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RESUMEN

La etapa de lavado y desinfeccién se considera critica en los procesos de produccion de productos
frescos, dentro de los programas de gestiéon de la inocuidad en las empresas productoras y
exportadoras. En el caso de meldn fresco, validar el tratamiento de desinfeccion aplicado es

fundamental para el mantenimiento de su programa HACCP.

Por este motivo se plantea una investigacién que pretende validar dicha etapa desde los diferentes
factores que pueden afectarla, a saber: temperatura de pulpa, tipo y dosis del desinfectante,
frecuencia de monitoreo y equipos de medicidn. Los objetivos se plantean en torno al riesgo de
infiltracion y capacidad de reduccion de la carga microbiana inoculada en el producto; de igual
manera se evallan algunas opciones alternativas al cloro (desinfectante tradicionalmente utilizado

en el proceso).

Una vez realizados los experimentos es posible establecer varias conclusiones en torno a la
temperatura critica tanto de la pulpa de melédn como del agua de lavado, el mes critico para esa
variable y las implicaciones que podria tener. De igual manera, se confirma el riesgo de infiltracion

e internalizacién de macroorganismos patdgenos hacia la pulpa del meldn.

En cuanto a la concentracién del desinfectante se logra demostrar que es necesario aplicar al menos
200 ppm de cloro libre para lograr una reduccion de al menos 2 Logl0 UFC/cm2, tanto para
Escherichia coli como para Salmonella sp. De igual manera, las alternativas evaluadas pueden

considerarse una opcion viable, pero estadisticamente no resultaron diferentes al cloro.

Ademas, se evalud la frecuencia de monitoreo de la concentracion de cloro libre y la posibilidad de
establecer una correlacién entre dos equipos utilizados para medir el cloro libre en la solucidn de
lavado y desinfeccion. La frecuencia de monitoreo debe mantenerse cada hora y no es posible
estable una correlaciéon confiable entre cloro libre medido con un colorimetro y los milivoltios

medidos con un medidor de potencial de dxido reduccién.
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1. JUSTIFICACION

El consumo de frutas y hortalizas ha aumentado en las Ultimas décadas, en la mayor parte
de los paises desarrollados. Este incremento se debe al crecimiento en la preocupacion de
la poblacién por mantener estilos de vida saludables. Por ejemplo, se sabe que una dieta
rica en frutas y hortalizas protege contra numerosos tipos de cdncer y disminuye la

incidencia de las cardiopatias coronarias (CODEX ALIMENTARIUS, 2003a).

El reconocimiento de la importancia del consumo habitual de frutas y hortalizas frescas,
unido a un notable aumento de la disponibilidad de estos productos durante todo el afio en
el mercado mundial, ha contribuido a un incremento importante del consumo de estos
productos. Por tanto, los paises en desarrollo se han visto obligados a aumentar y mejorar
su tecnologia y sistemas de produccion para satisfacer la demanda de los consumidores, de
la Unidn Europea y Estados Unidos, que son los principales importadores de la produccién

de paises como Costa Rica (Araya Rodriguez et al. 2008).

Costa Rica es uno de esos paises que ha tenido que mejorar su capacidad productiva para
satisfacer las necesidades de calidad e inocuidad que demanda el mercado mundial. En el
campo agricola el pais es proveedor de diferentes frutas, hortalizas y tubérculos, a saber:

banano, pifia, yuca, chayote, fiame, platano, malanga, sandia y melén (SEPSA, 2014).

El meldn es una planta herbdcea que produce frutos de tamafio y caracteristicas variables,
dependiendo de su clase y cultivar. Pertenece a la familia Cucurbitdcea y su nombre
cientifico es Cucumis melo (Infoagro Systems S.L, s.f.). Es fuente de vitamina C, B-carotenos,

potasio, acido félico, hierro, algo de fibra dietética y calcio (Suslow, 2004a).

En Costa Rica la produccion de meldn es principalmente para exportacidén y se concentra en
las regiones Pacifico Norte y Pacifico Central. Es un cultivo que se desarrolla por temporada;
esta inicia generalmente a finales de octubre y se extiende hasta mediados de mayo. Segun

datos de la Secretaria Ejecutiva de Planificacién Sectorial Agropecuaria (2014), para el afio
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2013, la produccion de meldn representd un 1,1% del total de exportaciones nacionales,
que se traduce en 125.682 toneladas métricas. Por otra parte, el Ministerio de Comercio
Exterior (2015), que coloca al pais entre los principales proveedores para la Union Europea,
segun la informacidon mas reciente el producto nacional representa un 25,5% de los melones

y sandias consumidos en esa region y que provienen del continente americano.

El aumento en el nimero de casos confirmados de enfermedades transmitidas por
alimentos, asociadas con el consumo de frutas y hortalizas frescas, ha suscitado
preocupacion entre los organismos de salud publica y los consumidores, acerca de la
inocuidad de estos productos (CODEX ALIMENTARIUS, 2003a; Leaman & Wetherington,
2013). En una recopilacion de datos de incidencia de enfermedades en EE.UU. para el
periodo 1990-2005, los productos frescos se habian convertido en uno de los vehiculos mas
dominantes en la transmisién de brotes de origen alimenticio (alrededor de un 13%) (Doyle
& Erickson, 2008). Diferentes frutas y hortalizas han sido relacionadas con el desarrollo de
enfermedades transmitidas por alimentos, entre ellas manzana, brotes de alfalfa, sandia,

tomate y meldn (Liao & Sapers, 2000; ONU, 2007).

Tanto el Centro para el Control y la Prevencion de Enfermedades de Estados Unidos de
Amércia (CDC), como Kader (2002) y otros autores, afirman que bacterias como Salmonella
entérica y Escherichia coli, al igual que algunos casos del virus Norwalk, podrian relacionarse
directamente con el consumo de melén contaminado. En Estados Unidos se ha reportado
brotes de Salmonella entérica asociados con el consumo de meldn fresco. En ellos se han
visto involucrados diferentes serotipos de esta bacteria, entre ellos Chester, Poona, Saphra
y Oranienburg (Barak et al. 2003) (Annous et al. 2004) (Annous et al. 2005b). La principal
forma de contaminacion del meldn ocurre a través del arrastre del microorganismo de la

cascara a la pulpa, al momento del corte o pelado (PMA, 2005).

Entre los posibles focos de contaminacion estan el uso de estiércol para fertilizar (sin el

debido compostaje), el ingreso a las areas meloneras de ganado que proviene de dareas



vecinas, el uso de aguas contaminadas para riego, mala higiene en el personal, falta de
limpieza y desinfeccidn de equipos, poco control en la calidad de frutas (frutos deteriorados
o dafiados) y un incorrecto o deficiente lavado de la fruta antes del empaque (Deza et al.

2004; Mari et al. 2004; Ukuku, 2006).

Ante este panorama, la produccion de alimentos lleva consigo una alta responsabilidad,
tanto social como de seguridad, principalmente en el tema de inocuidad (Umafia & Saenz,
2004). El término inocuidad se define como la garantia de que los alimentos no causardn
dafio al consumidor cuando se preparen y/o consuman de acuerdo con el uso a que se

destinan (CODEX ALIMENTARIUS, 2003b).

A medida que la produccién y el consumo de frutas y hortalizas frescas aumenta, crece
también la importancia de ofrecer al consumidor la seguridad de que el alimento que
consume es inocuo y, en el caso de la produccién de meldn fresco, esta condicion se ha
convertido en una necesidad inminente. El creciente aumento en los reportes de brotes
asociados con su consumo se traduce actualmente en una mayor atencidén sobre los
mecanismos o métodos disponibles para eliminar los patégenos presentes en la fruta

(Sapers, 2001; Chaidez Quiroz, 2002; Araya et al. 2008).

Los productores han tenido que introducir nuevas técnicas que aseguren calidad, inocuidad
y alto valor nutricional de los productos de una forma sostenible y segura, especialmente
en lo referente a los procesos de desinfeccion (Artés et al. 2009). El desarrollo de normativas
para describir las Buenas Practicas Agricolas, como GLOBALGAP y SQF, junto a normas que
ayudan a la gestion de la inocuidad como ISO 22000 y el Sistema HACCP o a asegurar las
Buenas Practicas de Manufactura, como BRC o SQF, entre otros, han venido a facilitar el

acceso a los mercados internacionales con productos mas seguros (ONU, 2007).

Dentro del proceso de manipulacion de productos frescos la etapa de desinfeccion de la

fruta es quizas la medida mds importante para controlar la contaminaciéon microbiolégica
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del alimento, siendo considerada, en algunas plantas y para algunas frutas, un Punto Critico

de Control (PPC) del Sistema HACCP (Umafia & Sdenz, 2004; Walton et al. 2008).

El cloro es el desinfectante mas utilizado para frutas y hortalizas frescas. Su utilizacion debe
ser gestionada, de manera que se consiga utilizar la dosis minima eficaz. Normalmente se
trabaja con concentraciones entre 50-200 ppm en productos vegetales como apio, brécoli,
camote, chile, esparrago, espinaca, lechuga, maiz dulce, melén, fiame, tomate y zanahoria.
El cloro presenta limitaciones debido a una serie de factores que afectan su efectividad,
como el pH, la temperatura y el contenido de materia organica. Ademas, el uso de
desinfectantes a base de cloro tiene como riesgo la produccién de compuestos organicos
clorados que podrian ser cancerigenos, de manera que podrian afectar la salud humana y

el ambiente (Suslow, 2001; Suslow, 2002; Selma et al. 2008; Umafia & Saenz, 2004).

Para meldn, la desinfeccion se realiza aplicando hipoclorito de calcio en el agua de las pilas
de lavado o desinfeccion (en esta se controla la concentracidn del desinfectante), esto con
el fin de disminuir la carga microbioldgica del producto y reducir el riesgo de una infeccién
alimentaria. Se utiliza cloro debido a que por su poder oxidante es eficaz y puede ser medido
mediante diferentes métodos como: kits de papel tornasol, medidores de potencial de
oxidacidn/reduccidon y mas recientemente con equipos colorimétricos (Suslow, 1998a;

Suslow, 2002; Suslow, 2001; Suslow, 2004b).

Cada una de las empresas productoras de meldn trabaja con valores limite aceptable de
cloro libre (limite critico, cuando se ha identificado la desinfeccion como un Punto Critico
de Control). Estos limites deben validarse, determinando cudl es la concentracion de cloro
mas efectiva para reducir los peligros microbioldgicos identificados en el meldn a niveles
aceptables. Ademas, debe definirse la frecuencia con la que se monitorea este punto critico,
para mantener esta etapa del proceso bajo control. Como forma de monitoreo se cuenta
con las lecturas de los equipos que se utilizan para controlar la efectividad del desinfectante,

a saber: milivoltios medidos con ORP, cloro libre medido con colorimetro y el pH del agua,
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debido a que éste afecta la concentracién de cloro libre en la solucién. El pH debe
mantenerse en un rango entre 6,5 y 7,5 para favorecer la presencia de 4cido hipocloroso,

que es la forma del cloro mas efectiva para la desinfeccién (Umana & Saenz, 2004).

El proceso de lavado y desinfeccion de meldén permite reducir los recuentos de varios
microorganismos responsables del deterioro de la fruta. Algunos investigadores aseguran
gue el sistema actual de lavado y desinfeccidn de meldn es poco eficaz en la reduccién del
recuento de mesdfilos aerobios, mohos y levaduras de la fruta (Araya et al. 2008; Annous,
2007). Desde el punto de vista de la inocuidad del producto, los desinfectantes deben
asegurar que son capaces de conseguir una reduccién significativa de células vegetativas de
patégenos humanos, tales como Escherichia coli 0157: H7 o Salmonella spp. (Garrett et al.
2003). Por ello, los estudios de validaciéon se hacen necesarios para confirmar que las

medidas establecidas para mitigar un peligro son efectivas.

La validacidon se concentra en la recoleccién y la evaluacién de informacidn cientifica,
técnica y de observacién, para determinar si las medidas de control son o no capaces de
lograr su propésito especifico en funcién del control de peligros (CODEX ALIMENTARIUS,
2008). Los estudios de validaciéon pueden ser realizados por laboratorios contratados, las
universidades, los fabricantes de equipos o aditivos o por el personal de la empresa. La
mayoria de los estudios de validacidon resultan de la asociacion de empresas y entes

comerciales, empresas y universidades o empresas y proveedores (Scott, 2005).

Los resultados de una validacién demostraran que una o varias medidas de control son
capaces de controlar un peligro vy si se aplica debidamente, o demostrard que no es capaz
de controlar el peligro y, por tanto, no deberia implementarse (CODEX ALIMENTARIUS,
2008).

Para validar la etapa de desinfeccion en melones se puede probar diferentes
concentraciones de cloro en frutas inoculadas con Escherichia coli (indicador de

contaminacién). Normalmente se suelen inocular frutas con un patégeno humano o
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sustituto, determinando la poblacién que sobrevive antes y después de la desinfeccion
(Annous et al. 2005a). Asi, se podran correlacionar dichas mediciones y asociarlas con los
limites criticos y operacionales que se definan, al igual que para definir la frecuencia de

monitoreo en el punto critico.

Por otro lado, la preocupacién que surge a raiz de la posibilidad de que el uso de cloro
acarree la produccion de compuestos potencialmente peligrosos ha estimulado el interés
internacional en el desarrollo de productos o sistemas alternativos de desinfeccién. Algunas
de estas alternativas son: acido peroxiacético, el ozono, perdxidos, acidos organicos y otros.
Sin embargo, las investigaciones han demostrado que, en el caso de meldn, estos productos
son efectivos en la reduccion del nimero de microorganismos, pero ninguno puede eliminar

completamente la contaminacién microbiana (Suslow, 2004a; Selma et al. 2008).

De igual manera, se ha demostrado en una serie de frutas y verduras que el agua de lavado
se puede infiltrar en frutas intactas. Cuando la temperatura del producto es mucho mayor
que la temperatura del agua, hay un diferencial de presidn suficiente para hacer penetrar
agua en el fruto (Bartz, 1988; Suslow, 1998b; Sapers, 2001; FDA/CFSAN, 2001; Kader, 2002;
Parish et al. 2003; Ibarra et al. 2004; Eblen et al. 2004; Penteado et al. 2004; Branquinho
Bordini et al. 2007).

Para el caso de meldn, los cambios anatémicos e histoquimicos que ocurren en poscosecha
podrian afectar la infiltraciédn de células bacterianas. Irregularidades, tales como
abrasiones, grietas y huecos en la superficie del melén facilitan la adhesion de células
bacterianas e interfieren con su eliminacion, al igual que las aberturas naturales, dafos por
las plagas o la cosecha y las heridas, particularmente si se trabaja con agua sin el adecuado

tratamiento desinfectante (Richards & Beuchat, 2004; Suslow, 2004a).

Por lo anterior, se considera importante determinar, bajo las condiciones de operacion de
la Planta Procesadora de Finca la Cueva, si la infiltracién de microorganismos es probable.

Dado que la Salmonella es el patégeno que mas brotes ha causado en meldn fresco, se
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estudiaria este patégeno. Para ello se plantea determinar, con los melones de la planta, y
considerando las temperaturas de la fruta que viene del campo y la temperatura de las pilas
de lavado, si la infiltracidon es posible. Esta informacion seria de gran beneficio para la
empresa pues permitiria establecer los limites criticos de temperatura para la operacién de
lavado y complementar los resultados del resto de los objetivos planteados en la

investigacion.

Estas razones, principalmente la necesidad que tienen los productores de melén de acceder
a los mercados internacionales con productos seguros y de calidad, hacen necesaria y
urgente la realizacion de investigaciones que permitan validar los puntos criticos del
proceso. El mercado ha obligado a las empresas meloneras a asumir diferentes
certificaciones que sirven de respaldo para sus productos. Estos programas exigen
confirmar la eficiencia y efectividad de toda medida que se tome con el fin de mitigar,

reducir o eliminar un potencial riesgo para la salud de los consumidores.

Actualmente, a nivel nacional y debido a problemas climaticos y econdmicos, la produccién
de meldn se ha visto reducida en drea y volumen, por lo que llevar a cabo esta investigacion
significaria la optimizacién de un proceso, la reduccién de costos (al determinar una dosis
minima efectiva), la minimizacién de la generacién de vapores de cloro (molestos para los
trabajadores), pero lo mas importante es que se aseguraria la calidad microbiolégica del

meldn de exportacion.

Validando el proceso de desinfeccion, serd posible competir a nivel mundial con el valor
agregado de ofrecer productos inocuos, amparados en certificaciones y sistemas de
proceso que asi lo avalan. De esta forma, se incrementan las opciones de exportacién para
las empresas del pais y su crecimiento siempre se traducira en mas y mejores opciones de

trabajo para las personas que dependen de la produccién melonera en el pais.



2. OBIETIVOS

2.1. Objetivo general

Validar el punto critico de control en el proceso de empaque de meldn fresco, mediante la
determinacién de los limites criticos de la etapa de desinfeccidon y el procedimiento de

monitoreo asociado.

2.2. Objetivos especificos

— Establecer el limite critico de temperatura en las etapas de lavado y desinfeccion del
melon.

— Evaluar cualitativamente los posibles puntos de infiltracion de microorganismos en
melon.

— Estudiar el efecto de la temperatura de la pulpa sobre la infiltracién inmediata de
Salmonella en meldén y después de 48 horas de almacenamiento a temperatura
ambiente.

— Comparar la reduccién microbiolégica de Escherichia coli obtenida con 6 productos
desinfectantes utilizados en meldn, para seleccionar el producto mas eficaz.

— Determinar el limite critico de concentracién de cloro en la desinfeccion del meldn para
Escherichia coli.

— Establecer la frecuencia requerida de monitoreo del cloro libre y de dosificacion de
cloro en la pila de desinfeccién de melén.

— Analizar si existe correlacidn entre milivoltios medidos con un medidor del Potencial de

Oxido Reduccion (ORP) y cloro libre medido con colorimetro.



3. MARCO TEORICO

La produccidn y comercializacién de productos frescos es una de las principales actividades
generadoras de ingresos para el sector agropecuario y puede considerarse como un proceso
de innovacién constante y dinamico (Diaz-Sobac & Vernon-Carter, 1999). Esto es
especialmente importante para paises en desarrollo ya que, como explica la FDA (2001), en
paises como Estados Unidos hay una tendencia hacia una mayor importacién de frutas y

hortalizas frescas.

En las dltimas décadas el sector de frutas y hortalizas ha experimentado un sdlido
crecimiento que se demuestra con el aumento en su consumo y las ventas (Garrett et al.
2003). Entre 1982 y 1997, el consumo per capita de productos frescos aumentd y el
mercado total de productos frescos tuvo un incremento del 32% en los Estados Unidos

(Harris et al. 2003; FDA/CFSAN, 2001; Garrett et al. 2003; Aruscavage et al. 2006).

