se han emitido varias recomendaciones con el objetivo de
mitigar las causas de posibles enfermedades transmitidas por ali-
mentos. Estas recomendaciones se han orientado principalmen-
te hacia la implementacion de buenas practicas de agricultura
y manufactura durante su produccion, en el caso de las semillas
de consumo directo. Para las semillas para germinados, la FDA re-
comienda su sanitizacion con una solucién con 20,000 ppm de
hipoclorito de calcio; no obstante, esta practica tiene una alta
variabilidad y limitada eficacia. Asi lo respalda el hecho de que, a
pesar de su existencia, cada afio se reportan enfermedades trans-
mitidas poralimentos, y producidas por patégenos como E. col,
Salmonellasppy Listeria monocytogenesen estos productos.
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Dado que los métodos quimicos presentan limitaciones de-
bido, por un lado, a su inhabilidad para alcanzar las bacterias
escondidas en superficies rugosas de las semillas y, por otro, a
que por sus caracteristicas no pueden ser aplicados en el grupo
de semillas de consumo directo, ya que alteran sus propiedades
sensoriales, se han buscado otro tipo de tecnologias. Entre las in-
vestigadas, los mejores resultados aplicando un solo tipo de tec-
nologia se han obtenido con métodos fisicos, especialmente los
tratamientos con altas presiones, irradiacion y tratamientos tér-
micos con calor seco a temperaturas cercanas a los 50 °Cy pro-
longados periodos de tiempo. Sin embargo, también hay que
considerar que dichos tratamientos no afecten la calidad nu-
tricional de las semillas, ni su capacidad para germinar cuando
se trate de semillas para germinados. Tal es el caso de la irradia-
cion de semillas; si bien se ha comprobado su alta efectividad
de inactivacion microbiana, afecta el crecimiento del brote del
germinado en dosis elevadas.

Los mejores resultados obtenidos, considerando la reduccién
einactivacion total delos patégenos en semillas, hasido la combi-
nacion de doso mastecnologias, como el tratamiento térmico con
posteriorirradiacion o tratamientos con ozono seguido de irradia-
ciénadosis muy bajas que no afecten la tasa de germinacion de las
semillas. Estos resultados apuntan a que una posible alternativa a
las 20,000 ppm de cloro recomendadas por la FDA se encuentre en
el disefioy aplicacion de alguna de estas combinaciones de tecno-
logias para lograr asegurar lainocuidad de estos productos.
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