Quiz3, la principal razén en el aumento de la demanda se deba a un mayor consumo de
alimentos listos para consumir o minimamente procesados tanto en Norteamérica como en
Europa (Harris et al. 2003; FDA, 1998). Este aumento en la demanda de frutas y hortalizas
de alta calidad y vida de anaquel prolongada ha generado que la comercializacion de
productos hortofruticolas esté dirigida a la conservacién del producto por medio de
tecnologias de minimo procesamiento y practicas que aseguren la inocuidad (Diaz-Sobac &

Vernon-Carter, 1999).

Desde la década de los setentas, en los paises desarrollados se inicié una promocidn activa
del consumo de frutas y verduras como parte importante de una dieta saludable (Harris et
al. 2003). Los vegetales son reconocidos por ser fuente de vitaminas y minerales,
carbohidratos complejos, antioxidantes y sustancias anticancerigenas, libres de aditivos y
con un alto valor nutritivo esencial para el buen funcionamiento del organismo humano
(Umafia & Sdenz, 2004). Como ejemplo Ibarra et al. (2004) comentan que investigaciones

cientificas aseguran que el consumo diario de al menos 5 porciones de frutas y vegetales,
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se relaciona con el descenso del riesgo de padecer enfermedades cardiovasculares y presion

alta.

Los nutricionistas destacan la importancia de las frutas y hortalizas para una dieta saludable
y recomiendan el consumo de al menos cinco porciones al dia (Beuchat et al. 2001). Las
frutas y verduras juegan un papel importante en la nutricién humana, especialmente como
fuentes de vitaminas (C, A, B6, tiamina, niacina), minerales y fibra dietética. Su contribucion
como grupo se estima en 91% de vitamina C, 48% de vitamina A, el 27% de la vitamina B6,
el 17% de la tiamina, y el 15% de la niacina en la dieta de paises desarrollados. Ademas,
proporcionan el 26% de magnesio, el 19% de hierro, y el 9% de las calorias consumidas

(Kader, 2002; Ukuku et al. 2005).

Por otra parte, con el alza en el consumo de frutas y vegetales también se eleva el riesgo de
adquirir enfermedades transmitidas por alimentos como las que provocan Escherichia coli,
Salmonella spp., Listeria monocytogenes, entre otros (lbarra et al. 2004; Aruscavage et al.
2006; Harris et al. 2003). La inocuidad constituye una preocupacion creciente tanto para
organismos reguladores como para productores y consumidores debido al aumento en la

incidencia de enfermedades transmitidas por los alimentos (Allende et al. 2009).
3.1. Cultivo y produccion de melén

El meldn pertenece a la familia Cucurbitaceae y su nombre cientifico es Cucumis melo L.,
siendo una planta anual, herbacea de porte rastrero o trepador. Es un cultivo de
polinizacién entoméfila que produce frutos de forma variable, el color de la corteza puede
variar entre verde, amarillo, naranja, blanco y, puede ser lisa, reticulada o estriada. La pulpa
puede ser blanca, amarilla crema, naranja, salmén o verde. En todos los casos estas
caracteristicas dependen del tipo o variedad de meldn (Infoagro Systems S.L, s.f; Parnell et
al.2003). Esta fruta es originaria de Africa, de ahi fue llevada a Asia e India y luego a Europa
(Bolafios, 1998). Es un cultivo de clima cdlido y no excesivamente himedo (Infoagro

Systems S.L, s.f; Parnell et al.2003).
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Existen al menos cuatro grupos de melén que difieren en el tamafio de la planta y en la
forma, color, sabor y tamafo de la fruta. Los miembros de estos grupos se entrecruzan con
facilidad, lo que da origen a una amplia variabilidad genética. El grupo mas grande es el
Cantaloupe, el siguiente es Inodorus (Honey Dew) y ademads existen el grupo Conomon y el
Flexuosus que no son muy utilizados comercialmente pero si para mejoramiento genético
(Bolafios, 1998; Parnell et al.2003). Los melones tipo Cantaloupe se caracterizan por la
redecilla que presentan las frutas en la cascara, el pedinculo se separa facilmente cuando
la fruta estd lista para la cosecha, son muy olorosos y la pulpa es de color naranja (salmén)

(Bolafios, 1998; Parnell et al.2003).

Las variedades de meldn, para produccidon comercial, completan su ciclo de vida en sitios
con temperaturas entre los 18 y 242C, permitiendo temperaturas de hasta 37,52C sin que

haya efectos negativos sobre la floracién y cuaje de los frutos (Bolafios, 1998).

Los Cantaloupe se cosechan por madurez y no por tamaio. Ildealmente la madurez
comercial corresponde al estado firme-maduro o % desprendido (fruto se desprende
facilmente).Tienen una tasa de respiracion entre 4-5 ml COx/kg.h y los frutos maduran
después de la cosecha, pero su contenido de azlcar no aumenta (Infoagro Systems S.L, s.f.;

Bolafios, 1998; Parnell et al.2003).

Los melones para el consumo en estado fresco, deben proceder de variedades o cultivares
legitimos y sanos. El fruto debe ser de cosecha reciente, firme, compacto y bien
desarrollado, presentar color, olor y sabor tipicos de la variedad o cultivar. Ademas, no
deben presentar dafios o lesiones de origen fisico o mecanico, que afecte la apariencia del

producto (MEC, 1988; Barak et al. 2003; Parnell et al.2003).

El meldn Cantaloupe es reconocido como una fuente importante de nutrientes, aunque en
su mayoria esta fruta es agua, su contenido de humedad promedio es de 90,3g/100g.

Ademads, posee importantes niveles de vitaminas como: niacina, riboflavina, tiamina, acido
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ascorbico y acido félico, betacaroteno y minerales entre los que destacan: fésforo, potasio,

calcio, magnesio y zinc (Eitenmiller et al. 1985).

3.1.1. Situacion de mercado

Los melones tipo Cantaloupe son los dominantes y mas atractivos para la mayoria de los
mercados (Lainez & Krarup, 2008). La importancia de la siembra de meldn en Costa Rica,
radica en la cantidad de mano de obra que se requiere para su cultivo y el aumento en las
divisas que ingresan al pais, como producto de su venta en el extranjero (Bolafios, 1998). La
Secretaria Ejecutiva de Planificacién Sectorial Agropecuaria, publicé que en el afio 2013 la
produccién de meldn representd un 3,3% de las ganancias por exportaciones del sector

agropecuario.

Las plantaciones de melén para la exportacion, se desarrollan en zonas como: Parrita,
Quepos y Caldera en el Pacifico Central, Jicaral, Nicoya, Nandayure y Paquera en la
Peninsula de Nicoya y Filadelfia, Sardinal y Liberia en el Valle del Tempisque (Bolafios, 1998).
Sin embargo, también es durante la temporada 2006-2007 cuando los productores vy
exportadores de meldn de Costa Rica sufren las consecuencias de un resultado positivo para
Salmonella. El hallazgo fue hecho durante una prueba de deteccién microbioldgica rutinaria
efectuada por las autoridades oficiales en el puerto de arribo y que afecté la fruta exportada

al este de los EE.UU y Canada (Araya Rodriguez et al. 2008).

Los principales consumidores de productos tropicales son Estados Unidos y la Unién
Europea, los cuales han ido obligando a los productores a mejorar la calidad e inocuidad de
los productos que llegan a su mercado (Rocha Bastos et al. 2005). En Estados Unidos, el
consumo de melones reticulados es 4,5 veces superior al de melones inodoros. La
preferencia por estos melones se debe a sus caracteristicas organolépticas (Lainez & Krarup,
2008; Ukuku et al. 2005). Segun los datos del Ministerio de Comercio Exterior el meldn
fresco un 2% de las exportaciones nacionales a la Union Europea y un 0,7% de las

exportaciones nacionales a Estados Unidos (MCE, 2015).
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3.1.2. Anatomia del meldn Cantaloupe

Los melones Cantaloupe son frutos precoces, esféricos, ligeramente aplastados, de pesos
comprendidos entre 700 y 1200 gramos; su pulpa es color naranja (salmén), dulce y

aromatico y posee un pH entre 6,3 — 6,7 (Infoagro Systems S.L, s.f.; Jay et al. 2005)

La superficie del melén estd formada por una capa de tejido estriado y ceroso bien
desarrollado que puede variar en su espesor pero, generalmente es ajustada y estrecha
(Ukuku, 2006). Al microscopio es posible observar cdmo la superficie del melén esta
formada por grandes redes y cavernas que hace imposible calcular su grado de rugosidad
(Parnell et al. 2005; Wang et al. 2009). Esta caracteristica proporciona una rugosidad que
favorece la adhesién de microorganismos patdgenos y reduce la posibilidad de eliminacién.
Ademas de la red caracteristica, la superficie de meldn Cantaloupe es altamente hidrofdbica
debido a la presencia de ceras, lo que hace el proceso de limpieza y desinfeccion ain mas

dificil (Rocha Bastos et al. 2005; Ukuku, 2006; Ukuku & Fett, 2002).

La superficie externa de un melén presenta una variedad de superficies sobre las que una
bacteria puede unirse. La superficie de la célula epidermal se rompe con una malla de tejido
conocida como red. Esta red se compone de lenticelas y células de corcho. Estas células
tienen paredes hidrofébicas suberizadas para reducir la pérdida de agua y proteger contra
la entrada de patdégenos. También imparten el caracter hidrofébico de la superficie del
meldn o sea la cuticula, compuesta por ceras y cutina y que cubre las células epidérmicas

(Sapers et al. 2001; Ukuku & Fett, 2002; Ukuku & Sapers, 2006).

La histologia de la cascara de meldn aumenta la adhesion y penetracion de las bacterias y,
por tanto, podria reducir la eficacia de los tratamientos de desinfectantes (Richards &
Beuchat, 2004; Ukuku & Sapers, 2006; Selma et al. 2008). En superficies rugosas muy
grandes como la del meldn, las bacterias quedan bien protegidas por esta caracteristica que
les otorga asi una alta resistencia a las fuerzas mecdnicas que se le aplican durante las

operaciones de lavado (Wang et al. 2009; Annous et al. 2005b).
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Dado que la superficie de la fruta es hidrofébica y con cargas tanto negativas como positivas
se considera que existe una relacién con la fuerte adhesién a los tejidos de bacterias como:
Salmonella sp., Escherichia coli 0157: H7 y Listeria monocytogenes en la corteza de melén
(Selma et al. 2008). De esta manera se justifican los reportes de supervivencia de Salmonella
spp. y Escherichia coli 0157:H7 en la red de los melones Cantaloupe citados por Sapers et
al. (2001), Ukuku & Fett (2002), Richards & Beuchat (2004), Annous et al. (2005b) y Leaman
& Wetherington (2013).

Ademas, ciertos tipos de melones desarrollan “cracking,” herida que inicia el
desprendimiento natural de la fruta, cuando se acercan a la madurez. Las células vivas
debajo de las grietas desarrollan un tejido suberoso o corcho que también favorece la

adhesién de bacterias patdgenas a la superficie (Sapers, et al. 2005).

Debido a todas estas caracteristicas morfoldgicas del meldn es que microorganismos, como
Salmonella, pueden transferirse de la cascara hacia el interior, por el simple acto de cortar,
debido a que la bacteria estaria adherida a los tejidos de la cdscara (Ukuku, 2006; Leaman
& Wetherington, 2013). De la misma forma muchos de estos microorganismos tienen la
capacidad de adherirse a los tejidos del fruto y formar biopeliculas sobre esta superficie,
reduciendo asi la capacidad de los desinfectantes de eliminar la contaminacién

microbioldgica (Rocha Bastos et al. 2005).

En general, el control que debe tenerse en el programa de calidad del melén incluye el
lavado con cloro y el mantenimiento de la temperatura éptima después de empacado
(Mohle-Boetani et al. 1999). Sin embargo, las bacterias presentes en el melén tienen una
respuesta variable a los tratamientos de desinfeccidén. Es probable que esto se deba a la

superficie caracteristica del melén y a la presencia de biopeliculas (Sapers et al. 2001).
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3.1.2.1. Infiltracion e internalizacidn

Generalmente se habla de los términos internalizacién e infiltracion como sinénimos y que
pueden utilizarse entre si indistintamente, pero existe una pequefa diferencia entre ellos.
Por infiltracion debe entenderse el arrastre a través de un medio, principalmente agua, de
microorganismos (patégenos o no) a las capas internas de un tejido vegetal. Internalizacién
es la penetracién, sin que haya mediacidn alguna, de microorganismos a través de las
aberturas naturales del tejido vegetal, de heridas naturales o causadas por fitopatégenos o
durante el proceso (Suslow, 2004a; Sapers, 2003a; Sapers, et al. 2005; Bartz,. 2006; Selma
et al. 2008).

Ley general de gases establece que cualquier cambio en la presidn en un recipiente cerrado
de volumen constante es directamente proporcional a un cambio en la temperatura del gas.
Por tanto, el volumen ocupado por el gas es directamente proporcional a la temperatura e
inversamente proporcional a la presién. Entonces, una fruta acta como un recipiente
cerrado. En su interior las estructuras morfoldgicas de los frutos contienen volumen (agua
y aire). Una disminucién en la temperatura dentro de la fruta da como resultado una
disminucion de la presidn interna del gas. La preocupacién que existe, radica en que ante
esta disminucién de presidn, el fruto tiende a captar gas o liquido del medio que lo rodea y

esto puede permitir la entrada de bacterias en la fruta (Seeman et al. 2002).

La infiltracidn puede ocurrir por otras razones ademads del diferencial de temperatura.
Depende también del tiempo y la profundidad de inmersidn, la magnitud del diferencial de
temperatura, la agitacidn, viscosidad del medio ambiente externo, el tamafio y numero de
aperturas que lleven hacia el interior del producto, entre otros (Buck et al. 2003; Sapers,

2003a; Richards & Beuchat, 2004; Ibarra et al. 2004; Sapers, et al. 2005; Bartz,. 2006).

La internalizacién de microorganismos, ocurre por su adhesién a los tejidos vegetales y la
presencia de grietas, fisuras pequenas en el producto, aberturas naturales, dafios por las

plagas o la cosecha (Buck et al. 2003; Suslow, 20044a; Sapers, et al. 2005; Bartz,. 2006; Selma
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et al. 2008; Doyle & Erickson, 2008). Especialmente los microorganismos pueden
internalizarse a través del pedunculo, la cicatriz floral o microporos naturales (Seeman et

al. 2002; Sapers, 2003a; Bartz,. 2006).

Los eventos de infiltracion bacteriana han dado lugar a brotes de enfermedades (FDA, 1998;
FDA/CFSAN, 2001; Parish et al. 2003; Eblen et al. 2004; Gorny, 2006; Soto et al. 2007).
Diferentes investigaciones han demostrado este fendmeno en frutas como: tomate (Bartz,
1988; Rushing et al. 1996; Ibarra et al. 2004; Eblen et al. 2004), mango (Penteado et al.
2004; Eblen et al. 2004) ; Sapers, et al. 2005; Branquinho Bordini et al. 2007), meldn
(Richards & Beuchat, 2004; FAO, 2011), naranja y toronja (Branquinho Bordini et al. 2007)
y manzanas (Seeman et al. 2002; Eblen et al. 2004).

Distintos estudios han demostrado que Salmonella Poona puede adherirse a la cascara de
melén y a la cicatriz de pedunculo. Inclusive se sabe que hay una diferencia
significativamente mayor en la recuperacién de Salmonella Poona en la superficie de la fruta
(Richards & Beuchat, 2004). Por esta razon se recomienda que el agua de lavado se

mantenga a temperaturas superiores a la temperatura de la fruta (Suslow, 1998b).

La presencia de alteraciones extensas en la cuticula del melén podrian comprometer su
inocuidad (Richards & Beuchat, 2004). Numerosos estudios controlados de contaminacion,
han demostrado que una cdscara intacta, en la cosecha, es una barrera eficaz contra la

penetracién de bacterias a la pulpa del melén (Suslow, 2004a).

3.1.2.2. Formacion de biopeliculas

Cuando las bacterias se adhieren a las superficies de frutas y verduras, tienden a ubicarse
en los poros, hendiduras u otras irregularidades naturales de superficie intacta, donde se
protegen. También se fijan a las superficie en cortes, heridas o raspaduras (Sapers, 2001).
El crecimiento microbiano en las frutas y vegetales crudos pueden resultar en la formacién

de biopeliculas. Estas biopeliculas pueden proporcionar un entorno de proteccidn para los
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agentes patdgenos y reducir la eficacia de los tratamientos y otros agentes inhibidores

(Buck et al. 2003; Sapers, 2001).

Las biopeliculas son comunidades microbianas muy complejas, producto de la
multiplicaciéon de células bacterianas sobre una superficie ya sea bidtica o abidtica.
Consisten en una matriz de un polimero que se adhiere a los polisacdridos que forman la
pared celular y protegen a los microorganismos de las agresiones ambientales, la
desecacion y de agentes bactericidas. Estas biopeliculas forman una barrera que impide el
acceso a biocidas, toxinas, entre otros (Costerton et al. 1999; Cherry, 1999; Sapers, 2001;
Annous et al. 2005b; Aruscavage et al. 2006; Dequeiroz & Day, 2007; Annous, 2007; FAO,
2011).

El desarrollo de biopeliculas por parte de los patégenos humanos puede protegerlos de
practicas como el lavado (Annous et al. 2005b; Aruscavage et al. 2006). Cuando estas
peliculas se forman en ambientes naturales o industriales son resistentes a los
bacteriéfagos, amebas y a los diferentes biocidas quimicos utilizados para combatir la
contaminacién bioldgica en los procesos industriales. La complejidad de la estructura de la
biopelicula y su metabolismo ha llevado a la analogia de que estas son como los tejidos de

los organismos superiores (Costerton et al. 1999).

La adherencia bacteriana a las superficies esta influenciada no sélo por la carga superficial
de la célula y su hidrofobicidad, sino también por la presencia de apéndices en la superficie
como flagelos y fimbrias o la presencia de polisacaridos extracelulares (Costerton et al.

1999; Ukuku,& Fett, 2002).

Uno de los mecanismos de resistencia de una biopelicula ante los agentes antimicrobianos
es la incapacidad del agente para penetrar en la profundidad de la esta. Las sustancias
poliméricas que conforman la matriz de la biopelicula, son conocidas por retardar la difusién
de los antibidticos y solutos en general. De esta forma, el agente antimicrobiano se

desactiva en las capas exteriores de la misma mds rapido de lo que se difunde. Esto es cierto
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para los oxidantes reactivos como el hipoclorito y el peréxido de hidrégeno (Costerton et

al. 1999).

La capacidad de las bacterias patdgenas de adherirse a la superficie de frutas y hortalizas
sigue siendo un problema potencial de inocuidad y de gran preocupacién para la industria
de los productos frescos (Ukuku & Fett, 2002). Cuando la bacteria forma una biopelicula, se
hace mas resistente al desprendimiento o la inactivaciéon por medio de desinfectantes.
Algunos patégenos humanos como Escherichia coli 0157:H7, Salmonella spp. y Listeria
monocytogenes, al igual que otras bacterias como Pseudomonas spp. y Erwinia spp. son
capaces de formar biopeliculas (Sapers, 2001). Algunos autores han documentado que
Salmonella spp. produce una biopelicula compuesta por polimeros extracelulares de
celulosa y otros compuestos. Ellos asocian esta pelicula con una mayor resistencia de

Salmonella a desinfectantes como el cloro (Ukuku & Fett, 2002; Annous et al. 2005b).

La poblacién de Escherichia coli en la superficie de melén varia desde 5,2 hasta 5,8 Logio
UFC/cm?, en comparacion con 4,3 a 4,8 Logio CFU/cm? de Salmonella spp. y 2,8 a 3,2 Logio
UFC/cm? para Listeria monocytogenes. Los valores mas altos indican un fuerte apego de las
bacterias a la superficie de meldn e indica la relativa incapacidad de los tratamientos de
lavado para separar el agente patdgeno de la superficie de meldn con el agua (Ukuku &
Fett, 2002). Cuanto mayor sea el tiempo de contacto entre la bacteria y la superficie del
meldén, mayor es la probabilidad de que haya formacién de biopeliculas antes de Ia

desinfeccion (Annous et al. 2005b; Core, 2005).

3.2. Inocuidad de Alimentos

El término calidad se utiliza de diversas formas en relacidon con frutas y hortalizas frescas,
tales como: calidad de mercado, calidad comestible, transporte de calidad, calidad de mesa,
calidad nutricional, calidad interna, calidad microbioldgica y apariencia de calidad (Kader,
2002). La reduccion y/o pérdida de la calidad microbioldgica en frutas y hortalizas puede

ocurrir durante la precosecha, el corte y recoleccién, el almacenamiento y el transporte, en
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los puntos de venta o incluso durante su preparacion para consumo (Diaz-Sobac & Vernon-

Carter, 1999).

Garantizar la inocuidad de los productos vendidos es extremadamente importante para los
consumidores. Si el producto no es inocuo, no importan sus otras cualidades o calidades, es
necesario retirar el producto del mercado (Kader, 2002; Diaz-Sobac & Vernon-Carter, 1999).
Por tanto, se definen como alimentos inocuos, aquellos que garantizan que al momento de
ser preparados y consumidos no causardan enfermedad al consumidor (CODEX

ALIMENTARIUS, 2003b; ONU, 2007).

En materia de inocuidad de productos frescos, las medidas han aumentado debido al
creciente nimero de brotes de enfermedades transmitidas por los alimentos (Selma et al.
2008). Algunas acciones para controlar el riesgo de contaminacién incluyen: higiene de los
trabajadores de campo, uso de equipo limpio, limpieza de contenedores, saneamiento del
agua y control de temperatura, entre otros (FDA/CFSAN, 2001; Beuchat et al. 2001;
Veldzquez et al. 2009).

Puede argumentarse que inocuidad es el componente mas importante de la calidad, pues
la falta de inocuidad en un producto puede dar lugar a lesiones graves, enfermedades o
incluso la muerte para el consumidor (ONU, 2007). La calidad vista como inocuidad depende
de factores de riesgo que incluyen: niveles de sustancias toxicas naturales presentes en
algunos cultivos, contaminantes como residuos quimicos y metales pesados, higienes de las
operaciones de cosecha y poscosecha, procedimientos que reducen el potencial de
crecimiento y desarrollo de los hongos que producen micotoxinas o bacterias patégenas al

hombre (Kader, 2002; ONU, 2007).

Los patégenos asociados frecuentemente con productos frescos, en su mayoria, se
encuentran comunmente en el tracto intestinal y la materia fecal de seres humanos o
animales. A nivel de poscosecha las fuentes de contaminacién son: las heces, la

manipulacion humana, equipos de cosecha, contenedores de transporte, los animales
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salvajes y domésticos, insectos, polvo, agua de enjuague, hielo, los vehiculos de transporte
y equipos de procesamiento (Tauxe, 1997; Seeman et al. 2002; Kader, 2002; Buck et al.
2003; Figueroa et al. 2005; Veldzquez et al. 2009). Ademas, se favorece el incumplimiento
de condiciones como temperaturas no apropiadas de: procesamiento, almacenamiento y
transporte, higiene deficiente del personal, alimentos en contacto con superficies no

limpias, equipo contaminado (Diaz-Sobac & Vernon-Carter, 1999).

Al llegar las hortalizas a la planta industrial, los recuentos de bacterias existentes en la
superficie pueden oscilar entre 10%y 107 por gramo. Esta cantidad podria aumentar durante
el procesamiento debido a que las frutas y hortalizas estdn expuestas a una mayor
contaminacién por superficies en contacto o bien reducirse por acciéon de las medidas
aplicadas en contra de los microorganismos existentes (Frazier & Westhoff, 1993; Ukuku &

Sapers, 2001; Ukuku, 2004; Brifiez et al. 2006).

Por esta razén, métodos de manipulacion que reduzcan al minimo los rasgufios, heridas
profundas y sobre todo aberturas en la superficie, serdn beneficiosos para reducir la
posibilidad de contaminacidon y la probabilidad de que las bacterias puedan ser

internalizadas (Suslow, 2004a; Umana & Sdenz, 2004).

Los peligros biolégicos en productos frescos se refieren a microorganismos tales como
bacterias, hongos (levaduras y mohos), protozoos, virus y parasitos (ONU, 2007). En general
se considera un peligro microbiano la aparicién de un microorganismo que tiene el

potencial para causar enfermedad o lesién (FDA, 1998).

Existen estudios que demuestran que los consumidores necesitan ser informados sobre la
importancia de lavar las frutas y verduras antes de su consumo (Parnell et al. 2005). El agua
puede ser portadora de gran cantidad de microorganismos, incluyendo las cepas patdgenas
de Escherichia coli, Salmonella spp., Vibrio cholerae, Shigella spp., Cryptosporidium parvum,
Giardia lamblia, Cyclospora cayetanensis, Toxiplasma gondii, y los virus Norwalk y de

hepatitis A. Incluso pequefias cantidades de contaminacion con algunos de estos
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organismos pueden dar lugar a enfermedades (FDA, 1998; Diaz-Sobac & Vernon-Carter,

1999).

La calidad del agua que entra en contacto con los productos frescos después de la cosecha
para: limpieza, clasificacion, refrigeracién y aplicacion de tratamientos, es ampliamente
reconocida como el punto de control esencial en productos frescos. En consecuencia es
importante seguir programas de Buenas Practicas de Manufactura (BPM) para asegurar que
el agua es de calidad en todas las operaciones. Los niveles de productos quimicos
antimicrobianos deben ser controlados y registrados rutinariamente para garantizar que se

mantienen en los niveles adecuados (Suslow, 2003; Frazier & Westhoff, 1993).

Es importante sefalar que el lavado y desinfeccion probablemente no eliminan por
completo los agentes patdgenos una vez que ha ocurrido la contaminacién. Por lo tanto, es
importante utilizar protocolos de limpieza eficientes a lo largo de toda la cadena de

produccién (Parish et al. 2003; FDA/CFSAN, 2001; Kader, 2002).

Existen evidencias que demuestran que el uso de agua de riego contaminada puede
incrementar la frecuencia de microorganismos patdgenos detectados en productos

cosechados (Diaz-Sobac & Vernon-Carter, 1999).

3.2.1. Enfermedades transmitidas por alimentos

Los microbidlogos de alimentos comenzaron a investigar la adherencia de bacterias a los
vegetales y equipos de proceso en la década de 1970. Los estudios anteriores se centraron
principalmente en la adhesion de microorganismos transmisores de enfermedades a
alimentos de origen animal (Liao & Sapers, 2000). Entre los microorganismos que pueden
causar problemas a la salud se incluyen levaduras, hongos, bacterias, virus y parasitos
(CODEX ALIMENTARIUS, 2003). Las bacterias constituyen un riesgo comun en la inocuidad
debido a su omnipresencia en el medio ambiente. Las bacterias patégenas pueden

potencialmente contaminar frutas y hortalizas en todas las etapas de la cadena de
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produccién. El nUmero de bacterias individuales que deben estar presentes para causar
enfermedades humanas varia con el tipo de organismo, la edad y el estado del hospedero

(ONU, 2007).

Los términos intoxicacion o infeccidn alimentaria se emplean corrientemente para referirse
a un amplio grupo de enfermedades o condiciones clinicas que afectan el tracto
gastrointestinal. La inmensa mayoria de las enfermedades de este tipo, encontradas en los
paises desarrollados, son consecuencia del consumo de comidas o bebidas contaminadas

(Forsythe & Hayes, 2000).

Los organismos capaces de producir enfermedades en los humanos, pueden llegar a los
alimentos en cualquier etapa del proceso de produccién y tienen un gran potencial para
causar epidemias, inclusive la muerte en cierto tipo de consumidores que presentan
mayores riesgos (nifios, adultos afectados por enfermedades del sistema inmunoldgico y

ancianos) (Umafia & Saenz, 2004).

Entre los principales organismos que pueden causar enfermedades al ser humano estan los
pardsitos como Giardia lambilia y Cryptosporidium parvum (Chaidez Quiroz, 2002), los virus
hepatitis A, enterovirus Norwalk adenovirus, rotavirus). También las bacterias como:
Escherichia coli enterotoxigénica y Escherichia coli enterohemorragica, Shigella spp.,
Salmonella spp., Listeria monocytogenes, Campylobacter spp., Clostridium spp. vy
Staphylococcus spp., entre otras (Sapers, 2001; Chaidez Quiroz, 2002; Buck et al. 2003;
Annous et al. 2004; Parnell et al. 2005; Doyle & Erickson, 2008; Veldzquez et al. 2009).

Los microorganismos capaces de causar enfermedades en humanos se pueden encontrar
en los productos crudos. A veces son parte de la microflora de frutas o vegetales debido a
contaminaciones accidentales en el suelo y sus alrededores. En otros casos, se introducen
en los alimentos por malas practicas de manipulacién en la produccién agricola o los

procesos posteriores a la cosecha (ONU, 2007; Kader, 2002).
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En general, los patégenos pueden sobrevivir pero no crecer en la superficie exterior ilesa
de frutas o verduras, debido en parte al cardcter protector de las barreras naturales de la
planta. Sin embargo, la supervivencia de patdgenos es significativamente mejorada una vez
que la barrera de la epidermis se ha roto, ya sea por dafios fisicos o por la degradacion de
los patégenos de plantas (bacterias u hongos). Estas condiciones también pueden promover
la multiplicacion de agentes patdgenos, especialmente a temperaturas altas (sin
refrigeracion) (FDA/CFSAN, 2001; Kader, 2002). Excepcidon a esta regla son las bacterias
Salmonella spp. y Escherichia coli 0157:H7, las cuales pueden sobrevivir y desarrollarse en
la superficie sana de frutas como el meldén y la sandia entre otros (FDA/CFSAN, 2001; Harris

et al. 2003; PMA, 2005).

Datos del Centro Estadounidense para el Control y Prevencion de Enfermedades (CDC)
indican que el numero de brotes de enfermedades transmitidas por los alimentos
vinculados a productos frescos y el nimero de personas afectadas en estos brotes, se ha
incrementado en los ultimos afios (Tauxe, 1997; Cherry, 1999; FDA/CFSAN, 2001; Ukuku &
Sapers, 2001; Kader, 2002; Buck et al. 2003; Harris et al. 2003; Qiang et al. 2005; Ukuku et
al. 2005).

Las situaciones mas urgentes de inocuidad en la industria de alimentos hoy son causados
por la presencia de Escherichia coli 0157: H7 y Salmonella spp. en carnes crudas, los
productos avicolas y en vegetales frescos (Sperber, 2005; Venkitanarayanan et al. 1999).
Una encuesta de la FDA acerca de los productos frescos importados demostré que un 5,3%
de las muestras dieron positivas para Salmonella y un 2% de muestras dieron positivas para
Shigella de un total de 151 muestras de melones procedentes de México, Costa Rica y

Guatemala (Ukuku, 2004).

3.2.1.1.  Escherichia coli

El término "coliformes" fue acunado para describir a este grupo de bacterias entéricas. No

es una clasificacidon taxondmica, sino mas bien una definicién de trabajo que se utiliza para
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describir un grupo de bacterias gram-negativas, anaerobios facultativos que fermentan la
lactosa produciendo acido y gas dentro de 48 horas a 35 ° C. En 1914, el Servicio de Salud
Plblica de los Estados Unidos aprobd el recuento de coliformes como una norma de

importancia sanitaria (FDA/CFSAN, 2002).

En 1892, Shardinger propuso el uso de Escherichia coli como indicador de contaminacién
fecal. Esto se basé en la premisa de que Escherichia coli es abundante en las heces humanas
y animales ademas de que, generalmente no se encuentran en otros nichos. Por lo tanto, la
presencia de Escherichia coli en los alimentos o el agua llegd a ser aceptada como indicador
de contaminacion fecal reciente y la posible presencia de otros patdgenos entéricos como

Salmonella y Escherichia coli 0157:H7 (FDA/CFSAN, 2002; Aruscavage et al. 2006).

La bacteria Escherichia coli, fue identificada en 1885 por el pediatra alemdan, Theodor
Escherich. Esta bacteria es miembro de la familia Enterobacteriaceae que incluye muchos
géneros, entre ellos agentes patdgenos conocidos como: Salmonella, Shigella y Yersinia
(FDA/CFSAN, 2002). En el género Escherichia sélo hay una especie Escherichia coli. Esta
bacteria es un bacilo corto, mévil, gram-negativo, con muchas caracteristicas iguales a las
salmonellas. Uno de los detalles caracteristicos que las diferencia es que E. coli es capaz de

utilizar la lactosas y sacarosa con la produccién de acido y gas (Forsythe & Hayes, 2000).

Las Escherichia coli se dividen en seis grupos: enteroagregante, enterohemorragica
(produce citotoxinas que originan sintomas mas graves y se conoce principalmente E. coli
0157:H7), enteroinvasiva, enteropatogena, enterotoxigénica y verotoxigénica (Forsythe &
Hayes, 2000; Frazier & Westhoff, 1993). La Escherichia coli estd ampliamente distribuida en
el intestino de seres humanos y animales de sangre caliente, es anaerobio facultativo
predominante en el intestino y parte esencial de la flora intestinal que mantiene la fisiologia

del huésped sano (Frazier & Westhoff, 1993; FDA/CFSAN, 2002).

Aunque la mayoria de las cepas de Escherichia coli no se considera como agentes

patdgenos, también hay cepas patégenas que cuando se ingieren causan enfermedades
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gastrointestinales en los seres humanos sanos (FDA/CFSAN, 2002). La bacteria Escherichia
coli 0157: H7 enterohemorragica ha surgido como un patégeno muy importante dentro del
grupo de las enfermedades transmitidas por alimentos (Wang et al. 2009). La bacteria
Escherichia coli 0157: H7 fue identificada por primera vez como patégeno en 1982 en un
brote de diarrea con sangre debido al consumo de hamburguesas de una cadena de comida
rapida (Tauxe, 1997). En los ultimos afios se ha demostrado que se adhiere facilmente a los

estomas en productos como: lechuga, culantro u otras hojas (Seo & Frank, 1999).

Escherichia coli 0157:H7 es reconocida como un patégeno importante. Requiere de 2 a 5
dias de incubacién y las secuelas de la gastroenteritis van desde diarrea con sangre hasta
sindrome urémico hemolitico, el cual es mas comun en nifios pequefios (<5 afios) y en los
ancianos (FDA/CFSAN, 2001; Harris et al. 2003; Ukuku et al. 2005; ONU, 2007). La gravedad
de la enfermedad causada por E. coli 0157: H7 y la baja dosis infecciosa (menos de 100
UFC/g) han contribuido a considerar esta bacteria entre los agentes patégenos de alto

riesgo para la salud humana (Veldzquez et al. 2009; Dormedy et al. 2000).

3.2.1.2. Salmonella spp.

El enteropatdgeno bacteriano mas comun asociado con frutas y verduras es Salmonella spp.
por lo que en Estados Unidos se ha convertido en un "problema de salud publica” (Ukuku &
Sapers, 2001; Aruscavage et al. 2006; ONU, 2007). Sin embargo, diferentes autores
demostraron que los productos frescos también son vehiculo para la transmisién de E. coli

0157: H7 (Aruscavage et al. 2006).

La Salmonella es un bacilo corto, gram-negativo, no esporulado y generalmente mévil con
flagelos. El género Salmonella contiene unas 2000 cepas distintas (denominadas serotipos
o serovares) (Forsythe & Hayes, 2000; Frazier & Westhoff, 1993). Estas bacterias son
anaerobios facultativos caracterizados bioquimicamente por su capacidad de fermentar
glucosa con producciéon de acido y gas, y por su incapacidad de hidrolizar la lactosa y la

sacarosa. Su temperatura 6ptima de crecimiento esta proxima a los 38°C; son relativamente
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fotosensibles y se destruyen a 60°C en unos 15-20 minutos, siendo incapaces de crecer por

debajo de los 7 u 8°C (Frazier & Westhoff, 1993) (Forsythe & Hayes, 2000).

La salmonelosis es una infeccidon causada por la bacteria Salmonella. Requiere de 8 a 72
horas para incubar después de la ingestién de alimentos contaminados. Por lo general, la
bacteria se ha multiplicado en el alimento hasta alcanzar cifras elevadas, aumentando asi la
posibilidad de producir una infeccién (Harris et al. 2003; ONU, 2007). La probabilidad de
infeccidn por ingestién de un alimento que contiene Salmonella depende de la resistencia
del consumidor, la infectividad de la cepa de Salmonella en cuestiéon y del nimero de

microorganismos ingeridos (Frazier & Westhoff, 1993).

La enfermedad se produce cuando las bacterias mueren, después de multiplicarse en el
intestino de su hospedero, y sufrir la lisis subsiguiente, liberando una potente endotoxina.
Se trata de un liposacarido que forma parte de la membrana de la bacteria y que es el
principal responsable de los sintomas clinicos. La enfermedad produce dolor abdominal,
diarrea, escalofrios, fiebre, nduseas, vomitos y en algunos casos cefalea y escalofrios. Otros
sintomas de la enfermedad son: heces liquidas, verdosas y malolientes, abatimiento,
debilidad muscular, lasitud, generalmente fiebre moderada, desasosiego, contracciones
nerviosas y somnolencia. Normalmente dura hasta siete dias pero algunos sintomas pueden

persistir semanas e incluso meses (Forsythe & Hayes, 2000; Frazier & Westhoff, 1993).

Salmonella ha sido aislada de diferentes clases de alimentos frescos y pre-cortados
incluyendo frutas y verduras como: lechuga, coliflor, repollo, cilantro, pepino, papa, tomate,
sandia y meldn (Selma et al. 2008). Los serotipos de Salmonella parecen tolerar la rapida
desecacion mejor que los patégenos bacterianos comunes. El nivel de supervivencia y
persistencia depende de la concentracidn inicial, el tiempo que lleve la contaminacién, las
condiciones ambientales y en cierta medida de si la contaminacidn se asocia con algun tipo

de protector orgdanico (Suslow, 2004a).
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La bacteria Salmonella es responsable de un amplio nimero de brotes de enfermedades
transmitidas por alimentos, entre los cuales destaca el melén (Core, 2005). La personas y
los animales son directa o indirectamente la fuente de contaminacion de los alimentos con
salmonellas. Los microorganismos pueden proceder de enfermos clinicos o de portadores

(Frazier & Westhoff, 1993).

3.2.2. Brotes de enfermedades asociados con el consumo de melon

Los principales organismos asociados con brotes de enfermedades por consumo de melén
son Salmonella spp. y Escherichia coli. Sin embargo, Annous et al. (2004) explican que la FDA
ha reportado casos positivos de Shigella spp. en melones producidos en Costa Rica e
importados de otros paises. Ademas, Ukuku et al. (2005) explican que aunque no existen
informes documentados de brotes de Listeriosis asociados con el consumo de meldn fresco
o minimamente procesado, la posibilidad de un brote de este tipo sigue siendo motivo de

preocupacion, debido a la similitud de esta bacteria con Salmonella spp. y Escherichia coli.

3.2.2.1. Casos de Salmonella spp.

Ademas de meldn se han reportados brotes de Salmonella spp. en otros vegetales como
manzana, sandia, lechuga, jugos de naranja y manzana sin pasteurizar, mango y tomate
(Rushing et al. 1996; Sapers et al. 2001; Buck et al. 2003; Sivapalasingam et al. 2003;
Branquinho Bordini et al. 2007, FAO, 2011).

Siete brotes de salmonelosis han sido asociados directamente con melones. En ellos los
agentes involucrados son los tipos Chester, Poona, Saphra y Oranienburg. Para la mayoria
de los brotes, se ha supuesto que las bacterias de Salmonella estuvieron presentes en la
corteza, presumiblemente contaminada en el campo o durante el lavado en una planta de
empaque (FDA/CFSAN, 2001; Danyluk et al. 2014). Los resultados de este estudio sugieren
gue las bacterias de Salmonella adheridas a las superficies de meldén puede sobrevivir al

menos 6 dias (Ukuku & Sapers, 2001), esto debido a que esta bacteria es capaz de penetrar
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rapidamente en la corteza del meldn o formar una pelicula de polimeros protectores que la

fijan a la superficie (Core, 2005).

El primer reporte en meldn fue en 1990. Correspondié a un brote de Salmonella Chester
que afectd a 245 individuos y causé dos muertes en 30 estados diferentes de Estados Unidos
(Mohle-Boetani et al. 1999; Ukuku & Sapers, 2001; Harris et al. 2003; Barak et al. 2003). El
segundo caso se reportd durante junio y julio de 1991, en los estados de lllinois y Michigan:
se identificaron 49 casos de infeccién por Salmonella Poona. Los sintomas incluyeron:
nauseas, vémitos, diarrea, calambres abdominales y fiebre, la duracion de los sintomas fue
de 3-12 dias. El estudio del caso determind que la fuente de contaminacion fue melén
utilizado en barras de ensaladas o en ensaladas de frutas. La enfermedad no se asocié con
el consumo de melones frescos en rodajas (CDC, 1991; Mohle-Boetani et al. 1999; Ukuku &

Sapers, 2001; Barak et al. 2003).

En 1997 el Centro para Control y Prevencién de Enfermedades de los Estados Unidos (CDC)
reporté un caso de Salmonella Saphra entre el 23 febrero-15 mayo en el estado de
California. El estudio de epidemiologia y rastreo llevd a la conclusién de que los
responsables del brote fueron melones tipo Cantaloupe importados de México (Mohle-
Boetani et al. 1999; Barak et al. 2003; Harris et al. 2003). Un brote de Salmonella
Oranienburg tiene lugar en 1998, en esta ocasidon hubo 22 casos confirmados en Ontario,
Canada (Mohle-Boetani et al. 1999; Barak et al. 2003; Harris et al. 2003). Un nuevo caso de
Salmonella Poona tiene lugar en el afio 2000, en esta ocasion hubo un total de 43 individuos
enfermos. Este brote fue asociado con el consumo de meldn en ensaladas de frutas (Ukuku

& Sapers, 2001; Harris et al. 2003; Barak et al. 2003; Figueroa et al. 2005).

El caso mas grave ocurrié en 2001 cuando en 13 estados diferentes, 46 personas
enfermaron por consumo de meldén en ensaladas de frutas, como resultado hubo dos
personas fallecidas. En este caso el agente etioldgico fue Salmonella Poona (Barak et al.

2003; Figueroa et al. 2005). Otro brote mds ocurrié entre junio y julio de 2006, un total de
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41 infecciones fueron diagnosticadas a causa de Salmonella Oranienburg, estas fueron
diagnosticadas en personas de 10 estados de EE.UU. y una provincia canadiense (CDC,
2007). Las ensaladas de frutas que consumieron estaban compuestas de varios tipos de
frutas, principalmente melones Cantaloupe y Honey Dew. Una investigacion de rastreo de
la fuente original del Cantaloupe y Honey Dew indicé que probablemente fue meldén
producido en Estados Unidos el que causé el brote, pero no se identificé una finca en

especifico (CDC, 2007; Selma et al. 2008).

3.2.2.2. Casos de Escherichia coli

Existe registro de un brote ocurrido en agosto de 1993, vinculado con el consumo de melén
contaminado con Escherichia coli 0157: H7 (Chaidez Quiroz, 2002; Harris et al. 2003; Ukuku
et al. 2005; Selma et al. 2008; FAO, 2011; Danyluk et al. 2014).

3.2.2.3. Casos de Listeria monocytogenes

A la fecha se ha presentado un Unico caso, pero ha sido el mas severo hasta ahora de los
ocurridos en meldn. Sucedié entre Agosto y Octubre de 2011 en los Estados Unidos de
América. Se reportaron 147 personas enfermas y 33 muertes (CDC. 2012a; CDC. 2012b;
McCollum et al. 2013; Danyluk et al. 2014)

3.3. Programas de inocuidad

Después de la Segunda Guerra Mundial, se produjeron incidentes graves de inocuidad
durante el nacimiento de la industria alimentaria. Principalmente se desarrollaron casos de
contaminacién por Salmonella spp. que provenia de huevos o productos lacteos, o la
presencia y el crecimiento de Clostridium botulinum en alimentos enlatados. Aqui nace la
necesidad de desarrollar metodologias que permitan minimizar los riesgos de

enfermedades transmitidas por alimentos (Sperber, 2005).
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El mejor método para eliminar patégenos de alimentos vegetales es ante todo la
prevencion. Sin embargo, esto no siempre es posible y la necesidad de lavar y desinfectar
muchas clases de vegetales sigue siendo de vital importancia para prevenir brotes de
enfermedades. Esto debe ir unido siempre a un grupo de estrategias que impidan que la
contaminacién se produzca, entre ellas: las Buenas Practicas Agricolas (BPA), Buenas
Practicas de Manufactura (BPM), el Analisis de Peligros y Puntos Criticos de Control
(HACCP), Procedimientos Operativos Estandar de Saneamiento (POES) entre otras practicas
mas (FDA/CFSAN, 2001; Kader, 2002; ONU, 2007; Parish et al. 2003; Sapers, 2001; Sperber,
2005).

Las guias de BPA y BPM son de caracter genérico, debido a la gran variedad de alimentos a
los que se aplican, entre ellos frutas y productos vegetales. No contienen pruebas
especificas de deteccidn y seguimiento, porque hay pocos datos disponibles para uso. Estas
guias recomiendan operaciones y practicas de manejo que ayudan a mitigar los riesgos

(Garrett et al. 2003).

3.3.1. Andlisis de Peligros y Puntos Criticos de Control

El Analisis de Peligros y Puntos Criticos de control conocido como HACCP por sus siglas en
inglés, nacié debido a la necesidad de que los astronautas de la NASA llevaran alimentos
seguros al espacio. En colaboracién, la empresa Pillsbury Company, la NASA y el ejército de
los Estados Unidos dieron origen a la propuesta del plan HACCP (Forsythe & Hayes, 2000;
Sperber, 2005).

El programa se introdujo a la industria de los Estados Unidos en 1971, en la Conferencia
sobre Protecciéon Alimentaria. Posteriormente, y como medio para conseguir una
produccién alimentaria segura, fue adoptado en todo el mundo al hacerlo la Comisién del

Codex Alimentarius en 1993 (Forsythe & Hayes, 2000; ONU, 2007).
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Dado que los sistemas de control de calidad anteriores estaban sobre la base de
inspecciones del producto final, estos resultaban costosos y, peor aun, inexactos. Por este
motivo las limitaciones de los sistemas de control de calidad para asegurar la inocuidad de
los alimentos pronto se hicieron evidentes (Tauxe, 1997; Sperber, 2005; Figueroa et al.
2005). Actualmente, debido a la baja dosis infecciosa de algunos patdgenos, se establece
que el éxito de la produccidn preventiva radica en la reduccidn, control o eliminacién de los
microorganismos mediante el programa HACCP (Dormedy et al. 2000; Forsythe & Hayes,

2000)

A pesar de que el HACCP no es obligatorio, ha sido acogido por la industria como una
herramienta util para la aplicacion de practicas dirigidas a conseguir un entorno de
produccién inocuo. EI HACCP es adecuado para identificar los peligros, controlar la
produccién y desarrollar un registro eficaz de mantenimiento del sistema (Garrett et al.

2003; Gorny, 2006).

Una de sus principales caracteristicas es que el programa se centra en la prevencién, puede
aplicarse en toda la cadena alimentaria, desde la produccién primaria hasta el consumo
final (ONU, 2007). De esta forma, se busca prevenir la contaminacién microbiana con
medidas de proteccién higiénicas que eviten el desarrollo microbiano y la formacién de
toxinas en los alimentos vy, busca eliminar cualquier microorganismo productor de
toxiinfecciones alimentarias (Venkitanarayanan et al. 1999; Forsythe & Hayes, 2000;

Sperber, 2005; Gorny, 2006).

Para desarrollary llevar correctamente un Programa de Analisis de Peligros y Puntos Criticos
de Control es necesario cumplir con lo siguiente: realizar un andlisis de peligros, determinar
los puntos criticos de control, establecer limites criticos, establecer un sistema de
monitoreo de los puntos criticos, definir acciones correctivas que se adoptaran cuando el

proceso se salga de control, definir procedimientos para la de verificacién del
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funcionamiento del sistema e instaurar mecanismos para la documentacién de todos los

procedimientos y registros (Forsythe & Hayes, 2000; Sperber, 2005).

El uso del sistema HACCP en la produccién agricola es de alguna manera limitada. Cuando
las frutas y verduras se consumen en fresco, no hay medidas que puedan eliminar o reducir
los riesgos bioldgicos a niveles aceptables, una vez que se ha producido la contaminacién

(ONU, 2007).

Es muy importante para el éxito de los sistemas de HACCP evaluar y validar la eficacia del
programa. Estos sistemas requieren de la medicién objetiva de los peligros bioldgicos para

validar el funcionamiento y las estrategias de intervencion (Dormedy et al. 2000).

3.3.2. HACCP para melon

El meldn es considerado un alimento potencialmente peligroso en el Cédigo Alimentario de
la FDA ya que es capaz de soportar el crecimiento de patdgenos debido a su baja acidez (pH
5,2 a 6,7) y alta actividad de agua (0,97 a 0,99) (FDA/CFSAN, 2001). En Estados Unidos, la
FDA llevd a cabo una investigacién donde obtuvo que el 7,3% vy el 4,3% de las cortezas de
meldn importado y nacional respectivamente dieron resultados positivos para Salmonella

spp. o Shigella spp. (Richards & Beuchat, 2004; Selma et al. 2008).

El meldn puede contaminarse durante el crecimiento, el manejo post-cosecha, empaque,
transporte, distribucién, o durante la preparacién final en servicio de alimentos o en el
hogar (Parnell et al. 2005; Selma et al. 2008; Leaman & Wetherington, 2013). El mejor
enfoque para mantener la naturaleza sana y el consumo seguro de los melones es
establecer criterios estandar para reducir al minimo el riesgo de contaminacién externa e

interna en cada paso de "la granja al tenedor" (Suslow, 2003; Umafia & Saenz, 2004).

En la mayoria de superficies vegetales se concentra una gran cantidad de sustancias

nutritivas que favorecen el crecimiento de los microorganismos desde los inicios de
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desarrollo del producto hasta su consumo (Cherry, 1999; Umafia & Sdenz, 2004; Rocha
Bastos et al. 2005). La amplia red que posee el Cantaloupe ofrece mayores espacios de
adhesién para los microorganismos. Las irregularidades de la superficie como: rugosidad,
grietas y otros dafios fisicos, se ha demostrado que aumentan la adherencia bacteriana y
reducen la capacidad de los tratamientos de lavado y desinfeccidn para eliminar las células

bacterianas (Parnell et al. 2005; Annous, 2007; Ukuku, 2004).

En un plan HACCP de meldn, se deben seguir todos los principios establecidos y que se

describen a continuacion.

3.3.2.1. Establecimiento del andlisis de peligros

Para alcanzar este objetivo se necesita de un equipo de HACCP. El equipo debe estar
conformado de forma tal que se disponga de informacién de primera mano del proceso de
produccién y establecerd un diagrama de flujo del proceso (Figura 1) en el que se

identifiquen los peligros (Forsythe & Hayes, 2000).

Con el fin de reducir el riesgo y para aumentar la seguridad en la produccién es necesario,
en primer lugar, evaluar los riesgos potenciales en el entorno de produccién (ONU, 2007).

El diagrama de flujo de proceso de empaque de meldn fresco se observa en la Figura 1.

3.3.2.2. ldentificacion de Puntos Criticos de Control

Una vez definidas las fuentes potenciales de contaminacién u otros peligros, deben
desarrollarse practicas para controlar, reducir o eliminarlos (ONU, 2007). Cuanto mas alta
sea la probabilidad de que un peligro genere un efecto nocivo, mayor atenciéon debe
prestarse a asegurarse de que el grupo de medidas de control seleccionado es eficaz (CODEX

ALIMENTARIUS, 2008).
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Figura 1. Diagrama de flujo del proceso de empaque de meldn
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El agua de lavado se ha convertido en un punto de enfoque para el desarrollo y
mejoramiento de los tratamientos de desinfeccidon que buscan reducir la cantidad de
microorganismos patégenos que puedan llegar a ser peligrosos para los consumidores de
frutas y hortalizas frescas. El lavado es entonces un punto critico de control, donde si se
utiliza el tratamiento adecuado es posible reducir la posibilidad de que el alimento se

convierta en transmisor de alguna enfermedad (Pulse Instruments, s.f.; Casteel et al. 2008).

Para las etapas del proceso donde se introduzca, potencie o controle un peligro quimico,
fisico o bioldgico, utilizando el arbol de decisiones de Codex Alimentarius, se determina si
esa etapa es o no un punto critico de control. La etapa de desinfeccién, es un punto critico
porque en ella se busca reducir al minimo el potencial de transmisién de microorganismos
patégenos, en productos frescos de un lote a otro o entre frutos de un mismo lote. (Suslow,

1998a; Suslow, s.f.).

3.3.2.3. Establecimiento de los Limites Criticos de Control

Los limites criticos de control se establecerdn teniendo en cuenta los peligros, asi como las
condiciones en las que se prevé que el alimento serd manipulado y consumido. Los limites
criticos deberan tener en cuenta también la probabilidad de ser medidos o registrados
(CODEX ALIMENTARIUS, 1997). Para el caso de meldn, se determinara al conocer la dosis

de desinfectante mas efectiva.

Una vez determinado el limite critico deberd establecerse el procedimiento de monitoreo
a seguir, con el fin de prevenir o eliminar un peligro para la inocuidad de los alimentos o

reducirlo a un nivel aceptable (FDA, 1998; CODEX ALIMENTARIUS, 2008).

3.3.2.4. Establecimiento de la frecuencia de monitoreo

El monitoreo o vigilancia es el acto de ejecutar una secuencia planeada de observaciones o

mediciones de parametros, para evaluar si una medida se encuentra o no bajo control
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(CODEX ALIMENTARIUS, 2008). En el caso del proceso de meldn fresco, los pardmetros que
se monitorean son: pH mediante medidores de pH o cintas tornasol; cloro libre, utilizando
colorimetros; potencial de oxidacién reduccién en milivoltios, con medidores fijos o
portatiles de ORP y también temperatura del agua. La frecuencia con la que se llevan a cabo

las lecturas generalmente es de una hora.

Tradicionalmente, en el monitoreo de contaminacién microbiana se realiza la deteccién de
microorganismos “indicadores” de contaminacién fecal. Estos incluyen bacterias
coliformes, especificamente la presencia de Escherichia coli, la cual habita normalmente

solo en el intestino de los humanos o los animales (Chaidez Quiroz, 2002).

3.3.2.5. Establecimiento de acciones correctivas, registro y sistemas de

verificacion

El equipo HACCP, debe establecer qué correcciones o acciones correctivas deben tomarse
y quién debe hacerlo. Ademas, deben conservarse registros que demuestren el
cumplimiento de los procedimientos y el monitoreo sobre el punto critico de control. Por
ultimo, deben existir sistemas o metodologias que permitan verificar el proceso con el fin

de asegurar que el plan HACCP es efectivo (Forsythe & Hayes, 2000; ONU, 2007).

3.3.3. Validacion de Medidas Preventivas

El Codex Alimentarius (2008) define el término validacion como: la obtencién de pruebas
gue demuestren que una medida o combinaciéon de medidas de control, si se aplica

debidamente, es capaz de controlar el peligro con un resultado especificado.

Por medio del proceso de validacion es que se puede demostrar que las medidas de control
elegidas realmente son capaces de lograr, de una manera constante, el nivel previsto de
control del peligro (CODEX ALIMENTARIUS, 2008). Es muy importante para el éxito de los

sistemas de HACCP evaluar y validar la capacidad de la medida de control, de ser eficaz. En
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el caso de peligros bioldgicos, la validacion del sistema HACCP requiere la medicién objetiva
de esos peligros, de forma que permita asegurar que se logran los niveles de reduccién

deseados (Dormedy et al. 2000; Scott, 2005).

Un proceso de validacion debe seguir las siguientes etapas: decidir el o los enfoques que se
aplicardn, definir los parametros y los criterios de decisién que demostraran la efectividad
y eficacia que tiene una medida o combinaciéon de medidas de control, reunir la informacién
pertinente para la validacién, analizar los resultados y documentar y revisar la validacién

(CODEX ALIMENTARIUS, 2008).

Hay una serie de metodologias para la validacion de medidas de control. Estas incluyen el
uso de publicaciones cientificas, los conocimientos histéricos, documentos reguladores,
ensayos experimentales, modelos cientificos, datos operativos y encuestas (Scott, 2005). La
metodologia precisa dependerd de: la naturaleza del peligro, la naturaleza de la materia
prima y del producto, el tipo de medidas de control o de sistema de control seleccionado

para controlar el peligro y del rigor previsto de dicho control (CODEX ALIMENTARIUS, 2008).

Una validacidon puede obtenerse mediante datos experimentales cientificamente validos
gue demuestren la idoneidad de la medida de control. Por ejemplo: la demostracién
cuantitativa y la documentacién de la reduccién logaritmica de un patdégeno concreto
mediante un proceso microbicida especifico (CODEX ALIMENTARIUS, 2008). Los equipos de
procesamiento, control de dispositivos y sistemas de registro electronico pueden ser
validados para asegurar que el sistema lleva a cabo con precisidn y fiabilidad el control de

los riesgos (Scott, 2005).

Otra metodologia comun para la validacidn es llevar a cabo experimentos cientificos donde
se confirme la idoneidad de la medida de control. Esto puede ser por medio de pruebas de
laboratorio que evaltuan el efecto de una medida de control o pueden ser trabajos en planta

para documentar la deteccion o la eliminacién de un peligro (Scott, 2005).
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Probablemente uno de los enfoques mas comunes es el uso de publicaciones cientificas que
documenten la eficacia de una medida de control. Estas publicaciones pueden ser estudios
de validacién especificos que evaltan el efecto de pardmetros definidos en un determinado
peligro. Se pueden considerar también los libros que evalldan informacién que existe al
respecto y esquemas de control de pardmetros como: las temperaturas minimas y maximas
de crecimiento, valores de pH, de agentes patdgenos, también puede ser utilizado como

parte de validacidn (Scott, 2005; CODEX ALIMENTARIUS, 2008)

La industria es responsable de la validacién de las medidas de control, mientras que la
autoridad competente se asegura de que la industria tenga sistemas eficaces para la
validacién y de que las medidas de control estén debidamente validadas (CODEX

ALIMENTARIUS, 2008).

3.3.3.1. Meétodos de Andlisis

En 1997 la Agencia de Proteccion Ambiental de los Estados Unidos (EPA), se propuso
aprobar una metodologia que sirviera para evaluar la efectividad de los diferentes
tratamientos desinfectantes. La agencia recomienda hacer los estudios en al menos 5 cepas
diferentes de las bacterias mas comunes en productos frescos (Escherichia coli 0157: H7,
Salmonella spp. y Listeria monocytogenes) y considera como razonable obtener una

reduccion de al menos 2 Logio UFC/cm? (Beuchat et al. 2001).

Cada agente patdgeno deben ser cultivado en un caldo estandar o medio de agar a una
temperatura especifica durante un tiempo determinado. (Beuchat et al. 2003; FDA/CFSAN,
2001). Entre los medios selectivos para coliformes destacan: el agar Mc Conkey vy el agar
bilis rojo violeta; como resultado las bacterias forman colonias de color fucsia; mientras que
para Salmonella se utiliza agar desoxicolato lisina xilosa (XLD) y las bacterias dan lugar a

colonias de color negro (Forsythe & Hayes, 2000).
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Cuando el agar se ha solidificado se incuban las placas durante el tiempo que depende del
microorganismo estudiado; tanto Escherichia coli como Salmonella spp. se incuban a 37 °C.
Después de la incubacion se cuentan las colonias en placas que contienen entre 25-250
colonias; a partir de este recuento pueden calcularse facilmente el nimero de bacterias

viables por gramo (o por cm?) (Forsythe & Hayes, 2000).

El protocolo para la desinfeccién quimica debe incluir la relacién peso/volumen del
producto y el tratamiento, las concentraciones de cada tratamiento, tiempo, temperatura
y el neutralizador usado. Ademas se deben identificar las condiciones mds adecuadas
(temperatura y tiempo de exposicidén) para la aplicacidon del desinfectante (Beuchat et al.

2003; FDA/CFSAN, 2001).

3.4. Lavado y desinfeccidn de frutas y vegetales

El lavado con agua sin clorar o tratada con cloro es una préactica comun después de la
cosecha, para limpiar y desinfectar los productos agricolas. Sin embargo, el agua puede ser
una fuente de contaminacién y un vehiculo para la difusion de microorganismos en el
campo, la planta de procesamiento, el transporte, medio ambiente y la preparacion. El uso
de agua con cloro hasta 200 ppm es comun para reducir la contaminacién microbiana de

vegetales (Venkitanarayanan et al. 1999; Richards & Beuchat, 2004; Ukuku et al. 2005).

Como lavado se define la accién de rociar o sumergir una fruta u hortaliza en agua, con el
fin de retirar suciedad que trae del campo. El lavado puede prolongar la vida util de frutas
y vegetales ya que reduce el nimero de microorganismos en superficie. Sin embargo, sélo
una parte de los microorganismos patdgenos pueden ser eliminados con este tratamiento
(FDA, 1998; Beuchat et al. 2001; Buck et al. 2003; Umaria & Saenz, 2004). Lavar los vegetales
con agentes desinfectantes es el Unico paso del proceso que produce una reduccion en la

cantidad de microorganismos presentes en el producto (Allende et al. 2009; Ukuku, 2006).
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La desinfeccidn es un proceso disefiado para la inactivacién o destrucciéon de organismos
patégenos para proteger la salud publica, asi como para el control de hongos con el fin de
extender su vida Gtil. El uso de desinfectantes mas eficientes es importante en la cadena de

produccién de meldn (Qiang et al. 2005; Rocha Bastos et al. 2005).

El término desinfeccidn es definido por la FDA como proceso capaz de destruir o reducir
sustancialmente el nimero de microorganismos que afectan la salud publica, asi como
otros microorganismos indeseables, sin afectar negativamente a la calidad del producto o
la seguridad del consumidor (FDA, 1998; FDA/CFSAN, 2001; Parish et al. 2003; Umafia &
Sdenz, 2004; ONU, 2007; Casteel et al. 2008). También se define como el tratamiento que
se aplica al agua de un proceso con el fin de inactivar o destruir bacterias patdgenas,
hongos, virus y otros microorganismos (Suslow, 2002). El objetivo de la desinfeccién es
evitar la transferencia de estos organismos del alimento al agua o viceversa y entre los
productos, de manera que se aumente la probabilidad de que microbiolédgicamente el

producto es seguro para el consumo (Suslow, 2002; Suslow, 2001).

Existen diferentes formas de lavar y desinfectar las frutas y hortalizas, entre ellas la
pulverizacion, lavado o inmersidén en agua es una practica comun durante el procesamiento
poscosecha (Casteel et al. 2008). Algunos autores hablan acerca de utilizar lavado con
cepillos para remover fisicamente suelo y microorganismos en algunos productos frescos

resistentes (Parish et al. 2003; FDA/CFSAN, 2001).

Para la desinfeccién se utilizan tratamientos con productos quimicos antimicrobianos,
incluidos los productos naturales como aceites esenciales, compuestos bioldgicos, las
enzimas; materiales abrasivos y combinaciones de estos agentes con el lavado. Nuevas
tecnologias ofrecen oportunidades para la produccién de frutas y hortalizas con niveles muy

reducidos de microbios patégenos (Cherry, 1999; Sapers, et al. 2002; Walton et al. 2008).

De esta forma, la aplicacion de un programa adecuado de lavado y desinfeccion en la planta

industrial reduce el nimero de microorganismos existentes en la superficie de estos
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alimentos (Frazier & Westhoff, 1993). Sin embargo, el agua puede transmitir diversos
microorganismos patdgenos como: Escherichia coli, especies de Salmonella, Vibrio
cholerae, especies de Shigella, asi como Cryptosporidium parvum, Giardia lamblia,
Cyclospora cayetanensis y los virus Norwalk y de la hepatitis. Por lo tanto debe cuidarse la
calidad del agua para evitar que esta se convierta en un foco de contaminacién (Diaz-Sobac

& Vernon-Carter, 1999; Frazier & Westhoff, 1993).

El riesgo de que la desinfeccidn o el lavado no sean efectivos radica en que puede ocurrir
un transporte de patdgenos de la cdscara a la pulpa cuando se corta la fruta (Annous et al.
2004). Otros factores considerados potencialmente importantes, que limitan la eficacia de
lavado, es la adhesion de las bacterias a lugares de dificil accesos como: el tronco, las zonas
caliz o heridas en la cascara, la infiltracién de bacterias en el canal del cdliz y la formacién

de biopelicula (Sapers, et al. 2002).

La incapacidad de los desinfectantes mas fuertes, incluso para erradicar por completo los
patégenos de la superficie de frutas y hortalizas frescas, esta bien documentada (Sapers, et
al. 2005). La informacién publicada sugiere que los métodos convencionales de lavado y
desinfecciodn, incluso utilizando nuevos agentes desinfectantes, no son capaces de reducir

las poblaciones microbianas en mds de un 99% (Sapers, 2001; Annous, 2007).

La Asociacion de Quimicos Analiticos Oficiales (AOAC) establece que un agente
desinfectante o detergente debe tener la capacidad de reducir +3 Logio UFC/cm?, para
considerarlo eficaz como desinfectante (Dequeiroz & Day, 2007). Algunos autores sugieren
gue un desinfectante adecuado para procedimientos de desinfecciéon debe dar como
resultado una reduccién del 99,9% de las poblaciones de microbios (ONU, 2007). Sin
embargo, la Guia para Reducir al Minimo los Riesgos de Seguridad Alimentaria Microbiana
de las Frutas y Hortalizas frescas de la FDA (1998) establece que lo ideal seria que la

reduccién alcanzada por el desinfectante sea de 2 Logio UFC/cm? 0 99%.
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Existen evidencias de que el lavado con soluciones de cloro en concentraciones entre 50 y
200 ppm y por tiempos de 1 6 2 minutos, solamente pueden conseguir una reduccion entre
1-2 Logio en el recuento de microorganismos como Salmonella spp., Esherichia coliy Listeria
monocytogenes (FDA/CFSAN, 2001; Sapers, 2001; Sapers, et al. 2002; Parish et al. 2003;
Aruscavage et al. 2006) (Ukuku, 2006; Araya Rodriguez et al. 2008; Casteel et al. 2008;
Veldzquez et al. 2009).

Otros autores aseguran que es posible conseguir reducciones superiores, entre 2-3 Logio, Si
se controla adecuadamente la concentracidn de cloro y el tiempo de contacto (Ukuku, 2004;
Buck et al. 2003; PMA, 2005). Por ejemplo, Ukuku & Sapers (2001), reportan una reduccién
de 3,4 Logio UFC/cm? de Salmonella Stanley HO558, en melones lavados por 5 minutos con
una solucion de cloro a 1000 ppm, aunque estos niveles de cloro no se permiten a nivel
comercial en alimentos, se evaluaron a nivel experimental con la intencién de comprobar

gue las reducciones llegan a mantenerse similares a pesar del incremento de las dosis.

3.4.1. Situaciones que hacen inefectiva la desinfeccion

El primer paso en la contaminacién de los alimentos ocurre cuando el microorganismo entra
en contacto con el producto y se adhiere a éste (Liao & Sapers, 2000). Las plantas poseen
una cuticula cerosa que hace que sea dificil para los microorganismos introducirse en los
tejidos vegetales (Aruscavage et al. 2006) (Richards & Beuchat, 2004). No obstante, algunas
frutas y vegetales poseen diferente topografia de superficie que ofrece oportunidades
mayores a los microorganismos para adherirse e inclusive penetrar mas alla de esta, lo que
les permite protegerse de los diferentes métodos de lavado y de la accién de productos

guimicos (Cherry, 1999).

Una serie de factores contribuyen a la adhesién de patdgenos entéricos a la superficie de
los alimentos, entre ellos: polimeros extracelulares, hidrofobicidad de la superficie,
formacién de puentes catidnicos divalentes y la carga bacteriana en la superficie (Doyle &

Erickson, 2008; Wang et al. 2009).
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De igual manera, las aberturas naturales y las heridas, son clave para la internalizacién de
los microbios. Las dos aberturas naturales mas importante son los estomas y lenticelas. Los
estomas tienen como funcidn el intercambio de gases, mientas que las lenticelas se
encargan de hidratar o liberar el exceso de liquido en los tejidos (Suslow, 2001; Sapers, et

al. 2005; Wang et al. 2009).

Ya sea porque las bacterias se adhieren a la superficie o porque penetran a través de
aberturas naturales o heridas, el riesgo se basa en que una vez formada la biopelicula o
internalizada la bacteria, los métodos tradicionales de desinfeccion se vuelven
completamente ineficaces y por tanto la probabilidad de que ocurra una infeccién o

intoxicacion alimentaria es mayor (Cherry, 1999; Aruscavage et al. 2006; Wang et al. 2009).

Ejemplo de esta situacion es el meldn. Investigadores han demostrado que la superficie de
esta fruta permite la formacidn de biopeliculas (Ukuku & Fett, 2002; Richards & Beuchat,
2004; Annous et al. 2004; Core, 2005). Ante esta situacion la posibilidad de que el patégeno
sea llevado al interior de la fruta cuando se corta es muy elevada. Ukuku y Sapers (2001)
mostraron que Salmonella Stanley se transfiere a los tejidos internos del meldn cuando las

frutas se cortan en la preparacion para el consumo.

3.4.2. Desinfectante

Un agente antimicrobiano es toda sustancia de origen natural, sintético o semi-sintético
gue en concentraciones bajas mata los microorganismos o inhibe su desarrollo provocando

un dano reducido o nulo al organismo huésped (CODEX ALIMENTARIUS, 2003).

Un desinfectante o biocida es un agente quimico, usualmente de amplio espectro, que
inactiva microorganismos. Debido a que tienen una amplia gama de actividad, existen los
que inhiben el crecimiento y son llamados: bacteriostaticos, fungistaticos o esporostaticos.
También existen los que matan al microorganismo, llamados bactericida, esporicida o

virucida, segun sea el caso (McDonnell & Russell, 1999).
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El objetivo de la utilizacién de cualquier desinfectante es destruir los agentes patégenos.
Existen diferentes clases de agentes antimicrobianos. Entre los desinfectantes quimicos
destacan: el cloro, el acido peracético, el acido peroxiacético, el perdxido de hidrégeno vy el
ozono entre otros (Suslow, 2002; Beuchat et al. 2001; Mari et al. 2004; Walton et al. 2008;

Veldzquez et al. 2009; Pulse Instruments, s.f.).

Estos quimicos varian en su capacidad para matar microorganismos. La eficacia depende de
los tipos de microorganismos, sus mecanismos de fijacidn y las caracteristicas fisicas de las
frutas y hortalizas (fisuras, grietas, hidrofobicidad, textura), tiempo de exposicién
concentracion del desinfectante, el pH y la temperatura (Cherry, 1999; Seo & Frank, 1999;

FDA/CFSAN, 2001; Parish et al. 2003; Delaquis et al. 2004).

Ademas, como beneficio los desinfectantes quimicos mantienen un cierto efecto residual
que es benéfico en caso que el producto esté expuesto nuevamente a patégenos (Ukuku,
2006). Existen ademds una serie de métodos fisicos como: tratamientos térmicos,
irradiacion, microfiltracién o luz ultravioleta, que también tienen accidén biocida y que se

estan investigando actualmente (Suslow, 2002).

3.4.3. Cloro

El cloro es la sustancia desinfectante mas comun empleada en los programas de
saneamiento de productos frescos, basicamente porque es eficaz, de rapida accidn, tiene
costos relativamente bajos, es relativamente estable en las condiciones éptimas y se puede
adaptar a diferentes situaciones de acondicionamiento poscosecha de productos agricolas.
Ademas, los residuos del tratamiento con aguas cloradas se disipan rdpidamente de los
productos tratados o son sales inofensivas (Artés et al. 2009; Aruscavage et al. 2006;
FDA/CFSAN, 2001; Sapers, 2006; Parish et al. 2003; Qiang et al. 2005; Roberts & Reymond,
1994; Sapers, 2001; Sapers, et al. 2005; Seo & Frank, 1999; Suslow, 2002; Umafia & Saenz,
2004; Sapers, 2003a).
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El cloro se utiliza habitualmente para la desinfeccién de verduras como: lechuga, zanahoria,
espinacas y frutas como fresas, manzanas, melones (Honey Dew y Cantaloupe) y tomates
(Qiang et al. 2005). Actualmente en Costa Rica se utiliza el cloro como desinfectante para
meldén después de la cosecha. Sin embargo, el cloro tiene varias desventajas técnicas y de

eficacia frente a muchos patégenos importantes (Araya Rodriguez et al. 2008).

El cloro funciona como oxidante dado que extrae electrones fuera de la membrana de la
célula, causando que esta se desestabilice, destruyendo la integridad de la membrana
celular por lo que esta muere de forma rapida (Suslow, 1998a; Suslow, 2004b). En general
se recomiendan dosis de cloro entre 50 y 200 ppm y tiempos de contacto entre 1 y 2
minutos, como resultado se obtiene una reducciéon de 1-2 Logio UFC/cm? UFC/cm? (90-99%)
del contenido bacteriano en tanques de inmersién o en sistemas de recirculacion de agua
(Roberts & Reymond, 1994; FDA, 1998; FDA/CFSAN, 2001; Sapers, 2001; Parish et al. 2003;
Sapers, 2003a; Parnell et al. 2005; Sapers, 2006; Casteel et al. 2008; Velazquez et al. 2009).

Lo que comunmente se conoce como cloro es realmente una solucién que podria llamarse
“agua clorinada” donde el principal agente oxidante es el dcido hipocloroso. Es un agente
bactericida potente que se obtiene a partir de diferentes agentes liberadores como por
ejemplo: el hipoclorito de sodio o calcio, el didxido de cloro, cloroisocianurato sédico, o

directamente inyectando gas cloro (Seo & Frank, 1999; McDonnell & Russell, 1999).

El hipoclorito de calcio es la fuente mas utilizada para tratamientos de desinfeccién. Existen
formulaciones registradas de 65% y 68% de ingrediente activo. Esta disponible como polvo
granulado, tabletas (pastillas) y pastillas de lenta liberacidn. Se almacena en seco y es mas
estable que el hipoclorito de sodio liquido (Suslow, 2002; Artés et al. 2009). Su uso estd
aprobado por FDA como una ayuda para el lavado de frutas y hortalizas, tanto en plantas
de procesamiento como en los establecimientos de servicio de alimentacion (Sapers,

2003b; Parnell et al. 2005).
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El 4cido hipocloroso (HOCI) es la forma de cloro que tiene la mayor actividad bactericida
contra una amplia gama de microorganismos. En soluciones acuosas, el equilibrio entre el
acido hipocloroso (HOCI) y el ion hipoclorito (CIO~) depende del pH, por lo tanto el pH debe
regularse y mantenerse siempre en un rango entre 6.5-7.5 (Suslow, 2002; Suslow, 2001;
FDA/CFSAN, 2001; Parish et al. 2003; Sapers, 2003a; Umafia & Sdenz, 2004; Qiang et al.
2005; Artés et al. 2009).

Dentro del equilibrio que se forma en la solucion de agua clorinada se deben diferenciar los
términos que se refieren al cloro. En primer lugar existe el cloro libre, activo, reactivo o
disponible que se utiliza para describir la cantidad de cloro en cualquiera de las formas
disponibles para la reaccidon de oxidacidén y desinfeccion, es decir el acido hipocloroso
principalmente y el ion hipoclorito. El cloro total se refiere a la cantidad de cloro libre y
combinado en la solucién. Incluye compuestos resultantes de la combinacidn del cloro con
amoniaco o de otras formas menos disponibles del cloro con actividad antimicrobiana débil,
como las cloraminas. Existe también el cloro libre residual que es un exceso de acido
hipocloroso mas allad de la demanda de cloro. Concentraciones de cloro libre residual entre
2 y 7 ppm son necesarias para garantizar la completa destruccién de microorganismos en

el agua (Bartz, 1988; Suslow, 2002; Delaquis et al. 2004).

Para obtener los mejores resultados con el agua clorinada, se debe tener en cuenta que los
importante es el cloro libre. En pruebas de laboratorio, concentraciones de cloro libre entre
0.2-5 mg/L de agua consiguen inactivar bacterias gram-negativos en cuestion de segundos

(Bartz, 1988; Umaria & Sadenz, 2004).

Debido a que algunos patdgenos no son faciles de eliminar mediante el uso del cloro, incluso
en condiciones Optimas, es importante iniciar siempre los procesos con agua de calidad
(Suslow, 2002). A niveles industriales se recomiendan dosis de cloro libre mayores a las
usadas en laboratorio (20-300 veces), debido a que el cloro reacciona con la materia

orgdnica (Bartz, 1988). Algunas condiciones favorecen la respuesta del cloro entre ellas
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adicionar agentes surfactantes aprobados para reducir la tensidn superficial del agua,
favorecer el contacto mediante mayores tiempos de exposicién o concentraciones mas
altas (Suslow, 2002; Umana & Sdenz, 2004). Sin embargo, trabajar con los niveles mas bajos
de cloro es lo mas conveniente para reducir los riesgos para la salud debido al potencial de

toxicidad y a que puede ser mutageno o carcinégeno (Delaquis et al. 2004).

Como agente aséptico, la adiciéon de cloro reduce significativamente el riesgo de
enfermedad en comparacién con los tratamientos de solo agua; inclusive procesos donde
ademdas de agua clorada se usan cepillos para restregar la fruta logran conseguir
reducciones por encima del 90% (Bartz, 1988; Barak et al. 2003). Se ha demostrado que
puede inactivar bacterias como: Shigella spp., Salmonella spp., Escherichia coli y Listeria
monocytogenes en productos vegetales (Seo & Frank, 199; Casteel et al. 2008; Selma et al.

2008).

Entre las desventajas que tiene el uso de cloro estan: es altamente corrosivo, los sistemas
de monitoreo tiene poca seguridad, es sensible a la materia organica, su efectividad
depende de un estrecho rango de pH y puede propiciar la formacién de compuestos

peligrosos (Roberts & Reymond, 1994).

La formacidn de compuestos peligrosos es quiza la razéon que ha motivado el
cuestionamiento de su uso. El cloro gaseoso (Cl;) puede reaccionar con compuestos
orgdnicos y formar compuestos potencialmente cancerigenos o mutagénicos (Sapers et al.
2001; FDA/CFSAN, 2001; Parish et al. 2003; Sapers, 2003b). Ademas, con su uso solamente
es posible alcanzar reducciones de entre 2-3 Logio UFC/cm2. Por lo tanto, hay mucho interés
en evaluar el uso de desinfectantes mas seguros y eficaces para frutas y verduras (Ukuku et

al. 2005; Ukuku, 2006).

La eficacia del cloro tiene varias limitaciones debido a la rapida caida de su actividad por la
presencia de sustancias organicas que modifican el pH de la solucién. La concentracion de

HOCI es también significativamente afectada por la temperatura, presencia de materia
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organica, la luz, el aire, entre otros (Mari et al. 1999; FDA/CFSAN, 2001; Parish et al. 2003;
Artés et al. 2009).

Por ejemplo, si la temperatura del agua esta muy alta o el pH es inferior a 4, las soluciones
de acido hipocloroso liberan al ambiente gases de cloro que pueden provocar irritacion de
la piel y las vias respiratorias, de los trabajadores de la planta empacadora. Ademas las
cloraminas que se forman por la reaccion del hipoclorito con el amoniaco también pueden

producir irritacion (Sapers, 2003b).

Entre los factores que afectan la cantidad de cloro activo, el pH de la solucidn es el principal
debido a que el cloro es fuertemente dependiente de él (Suslow, 1998a). Esta dependencia
se debe a que en agua el hipoclorito de sodio o calcio se disocia en el ién sodio (Na*) o calcio
(Ca*?) y el i6n hipoclorito (OCI?) y establece un equilibrio con el &cido hipocloroso. Sin
embargo, debe controlarse el pH ya que entre 4 y 7 predomina el 4cido hipocloroso

mientras que por encima de 9 predomina la forma de OCI"2 (McDonnell & Russell, 1999).

Cuando el hipoclorito de calcio se disuelve en agua se produce la siguiente reaccién:

CaOCl+ H, < CaOH + HOCI

HOCl & H* +0Cl™

HOCl + HCl & H,0 + Cl,

El mayor poder desinfectante del cloro se presenta cuando se encuentra entre un 95 y un
80% de "cloro libre", que seria a un pH entre 6,5y 7,0. Este nivel se reduce a menos del 20%
con un pH superior a 8.0. De igual manera, en soluciones con pH bajo, el cloro se pierde en
forma de gas y aumenta su accién corrosiva. Cuando el pH estd muy alto, el cloro reacciona
con la materia organica formando subproductos como: cloraminas, cloroformo y otros

trihalometanos, que se sabe o se sospecha tienen potencial carcinogénico (Suslow, 2002;
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Suslow, 1998a; FDA/CFSAN, 2001; Parish et al. 2003; Umaina & Sdenz, 2004; Qiang et al.
2005; Suslow, s.f.).

Dentro del sistema de gestion de calidad e inocuidad, es importante disefiar un sistema
eficaz de adicién de 4cido, para realizar correcciones de pH. Entre los productos que
normalmente se usan para mantener el pH del agua clorinada entre 6,5-7,5, estan el acido
clorhidrico (HCI) o el acido citrico (CsHsO7) (Suslow, 2002; Suslow, 19982; Umafia & Sdenz,

2004; Suslow, s.f.).

La presencia de materia organica y tierra reducen la cantidad de cloro activo presente en la
solucién. Es muy importante considerar esta situacién para garantizar la eficacia del
tratamiento. Se deben incluir medidas que tiendan sobre todo a reducir la presencia de
estos elementos de forma que se evite el constante reforzamiento de las aguas con mas
cloro. Entre las posibilidades que existen estan: cambiar el agua periddicamente, utilizar
filtros para retirar la materia orgdnica, incluso realizar un lavado previo puede prolongar la

utilidad del agua de cloro (Suslow, 2002; Umaiia & Saenz, 2004; Delaquis et al. 2004).

La temperatura es también un factor importante a considerar. Su regulaciéon es mas dificil,
pero se sabe que al aumentar la temperatura incrementa la actividad del cloro, pero
también se favorece la pérdida en forma de gas cloro y no es lo mejor para los productos
agricolas; por el contrario, si las temperaturas son bajas, como la que se usan en los
tratamientos de hidroenfriamiento, se reduce la eficacia del cloro. Sin embargo, debe
monitorearse debido a la posibilidad que existe de que ocurra infiltracién (Umafia & Saenz,

2004).

Los agentes a base de cloro son oxidantes muy activos capaces de destruir las proteinas
celulares de los microorganismos. Entre los efectos que producen los agentes clorados
estan: deterioro del ADN bacteriano, interrumpir la fosforilacion oxidativa y otras

actividades asociadas con la membrana celular (McDonnell & Russell, 1999).



50

Distintas investigaciones han comprobado que el acido hipocloroso inhibe el crecimiento
de Escherichia coli y la sintesis de ADN en un 96%, pero la sintesis de proteinas solamente
en un 30% como maximo. Puesto que concentraciones menores a 260 ppm no inducen una
alta reduccion de la sintesis de proteinas, se infiere que el mecanismo de accién principal

del compuesto es interrupcion de la sintesis de ADN (McDonnell & Russell, 1999).

Por otra parte, debido a que la solucién de agua clorada se debe manejar a niveles
controlados de pH, se sabe que un pH 4cido afecta de dos manera diferentes a las células
bacterianas, primero alterando el funcionamiento de las enzimas y segundo alterando el

transporte de nutrientes hacia la célula (Jay et al. 2005).

La cloracidn es eficaz en la reduccién del contenido de microorganismos en el agua, pero su
eficacia depende de la cantidad de presente de cloro libre (Rushing et al. 1996; Mari et al.
2004). Para mejorar la eficiencia del cloro es importante controlar el potencial de oxidacion-

reduccion (ORP) y el pH (6,5) en el agua y utilizar estos valores para el control (Sapers, 2001).

Los patégenos también varian en su sensibilidad a los desinfectantes. Por ejemplo, Listeria
monocytogenes es generalmente mas resistente al cloro que Salmonella spp. y Escherichia

coli 0157: H7 (Buck et al. 2003).

Los niveles de productos quimicos antimicrobianos deben ser monitoreados y registrados
de forma rutinaria para asegurar que se mantienen en las concentraciones adecuadas.
Otros parametros como: pH, temperatura y potencial de reduccién de la oxidacion (ORP)
gue indican los niveles de agentes activos o que afectan a la eficacia de los antimicrobianos

utilizados, también deben ser monitoreados y registrados (FDA, 1998; Sapers, 2006).

Tradicionalmente la efectividad del tratamiento con cloro se evalia mediante métodos
cuantitativos como la lectura en partes por millén (ppm) de total o libre (Suslow, 1998a). El
cloro libre puede ser medido por medio de un equipo de valoracién o colorimetro especifico

para el cloro libre el cual se basa en el reactivo DPD (N, N-dietil-p henylenediamine) que
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funciona principalmente para medir, por colorimetria, el cloro reactivo. Con mayor
frecuencia en los procesos se utilizan kits de papel para medir la concentracién de cloro

total y pH (Suslow, 2002; Suslow, 2001; Umafia & Sdenz, 2004).

En los ultimos afios se ha introducido la lectura del potencial de oxidacidn-reduccién (ORP),
como un método de control y registro facil de los procesos de desinfeccién (Suslow, 1998a;
Suslow, 2004b; Sapers, 2003a; Umafia & Saenz, 2004; Suslow, s.f.). Este término se refiere
a la actividad o fuerza que poseen los agentes oxidantes o reductores en una solucion

(Myron L Company, 2008).

Los sistemas ORP fueron estudiados por primera vez en 1936 en la Universidad de Harvard.
Estos estudios demostraron una fuerte correlacién entre el ORP y la actividad bacteriana.
Estas pruebas fueron confirmadas por estudios sobre agua potable y de piscinas en otras
zonas del mundo. En 1971, la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) aprobé la mediciéon
de 700 mV como un estandar para agua potable. Ademas, en 1982, la Agencia de Normas
Alemana aprobd niveles de ORP de 750 mV como ideal para piscinas publicas y en 1988 el

Instituto Nacional de Piscinas aprobé 650 mV para los balnearios (Myron L Company, 2008).

El potencial de oxidacién/reduccién se mide en milivoltios (mV) a través de un sensor
pequeiio de platino que es capaz de acumular carga sin sufrir ninguna reaccién quimica. Al
igual que el pH, no es una medicidon de la concentracion del agente oxidante directamente,
sino del nivel de actividad de éste (Venkitanarayanan et al. 1999; Sapers, 2006; Myron L
Company, 2008).

Por otra parte, cuando la variacion en la concentracion del desinfectante se traduce en una
variacion en el pH de la solucién, esto se refleja en las lecturas del ORP debido a que
aumenta o disminuye el poder oxidativo. A un pH de 6.5 la concentraciéon de cloro libre es
mayor y esto se refleja en un aumento del potencial de oxidacién (mV) mientras que en
medios alcalinos baja la concentracidn de cloro libre y hay menos potencial de oxidacién

(Suslow, 1998a; Suslow, 2004b).
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Una de las principales ventajas de la utilizacion del ORP como sistema de monitoreo para
procesos de desinfeccidn en agua, es que proporciona un valor Unico y rapido del potencial
de desinfeccién del agua en un tratamiento poscosecha. Con ello el sistema es capaz de
evaluar la actividad del desinfectante aplicado y no la dosis de éste. Debe ser tomado como
una ventana de operacidn y no como un punto fijo. Las lecturas pueden variar en +25mV
especialmente en medidores de mano o por el movimiento del agua en los lectores fijos.

(Suslow, 2004b; Suslow, s.f.).

Como desventaja, los sistemas ORP deben tener un sistema de mantenimiento muy
controlado, de lo contrario se deterioran rapidamente. Debe existir siempre un sistema de

calibracion, sondas de repuesto y programas de limpieza (Suslow, 2004b; Suslow, s.f.).

Por medio de la investigacién se ha determinado que un valor entre 650 a 750 mV permite
que las soluciones con los desinfectantes trabajen mejor para la eliminacidn de bacterias
patdgenas de los productos agricolas y bacterias patdgenas a humanos como Escherichia
coliy Salmonella spp. en un corto tiempo. Incluso se esperarian reducciones similares si se
mantiene el potencial redox de 750-850 mV (Suslow, 1998b; Sapers, 2001; Sapers, 2003a;
Umarfia & Saenz, 2004; Suslow, 2004b; Parnell et al. 2005).

3.4.4. Alternativas al cloro

La incapacidad de los métodos tradicionales de desinfeccidon para erradicar por completo
de la superficie de frutas y hortalizas frescas los patégenos, estd bien documentada (Sapers,

et al. 2005).

De igual manera una creciente preocupacién por la inocuidad microbiolégica de los
productos frescos, unido a la sospecha de que se restrinja el uso del cloro, ha generado un
amplio interés por el desarrollo de agentes desinfectantes alternativos, entre los que se
mencionan el didxido de cloro, ozono y acido peroxiacético (Sapers, 2001; Sapers, 2003b;

Selma et al. 2008).
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En los ultimos afios se han realizado estudios para examinar la eficacia del cloro, el peréxido
de hidrégeno, el ozono y el dcido peroxiacético entre otros, en la inactivacidon de bacterias
como Escherichia coli 0157:H7 en productos frescos (Deza et al. 2004; Wang et al. 2009).
Con el uso de estos agentes alternativos se consigue una reducciéon de la poblacién
microbiana de entre un 90-99% que es una reduccién importante mas no total (Sapers,

2003b).

3.4.4.1. Dioxido de cloro

El diéxido de cloro (ClO2) es un gas estable en disolucidn, tiene un fuerte poder bactericida
y virucida, desinfecta las superficies y previene o elimina rapidamente los biopelicula
(Beuchat et al. 2005; Sapers, 2006; Artés et al. 2009). Ha tenido resultados exitosos en la
reduccion de la carga microbiana en diferentes clases de vegetales como: citricos,
manzanas, chiles verdes y diferentes clases de bayas (Richardson et al. 1998; Mahovic et al.
2006). Es un gas de color amarillo-rojizo, que tiene un potencial de oxidacién 2.5 veces
mayor que el gas cloro y explosivo a concentraciones mayores al 10% de ingrediente activo

0 a temperaturas superiores a los 130 °C (Suslow, 2002; Artés et al. 2009).

De igual manera, inhibe la sintesis de proteinas, ademas en concentraciones altas es
esporicida. Tiene la capacidad de descomponer compuestos fendlicos, cianuros, sulfuros y
mercaptanos de aguas residuales y no reacciona con el amoniaco (McDonnell & Russell,
1999; Beuchat et al. 2005; Zoffoli et al. 2005). Reacciona directamente con los aminoacidos
y el ARN de la célula, pero no estd claro si se ataca la estructura celular o los acidos en del
interior. Evita la producciéon de proteinas y afecta la membrana de la célula porque produce

cambios en lipidos y proteinas (Artés et al. 2009).

Entre las ventajas que posee este compuesto por encima del cloro estan: su poder oxidante
es de aproximadamente 2,5 veces superior (Parish et al. 2003; Beuchat et al. 2005), es
menos afectado por el pH (5-10) (Mari et al. 1999; Beuchat et al. 2005; Zoffoli et al. 2005),

es mas estable en solucion (Mari et al. 1999), no es corrosivo (Mari et al. 1999), no se ioniza
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para formar dacidos débiles, compuestos halogenados o para formar subproductos

cancerigenos como los trihalometanos (Parish et al. 2003; Artés et al. 2009).

El didxido de cloro se inactiva con la materia orgdnica, aunque en menor grado que otros
compuestos de cloro (Mari et al. 1999; Beuchat et al. 2005; Roberts & Reymond, 1994).
Otras de sus desventajas son: es mas caro (Mari et al. 1999), es muy inestable en el
almacenamiento (FDA/CFSAN, 2001; Parish et al. 2003), dosis elevadas podrian causar
fitotoxicidad en heridas superficiales de los vegetales (Mahovic et al. 2006) y por ultimo los
subproductos de su reaccién (clorito y clorato) pueden crear problemas en pacientes

sometidos a dialisis (Artés et al. 2009).

El didxido de cloro es muy eficaz, en un tiempo de contacto minimo, contra organismos
patdgenos como Legionella, quistes de amebas, quistes de Giardia lamblia, Escherichia coli
y Cryptosporidium spp. (Artés et al. 2009). Ejemplo de ello la investigacién de Mari et al.
(1999) donde se obtuvieron resultados de inhibicién en la germinacion de conidios con
soluciones de dioxido de cloro a 100 mg/ml, independientemente de la duracién de la

inmersion.

Se demostré también que el didxido de cloro tiene mayor actividad biocida por microgramo
por mililitro, contra bacterias y levaduras comparado con otros agentes desinfectantes
como: hipoclorito de sodio, yodo, compuestos de amonio cuaternario, sin embargo aun no

ha sido aprobado por la FDA para su uso en alimentos (Roberts & Reymond, 1994).

3.4.4.2. Clorito de sodio acidificado

Dentro de la industria alimentaria, es una practica comun aplicar el clorito en forma
acidificados o como un precursor para el diéxido de cloro. Esta accién contribuye a inactivar
los microbios a través de disrupcién de la membrana en combinacién con la inhibicién de la

sintesis de proteinas y acidos nucleicos. En la forma no acidificada, el clorito tiene
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relativamente bajo poder oxidante, y por lo tanto el modo de inactivacién de las células es

probable que difiera (Kumar et al. 2007).

Investigaciones han demostrado la eficacia del clorito de sodio acidificado. La FDA aprobo
sus uso en dosis entre 0,5-1,2 g/L para la inactivacion de patégenos como: Escherichia coli
0157:H7 y Salmonella spp. Sin embargo, este tratamiento tiene un impacto negativo sobre

la calidad organoléptica de frutas y vegetales (Allende et al. 2009).

En la investigacion de Parish et al. (2003) los autores citan que como resultado de un analisis
cientifico realizado por Park y Beuchat en 1999 se demostré que clorito de sodio acidificado
tiene un efecto antimicrobiano importante sobre Escherichia coli O157:H7 y Salmonella spp.
inoculados en Cantaloupes, Honey Dews y espdarragos. Ellos obtuvieron una reduccién
alrededor de 3 Logio UFC/cm2. De igual manera se ha probado una mezcla de clorito de
sodio y acido citrico, que resulta mas soluble que el hipoclorito de sodio y con alrededor de

2,5 veces mas capacidad de oxidacion que el acido hipocloroso (Allende et al. 2009).

3.4.4.3. Perdxido de hidrégeno

El peroxido de hidrégeno (H203), ha sido sugerido como una alternativa para desinfectar
frutas y hortalizas frescas. Numerosos estudios experimentales han demostrado su eficacia
en la ampliacién de la vida util y la reduccién de las poblaciones microbianas naturales y
patdgenas en productos como: uvas, ciruelas, manzanas, naranjas, melones, tomates, chiles

y lechuga (McDonnell & Russell, 1999; Sapers, 2003b; Sapers, 2006).

Aunque el perdxido de hidrégeno esta clasificado por la FDA como GRAS para determinadas
aplicaciones en alimentos especificos, las actuales regulaciones de la FDA no permiten su
uso como agente de lavado, excepto cuando se usa en concentraciones bajas, en
combinacidn con acido acético para formar acido peroxiacético y cuando la fruta o vegetal
no vaya a consumirse crudo (Sapers, 2001; Sapers & Sites, 2003; Sapers, 2003b; Sapers,
2006).
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Se le considera un desinfectante ecolégico porque se degrada rapidamente a productos
inocuos: oxigeno y agua. Es efectivo contra virus, bacterias, levaduras y esporas. En general,
se observa una mayor actividad contra bacterias gram-positivas que gram-negativas

(McDonnell & Russell, 1999; Sapers, 2001).

Es un liquido claro e incoloro que esta comercialmente disponible en una variedad de
concentraciones que van del 3 al 90% (McDonnell & Russell, 1999). Actia como agente
oxidante no discriminador que ataca directamente el ADN, las proteinasy los lipidos, a pesar
de que las membranas de las bacterias permanecen intactas, es capaz de generar otros
citotoxicos oxidantes como radicales hidroxilo (FDA/CFSAN, 2001; Sapers, 2003b; Parish et
al. 2003; Qiang et al. 2005; Kumar et al. 2007; Artés et al. 2009).

El perdxido de hidrégeno tiene baja toxicidad, no es un veneno sistémico o mutagénico, sin
embargo los vapores que emana pueden causar inflamacién de las vias respiratorias. Las
soluciones diluidas (1-10%) son seguras a temperatura ambiente (Sapers, 2003b). En
algunos vegetales el uso de perdxido de hidrégeno es perjudicial debido a que dafia su

apariencia externa (Sapers, 2001).

La actividad esporicida de perdxido de hidrégeno junto con la rapida degradacién en agua
y oxigeno, lo hace un desinfectante conveniente para su uso en superficies en contacto con
alimentos (FDA/CFSAN, 2001; Parish et al. 2003; Qiang et al. 2005). Los niveles que se
manejan para el uso en alimentos oscilan en concentraciones entre 0,04-1,25%. Para
determinar concentraciones de H,0; entre 1-10% existen cintas reactivas que permiten

medir la concentracién del producto en la solucion (Sapers, 2003b).

El autor Sapers (2002) (2003b) realizé una serie de estudios en donde comprobé que si se
utiliza peroxido de hidrégeno en sistemas de lavado con cepillo la reduccién de la poblacién
es menor a 1 Logio UFC/g. Ademads, agrega que el producto es al menos tan eficaz como el

lavado con cloro vy, a diferencia del ultimo, no deja residuos potencialmente peligrosos.



57

3.4.4.4. Acido peracético

El acido peracético se considera un potente esporicida, bactericida, virucida, fungicida, en
concentraciones bajas hasta 0,3%; tiene una mayor estabilidad, es mas rapido, no depende
del pH y tiene menor toxicidad. Ademas, cuenta con la aprobacién de la FDA y en se
descompone en productos seguros acido acético y oxigeno (Mari et al. 1999; McDonnell &

Russell, 1999).

El acido peracético resulta efectivo para inactivar agentes patdgenos que estan presentes
en la solucién de lavado, para evitar la contaminacion cruzada. Actia desnaturalizando las
proteinas y enzimas celulares, ademas aumenta la permeabilidad de la pared celular debido

a que altera los enlaces de azufre (McDonnell & Russell, 1999; Hopkins & Thompson, 2003).

La eficacia del acido peracético como desinfectante para uso en productos frescos no se ha
investigado a fondo (Parish et al. 2003; FDA/CFSAN, 2001). Aun asi algunas investigaciones
sugieren que inhibe la germinacién de conidios, el grado de inhibicién depende de la
concentracion del producto y el tiempo de contacto. Los mejores resultados se observaron
con acido peracético a Img/ml y un tiempo de exposicion de al menos 2 min (Mari et al.

1999).

3.4.4.5. Acido peroxiacético

El 4cido peroxiacético es una mezcla de perdxido de hidrogeno y acido peracético que en
los ultimos afios ha sido probada como desinfectante, debido a que estos compuestos no
se consideran perjudiciales para el ambiente. Es efectivo en la reduccidén de bacterias y sus
esporas, hongos y levaduras (Cherry, 1999; Brifiez et al. 2006; Sapers, 2006; Artés et al.
2009).

Actualmente se aplica para la limpieza de superficies en concentraciones que van desde 85

a 300 ppm y la Administracién de Drogas y Alimentos (FDA) ha establecido un minimo de
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85 ppm de acido peracético para limpiar superficies donde se manipulen productos

alimenticios (Sapers, 2003b; Artés et al. 2009).

Debido a que el acido peroxiacético tolera factores como: temperatura, pH (de 1 a 8),
dureza del agua y la presencia de materia organica, su principal area de aplicacién es en el
sector de frutas y hortalizas. Para el tratamiento de la superficie de frutas o verduras, se
recomienda combinar formulaciones 11% perdxido de hidrégeno y 15% de acido peracético

a 80 ppm, seguido de lavado con agua potable (Artés et al. 2009).

3.4.4.6. Compuestos de amonio cuaternario

Los compuestos de amonio cuaternario pueden proporcionar un tratamiento eficaz en la
eliminaciéon de bacterias, sin afectar la integridad estructural del producto. El modo de
accién de estos compuestos en general implica una inactivacién de las enzimas productoras
de energia, desnaturalizacién de las proteinas celulares esenciales y la ruptura de la
membrana celular. En bajas concentraciones, son bacteriostaticos y en altas
concentraciones, son bactericidas (FDA/CFSAN, 2001; Parish et al. 2003; Walton et al. 2008;
Veldzquez et al. 2009).

Estos compuestos son surfactantes catidnicos inodoros, incoloros, estables a altas
temperaturas, no corrosivos, no irritantes para la piel y capaces de penetrar en contacto
con alimentos mas facilmente que otros desinfectantes. Su actividad antimicrobiana es
mayor contra hongos y bacterias gram-positivas que contra bacterias gram-negativas. De
esta forma Listeria monocytogenes es mds sensible a los amonios cuaternarios que

Salmonella spp., Escherichia coli o Pseudomonas spp. (Parish et al. 2003; FDA/CFSAN, 2001).

Los compuestos de amonio cuaternario no estan aprobados aun para su uso directo en
productos frescos y su utilidad es limitada, ya que serian utiles solo para frutas u hortalizas
que deban ser peladas antes de consumirlas (Parish et al. 2003; FDA/CFSAN, 2001; Cherry,
1999).
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Ejemplo de amonio cuaternario es el cloruro de benzalconio, agente antimicrobiano
sintético ampliamente usado como desinfectante en el tratamiento de lineas de proceso y
superficies en la industria alimentaria; a la vez que como antiséptico y desinfectante en
centros de salud y hogares. Su capacidad de agente tensoactivo proporciona una gran
capacidad de penetrar y adherirse a superficies porosas. Tiene actividad sobre los
biopelicula creados por las bacterias. En sus resultados Veldzquez et al. (2009) obtuvo que
dosis de 0,1mg/ml de cloruro de benzalconio aplicadas al lavado de tomates redujo la

poblacion de Escherichia coli 0157:H7 en 2,06 Logio.

De igual manera el cloruro de cetilpiridina (CPC), es un surfactante catiénico, con carga
positiva, que reduce la tension superficial del agua en superficies hidrofébicas. Su féormula
molecular es C,1H3sNCl, tiene un peso molecular es 340. El CPC es un ingrediente comun en
enjuagues bucales, pastas de dientes y pastillas para la garganta (Singh et al. 2005; Beers et

al. 2006; Bai et al. 2007; Araya Rodriguez et al. 2008).

A principios de 2004, el CPC fue aprobado por la FDA para su uso en las canales de aves
precongeladas (Singh et al. 2005) (Bai et al. 2007) (Araya Rodriguez et al. 2008). Canales
consideradas visiblemente contaminadas, pero tratada con CPC tuvieron significativamente
conteos mas bajos de todos los organismos evaluados. Se obtuvo una reduccién entre 2-
2,5Log10 en el recuento de meséfilos aerobios; entre 1,2-1,6Logl0 de reduccidon en
Escherichia coliy una reduccion de 0,6-1,2Log10 en coliformes y Campylobacter spp. (Beers

et al. 2006; Singh et al. 2005).

3.4.4.7. Compuestos yodados

Los compuestos yodados son una combinacién de yodo elemental y agentes tenso-activos
no ionicos, utilizados como desinfectantes para alimentos y equipos en la industria (Parish

et al. 2003; FDA/CFSAN, 2001).
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Cabe mencionar que estos compuestos estan aprobados para el contacto directo con
alimentos. No obstante su aplicacion es limitada debido a que puede ocurrir una reaccién
entre el yodo y el almidén del vegetal que da como resultado un color azul-morado,

inadecuado para la calidad visual (Parish et al. 2003; FDA/CFSAN, 2001).

El yodo es bactericida, fungicida, viricida y esporicida, tiene un amplio espectro de actividad
antimicrobiana. Estos compuestos llamados también yoddéforos, son menos corrosivos que
el cloro a bajas temperaturas y son menos voldatiles e irritantes para la piel que otros tipos

de soluciones (McDonnell & Russell, 1999; FDA/CFSAN, 2001; Parish et al. 2003).

La accién antimicrobiana del yodo es rapida, incluso en bajas concentraciones, pero el modo
de accion exacto se desconoce. El yodo penetra rdpidamente dentro de los
microorganismos y ataca los principales grupos de proteinas, nucledtidos y dcidos grasos,

gue conllevan a la muerte celular (McDonnell & Russell, 1999).

3.4.4.8. 0Ozono

El uso de agua ozonizada se ha sugerido como una alternativa interesante, debido a su
eficacia en bajas concentraciones y tiempos de contacto cortos, ademas no produce
residuos toxicos (Richardson et al. 1998; Smilanick et al. 1999; Selma et al. 2008; Artés et

al. 2009).

En 1997, un panel de expertos examind la seguridad y el potencial de uso del ozono en el
procesamiento de alimentos y lo declaré GRAS para aplicaciones de contacto con alimentos

(Smilanick et al. 1999; Selma et al. 2008; Artés et al. 2009).

El ozono es un tratamiento eficaz para inactivar bacterias, hongos, virus y protozoos en el
agua para hacerla potable (FDA/CFSAN, 2001; Parish et al. 2003). Es una molécula inestable
de tres atomos de oxigeno (0s), formado por la adicion de un dtomo de oxigeno a una

molécula biatdomica (Artés et al. 2009).
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El ozono se caracteriza por ser un reactivo muy fuerte, de alta penetracién y su espontanea
descomposicién a oxigeno gaseoso lo hace viable para su uso como desinfectante de
alimentos (Qiang et al. 2005). Actua como un oxidante fuerte muy efectivo, es casi insoluble
en agua y su actividad desinfectante no se ve afectada por niveles de pH entre 6 y 8 (Suslow,
2002). Destruye los microorganismos mediante la oxidacion de los componentes vitales de
la célula, evitando el crecimiento microbiano y ampliando la vida util en muchas frutas y

verduras (Artés et al. 2009).

El ozono puede provocar corrosidon en metales y otros equipos de procesamiento, tiene un
costo elevado, es dificil de medir y controlar en medios donde la carga organica es elevada
(Suslow, 2002; FDA/CFSAN, 2001; Parish et al. 2003). Debido a su fuerte actividad oxidante,
el ozono puede causar dafios fisiolégicos en los productos frescos (Parish et al. 2003;

FDA/CFSAN, 2001).

Su uso como agente antimicrobiano ha sido poco estudiado, sin embargo algunos autores
han reportado su capacidad en la inactivacidn de bacterias patégenas en algunos productos
vegetales (Parish et al. 2003; FDA/CFSAN, 2001). Por ejemplo Qiang et al. (2005) aseguran
gue el ozono ha sido estudiado para inactivar bacterias como: Salmonella spp., Escherichia
coli 0157:H7 y Listeria monocytogenes en diferentes alimentos como: lechuga, pimienta
negra en grano y molida, sidra de manzana y jugo de naranja, manzanas, fresas, meldn,

pepinos, repollo y carne de res.

3.4.4.9. Acidos orgénicos

Los acidos organicos pueden poseer capacidad bactericida. La accién antimicrobiana de los
acidos organicos se debe a la reduccién del pH en el medio ambiente, la interrupcién del
transporte y permeabilidad de la membrana, la acumulacidn de aniones y una reduccion en
el pH celular interno por la disociacion de los iones de hidréogeno del acido (Parish et al.

2003; FDA/CFSAN, 2001; Sapers, 2006; Velazquez et al. 2009).
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Muchos tipos de productos, especialmente frutas, naturalmente poseen concentraciones
significativas de acidos organicos como el acético, benzoico, acido citrico, malico, sérbico,
succinico, tartarico, que afectan negativamente a la viabilidad de las bacterias
contaminantes (Parish et al. 2003; FDA/CFSAN, 2001). Diferentes concentraciones de acido
lactico solo o en combinacidn con otros productos quimicos han demostrado ser eficaces

en la eliminacién de bacterias patégenas (Velazquez et al. 2009).

3.4.4.10. Métodos fisicos de desinfeccidon

La aplicacién de agua caliente o vapor de agua en la superficie de frutas y hortalizas frescas
pueden utilizarse para pasteurizar el producto siempre que la transferencia de calor sea
capaz de llegar a los sitios donde se adhieren los microorganismos (Sapers, 2001;

FDA/CFSAN, 2001; Parish et al. 2003; Ukuku, 2006; Annous, 2007).

El uso de agua caliente resulta mas efectivo en la reduccién de patdgenos que el uso de
desinfectantes quimicos. No obstante el tratamiento con calor produce efectos adversos
sobre el color, textura y sabor lo cual limita la utilidad del tratamiento. Puede ser util en
productos frescos precortados o jugos no pasteurizados, donde la apariencia exterior pierde

importancia (FDA/CFSAN, 2001; Sapers, 2001; Parish et al. 2003; Ukuku, 2006).

Para el caso de meldn, el uso de agua caliente como método para descontaminar resulta
mas eficaz que el lavado. La inmersidn en agua caliente consigue reducciones significativas
(2 5 Logio UFC) en la poblacion de Salmonella spp. cuando la fruta fue tratada a 76 °C
durante 3 minutos. Los melones toleran tratamientos cortos de agua caliente sin sufrir

dafios y manteniendo su vida util (Sapers, 2001; Annous et al. 2004; Annous, 2007).

Otras condiciones térmicas que favorecen la reduccién de patdégenos en meldn son: la
exposicidon a la luz natural en condiciones de baja humedad, segun Suslow (2004a) reduce

en un 99% las células viables de microorganismos. Mantener la cadena de frio puede
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disminuir el crecimiento de microorganismos en la superficie de meldén (Annous et al.

2005b).

La irradiacién es también una opcién para reducir o eliminar la contaminacién en frutas y
hortalizas. Tratamientos con una dosis media, es decir de 1 a 10 kGy, pueden reducir
poblaciones microbianas incluyendo patégenos de alimentos. La letalidad de la irradiacién
depende de cual sea el objetivo (insectos o microorganismos), las condiciones del producto
y de factores ambientales. Cabe sefialar que los productos tratados con dosis por encima
del nivel de 1 kGy no pueden utilizar el término "fresco" (Parish et al. 2003; FDA/CFSAN,
2001).

Por otra parte el tratamiento con luz ultravioleta ofrece varias ventajas a los procesadores
de alimentos, ya que no deja ningun residuo, no tiene restricciones legales, es facil de usar
y es letal para la mayoria de los tipos de microorganismos y no requiere un gran equipo de
seguridad que deben aplicarse. Sin embargo, se necesita mas investigacion para optimizar

su uso (Artés et al. 2009).
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1. Localizacién del proyecto

El proyecto se desarrolld en dos sitios diferentes. Las pruebas de desinfeccidn, infiltracion y
analisis microbioldgicos se hicieron en el Laboratorio de Microbiologia del Centro Nacional
de Ciencia y Tecnologia de Alimentos (CITA), en la Universidad de Costa Rica. Las pruebas
de registro y levantamiento de informacion se hicieron en la planta empacadora de melones

en Finca La Cueva, ubicada en Liberia, Guanacaste.

4.2, Empresa donde se realizé el proyecto

Finca La Cueva pertenece a la empresa Corporacion de Desarrollo Agricola Del Monte S.A.
Estd ubicada al norte de la ciudad de Liberia en la provincia de Guanacaste;,
geograficamente se localiza 10°41'38"° latitud norte y 85° 29'40" longitud oeste. Esta finca
se ha dedicado principalmente a la produccion y exportacion de meldn (Cucumis melo)
principalmente del tipo Cantaloupe, aunque también ha cultivado otras clases de melén

como Galia, Honey Dew y Harper.

4.3, Materiales

4.3.1. Pruebas de registro

Se trabajé con los equipos de medicion utilizados y suministrados por la empresa. Un
colorimetro COLORQ Pro7 Cddigo 2056 de la empresa LaMotte para las lecturas de cloro
libre. Ademas, un medidor del Potencial de Oxido-Reduccion (ORP), marca Ultrameter™,
modelo 3P, de compaiiia MYRON L Company, para las lecturas de Oxidacién-Reduccion en

el agua de la pila.

También se utilizé un registrador de pH de la marca Spectrum Technologies, Inc. en las
mediciones de pH en laboratorio y un medidor de la marca Hanna Instruments, modelo

HI198128 que se utilizé en los registros in situ de pH y temperatura del agua de lavado. De



65

igual manera, un termémetro digital de sonda, resistente al agua, modelo Flash Check®

11063 de la marca Delta Trak, para la mediciones de la temperatura de pulpa.

4.3.2. Pruebas de laboratorio

Se utilizaron melones Cantaloupe de primera calidad y con un tamafio similar (1,5 kg, 14 y
15 cm de didmetro ecuatorial y polar, respectivamente). Para la preparacién de las
disoluciones de desinfeccidn se utilizé hipoclorito de calcio al 68% HTH® y baldes plasticos
de 10 litros, para simular la desinfeccion por inmersién. Los desinfectantes alternativos
usados fueron Cecure®, Tsunami®100, Des46®, IOFEC®20 PLUS y Kilol® DF-100, tal como se

describen en el Cuadro 1.

Cuadro 1. Descripcién de los desinfectantes a utilizados

Nombre Dosis a
. Ingrediente Activo Fabricante Distribuidor Local
Comercial Evaluar
Cloruro de GLOBAL KEMICAL
CECURE® 0,5% SAFE FOODS
cetilpiridinio (CPC) S.A

TSUNAMI®100 Acido Peracético 80 ppm ECOLAB ECOLAB C.R.

Perdxido de
DES46® 1% ECO2CLEAN FERTINAZEL S.A

Hidrégeno
p-nonilfenil

IOFEC®20 PLUS 5 ml/L LAQUINSA TRISAN AGRO

polietoxietanol
KILOL® DF-100 Extracto de
2,5 ml/L CITROBIO AGROPRO
11SL semillas de citricos
HIPOCLORITO
Hipoclorito de
DE CALCIO HTH® 200 ppm ARCH ARCH
calcio
68%
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En el caso de la inoculacién y recuento se utilizé6 Agar MacConkey y Agar XLD como medio
de cultivo, Peptona Bacteriolégica para el agua peptonada, tiosulfato de sodio ACS, Tween
80 y Lecitina granular como neutralizantes. Ademas, se utilizé placas Petri pldsticas, bolsas
Stomacher y puntas para micropipetas, tablas de cortar, cuchillos y tenedores estériles,
micropipetas y demas cristaleria de laboratorio necesaria. Como indculo se utilizé
Escherichia coli ATCC 25922, como cepa de estudio porque no es toxigénica, y Salmonella

Typhimurium ATCC 14028 (cepa patdgena).

En todos los casos, el método de inoculacion que se utilizé fue demarcar un drea de 25 cm?
(5 cm X 5 cm) donde se colocd el inéculo. Una vez aplicados los tratamientos respectivos,
se extrajo el area inoculada y se procedid a determinar el recuento o la reduccion
logaritmica, en la pulpa o la cascara, segin fuese el caso. Autores como Annous et al.
(2005a) explican que se puede inocular la fruta completa o solamente una parte, segln sus

investigaciones en meldn, los resultados obtenidos son similares para ambos métodos.

4.4. Metodologia

4.4.1. Determinacion del limite critico de temperatura en la etapa de lavado

Se utilizaron los registros de temperatura de pulpa y agua de lavado existentes. En total, las
ultimas ocho temporadas en el caso de la fruta y de los ultimos dos afios en el caso de la
temperatura del agua de lavado. Estos provienen de la informacién que registra

diariamente el personal de control de calidad de la planta empacadora.

Ademas, se utilizo el histérico de temperatura ambiental de la regién, como comparativo
para los resultados obtenidos. Los datos ambientales se tomaron de la pagina web del
Instituto Meteoroldgico Nacional, especificamente de los datos que se recopilan en la
estacion ubicada en el Aeropuerto Internacional Daniel Oduber (10°35 N; 85°32 O vy altitud

80 msnm), la mds cercana al lugar.
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La medicion de temperatura de pulpa se realizdé con un termdémetro digital de sonda. El
protocolo para medicién en meldn establece que la sonda debe introducirse en la pulpa
entre 2-3 cm y se debe dejar que la lectura del termdmetro se estabilice. El muestreo se
hace en el momento en que un nuevo lote de meldn llega a la planta y antes de someter la
fruta al proceso. Se muestrean diez frutas de cada lote y la hora dependerd del momento

de ingreso del lote al proceso.

Con estos datos se pretendié determinar si existen diferencias en la temperatura de pulpa
del meldn dependiendo del mes del afio en que se coseche, con el fin de establecer si existe
un mes critico. De esta forma se puede definir un limite critico para la temperatura maxima

de pulpa y asociar estos resultados con los obtenidos en los apartados 4.2.y 4.3.

La temperatura del agua de lavado se determiné a través de un medidor de pH que
adicionalmente registra la temperatura de la solucién; la lectura se tomaba cada hora
durante la jornada de trabajo, ya que es la frecuencia con la que se monitorean todos los
parametros relacionados con la solucidn de lavado y desinfeccidn. Esta informacién se

utilizd para establecer un diferencial de temperatura entre solucién de lavado y la fruta.

Los datos de temperatura de pulpa y temperaturas de agua de lavado se organizaron por
medio de un disefio irrestricto al azar. En el caso de la temperatura de pulpa con ocho
repeticiones y cinco tratamientos, mientras que para el agua de lavado fueron dos
repeticiones y cinco tratamientos. Las temporadas representan las repeticiones del diseiio
y los tratamientos los meses que conforman la cosecha anual. Los resultados obtenidos,
para ambos casos, se analizaron individualmente por medio de un histograma de
distribucién de frecuencia, que permitié determinar la temperatura de pulpa mdaxima en
todas las temporadas y con ello se pudo establecer el limite critico para la temperatura de

la pulpa.

De igual manera, este analisis permitio identificar la temperatura minima de la solucién de

lavado y desinfeccion. Con esta informacién, fue posible determinar el diferencial de
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temperatura (AT) maximo que podria ocurrir entre la soluciéon de lavado y la de la fruta y

con esta informacidn definir los parametros a evaluar en los apartados 4.2. y 4.3.

En el caso de la temperatura de pulpa, se aplicé un andlisis de varianza para medir el efecto
del mes sobre la temperatura del meldn, con el objetivo de establecer si existen diferencias
significativas en la temperatura debida a los meses. Cuando se presentaron diferencias
significativas se realizd una prueba de comparaciéon de medias Tukey para determinar el
mes critico. Para este anadlisis estadistico se utilizé el programa JMP 5.0.1 y se trabajé con

un nivel de significancia a igual a 0,05.

4.4.2. Determinacion cualitativa de los posibles puntos de infiltracion de

microorganismos en melon.

Se colocaron 10 melones enteros y sanos en una incubadora a 452C hasta que alcanzaron
dicha temperatura. Una vez logrado lo anterior, se procedié a sumergir los melones en agua
a 202C adicionada con 50ml de azul de metileno (en una relacién de 8 litros de agua por
meldn), por 10 minutos (mdximo tiempo que permanecen en la pila de lavado en la Planta

Procesadora de Finca La Cueva).

Una vez terminado el periodo de inmersidn y para evaluar cualitativamente los puntos de
infiltracion, los melones se partieron cuidadosamente, realizando cortes meridionales del
pedunculo hacia la cicatriz floral. Los cortes se hicieron fina y cuidadosamente con el fin de
determinar como positiva la infiltracion si habia presencia de coloracién azul en algin punto

al menos 3 mm de pulpa debajo de la céscara.

4.4.3. Determinacion del efecto de la temperatura de la pulpa sobre la infiltracion

inmediata de Salmonella en melon.

Se utilizé la cepa de Salmonella Typhimurium ATCC 14028, la cual se crecio a partir de un

cultivo congelado en Caldo Infusién Cerebro Corazén con un 15% de glicerol en agar XLD, el
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cual se incubd por 48 h a 352C. De este cultivo se tomd una azada y se inoculé un tubo con
Caldo Tripticasa Soya que se dejé incubando por 18 horas a 352C. Este nuevo cultivo se
utilizd para inocular la zona mas propensa a infiltraciéon en el meldn determinada en la
seccion 4.2. Para ello se aplicaron 100 ul del inéculo por microgoteo con una micropipeta,

en un drea demarcada de 25 cm?.

El recuento de este cultivo utilizado para inocular se determind por plateo por vaciado. Para
ello se tomd 1 mL del indculo y se realizaron 7 diluciones decimales, las cuales se platearon

en agar XLD incubando por 48 horas a 352C.

La inmersidn se realizé respetando la proporcién que simula la relacion entre el volumen
de la pila y la fruta, es decir, un volumen de 8 litros de agua para melones de 1,5 kg

aproximadamente.

Se utilizé un disefio irrestricto al azar de 3 tratamientos representados por 3 temperaturas
de pulpa diferentes (15°C, 30°Cy 45°C) y con 5 repeticiones para cada tratamiento. Se tomd
un meldn inoculado, el cual fue sumergido en agua de lavado a 30 2C por 10 minutos. Lo
mismo se realizdé con un meldén para temperaturas de pulpa de 152C y 459C, y de igual

manera para cada una de las repeticiones.

Luego de la inmersion por 10 minutos, de cada meldn se corté un trozo asépticamente, por
los bordes exteriores a la zona inoculada. A este trozo se le removié cuidadosamente la
cascara donde se colocé el inéculo. El trozo de pulpa restante se colocé en una bolsa estéril
con una solucién de 225 mL de agua peptonada y se homogenizd. Posteriormente se
realizaron diluciones decimales hasta 10°° utilizando agua peptonada. Se montd por vaciado
y por duplicado cada dilucidn utilizando agar XLD. Las placas se incubaron durante 48 horas

a 35 2Cy se procedi6 a realizar la lectura.

A los resultados del recuento de Salmonella se les realizé un andlisis de variancia (ANDEVA)

con el fin de determinar si el factor temperatura influye sobre la infiltracién y el recuento.
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Se aplicé la prueba de comparacion de promedios de Tukey para evaluar las diferencias de
recuento para las tres temperaturas. Para este analisis estadistico se utilizé el programa

JMP 5.0.1y se trabajo con un nivel de significancia a igual a 0,05.

4.4.4. Determinacion del efecto de la temperatura de la pulpa sobre la infiltracion

de Salmonella sp en meldén después de 48 horas de almacenamiento.

Se utilizdé el mismo disefio y se siguié el mismo procedimiento descrito en la seccién 4.3.,
excepto que luego de la inmersion por 10 minutos, los melones se colocaron en

refrigeracion a 4 2C por 48 horas.

Después de cumplidas las 48 horas en refrigeracion, cada meldn se cortd asépticamente,
por los bordes exteriores a la zona inoculada, hasta obtener el trozo del melén cuya cascara

fue inoculada.

4.4.5. Comparacion de la reduccion microbiolégica de Escherichia coli con 5

productos desinfectantes.

Para reproducir las condiciones del proceso se siguio el esquema de proceso que se describe

a continuacion:

Lavado de la fruta: Se hizo simulando la etapa de lavado de la fruta y se utilizé agua potable

por un tiempo de tres minutos y medio para retirar la materia organica que trae la fruta del

campo.

Secado: las frutas se dejaron secar al ambiente para poder realizar la inoculacion.

Preparacion del inéculo: se utilizd6 una cepa de Escherichia coli ATCC25922, la cual se

conserva congelada en Caldo Cerebro Corazén con 10% de glicerol. La cepa se descongeld
a 5°Cy se paso a un tubo de ensayo con caldo nutritivo. La cepa se incubd a 37°C por 24 o

48 horas hasta que recuperd las caracteristicas originales. Una vez alcanzada esta condicién,
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la cepa se rayd en una placa con agar estandar y se incubd a 37°C por 16 horas. Luego se
prepard un patron McFarland de 0,5 (patrén de turbidez conocida) que equivale a una carga

aproximada de 1X108 UFC, utilizando agua salina al 0,85%.

Determinacion de la carga inicial, recuento de la cepa: Se tomé 1 mL del indculo y se

realizaron 7 diluciones decimales. Cada dilucién se monté por duplicado en agar estandar,
segln la metodologia descrita para recuento total por el Bacteriological Analytical Manual

(FDA, 1998).

Inoculacién: Una vez que se conocidla carga inicial del indculo, se realizé la inoculacion de
la fruta, ésta se hizo en un area de 25 cm? que previamente se demarcd. Para ello se
colocaron 100 pL del in6culo como microgotas que fueron distribuidas uniformemente en

el area demarcada y se dejé secar al ambiente.

Desinfeccién: Se simularon las condiciones de desinfeccidon de la empresa. Para ello se
determind la relacién entre volumen de la solucién desinfectante y la cantidad de meldn.
Dicha relacién se establecié en 8 litros de solucién para melones con un peso aproximado
de 1,5Kg. Esta relacion se conservé en todas las pruebas a realizar y se hizo la desinfeccién
por inmersion. Ademas, en el caso de los desinfectantes alternativos, se respetd el tiempo
de contacto y la concentracién recomendados por el proveedor de cada producto. Los
tratamientos evaluados se describen en el Cuadro 2. También se unificaron las condiciones
de pHy temperatura, para todos los tratamientos. Estos pardmetros se mantuvieron en 6,5

y 25°C respectivamente.

Recuento de Escherichia coli: Se cortd el drea demarcada de 25 cm? de la cdscara de la fruta

con un bisturi estéril y se colocd en una bolsa estéril. Se agregaron 225 mL de solucién de
agua peptonada neutralizante y se homogenizd. Se realizaron diluciones decimales hasta
10 utilizando agua peptonada. Se monté por vaciado y por duplicado cada dilucién
utilizando agar Mac Conkey. Las placas se incubaron durante 24 horas a 44,5°Cy se procedid

a realizar la lectura.
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Reduccién conseguida: Se calculd la reduccion lograda por cada desinfectante evaluado.

Para ello, al recuento inicial en Logio/cm? se le restd el recuento final en Logio/cm?.

Se siguid un disefio irrestricto al azar, donde cada uno de los desinfectantes fue un
tratamiento y con cinco repeticiones de cada uno. Los resultados obtenidos para cada uno
de los tratamientos, con respecto a reduccién microbioldgica, se evaluaron con un analisis
de varianza para determinar si existen diferencias en las reducciones debidas al tipo de
desinfectante. Se utilizé una prueba de comparaciéon de medias de Tukey para comparar las
reducciones en el caso de que hubiese significancia. Para el andlisis estadistico se utilizé en

programa JMP 5.0.1 y se trabajo con un nivel de significancia a igual a 0,05.

Cuadro 2. Tratamientos a evaluar como desinfectantes alternativos

Tratamiento | poginfectantes | Concentracion y tiempo
1 CLORO 200 ppm/15s
2 TSUNAMI 100 80 ppm/15 s
3 DES46 1%/15 s
4 CECURE 0.5% /15 s
5 KILOL 2.5ml/L/15s
6 IOFEC S5ml/L/15 s

4.4.6. Determinacion del limite critico de concentracion de cloro en la etapa de

desinfeccion

Para reproducir las condiciones del proceso, se siguié el mismo procedimiento descrito en
el apartado 4.5. (a-g). En el caso del calculo de la reduccién de Escherichia coli lograda para
cada concentracidn de cloro, al recuento inicial en Logio/cm? se le restd el recuento final en

Logio/cm?.
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Para este objetivo se siguié un disefio irrestricto al azar con cinco repeticiones y siete
tratamientos; el tiempo de contacto para cada tratamiento fue de 15 s (es el tiempo
promedio que permanece la fruta en la pila de desinfeccién). Los tratamientos evaluados
fueron 7 diferentes concentraciones de cloro, utilizando 0 ppm como testigo absoluto y
aumentando hasta llegar a 200 ppm de cloro libre que es el limite permitido por la FDA,;
ademas se incluyeron 5 ppm y 20 ppm ya que estos valores son, respectivamente, el limite
critico y operacional que se utiliza actualmente. Al final se evaluaron: 0 ppm, 5 ppm, 20

ppm, 50 ppm, 100 ppm, 150 ppm y 200 ppm de cloro libre en la solucién.

Los resultados obtenidos para reduccién microbiolégica con cada una de las
concentraciones de cloro, se evaluaron a través de un analisis de varianza, para establecer
la significancia de la concentracién sobre la reduccién de Escherichia coli. Se utilizé6 una
prueba de separacion de medias de Tukey para comparar las reducciones en el caso de que
hubiese significancia. Para el analisis estadistico se utilizd el programa Jump 5.0.1 y se

trabajé con un nivel de significancia a igual a 0,05.

Adicionalmente, de manera preliminar se incluyé una evaluaciéon de la reduccién de
Salmonella Typhimurium ATCC 14028, siguiendo el mismo procedimiento del apartado 4.5.
(a-g), excepto en el apartado c donde se utilizé la descripciéon del apartado 4.3 (a). La

reduccion se calculd de igual manera que para Escherichia coli.

En este caso se aplicd un diseio irrestricto al azar con cinco repeticiones y tres tratamientos;
el tiempo de contacto para cada tratamiento fue de 15 segundos. Los tratamientos
evaluados fueron tres diferentes concentraciones de cloro, utilizando 0 ppm como testigo
absoluto, 100 ppm como concentracion media y 200 ppm de cloro libre que es el limite

permitido por la FDA.

Los resultados obtenidos para reduccion microbioldgica con cada una de las
concentraciones de cloro, se evaluaron a través de un analisis de varianza, para establecer

la significancia de la concentracién sobre la reduccién de Salmonella Typhimurium ATCC
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14028. Se utilizé una prueba de comparacion de medias de Tukey para comparar las
reducciones en el caso de que hubiese significancia. Para el andlisis estadistico se utilizé el

programa Jump 5.0.1 y se trabajé con un nivel de significancia a igual a 0,05.

4.4.7. Determinacion de la frecuencia de monitoreo del cloro libre y de

dosificacion de cloro.

Para este ensayo se tomaron lecturas de cloro libre (ppm) de la pila de desinfeccion de la
planta procesadora. Se iniciaron las lecturas antes de que arrancara el proceso y se terminé
cuando no se registré cloro en la solucion o al final del proceso. La frecuencia entre estas
mediciones fue de 10 minutos a partir del momento de inicio. Durante la evaluacidn, se
procurdé mantener el pH dentro del rango que se recomienda en la literatura 6 — 7. Para ello

se realizaron aplicaciones de acido citrico cuando los niveles de pH eran mayores de 7.

Para la lectura del cloro libre, se utilizé el equipo colorimetro COLORQ Pro7 Cddigo 2056.
Este equipo tiene capacidad para medir cloro libre hasta 10 ppm. En condiciones normales,
tanto la pila de prelavado como la de lavado se mantienen en niveles superiores, razén por

la cual fue necesario hacer una dilucién de 1 en 10 para las mediciones de cloro libre.

Una vez efectuada la dilucidn se siguio el procedimiento correspondiente para el equipo. Se
colocd la muestra en el tubo de ensayo y éste se insertd en el Color Q y se apreté el botdn
para encender el equipo. Cuando aparecieron las letras bLA (en la pantalla) se presioné el
botén una vez mas, para que el equipo llevara a cabo la calibracién del blanco. Una vez que
el equipo midié el blanco aparecieron las iniciales FCL (free chlorine). En este momento se
retird el tubo de ensayo y se afiadieron los reactivos, primero 5 gotas del reactivo 1A y
después 5 gotas del reactivo 1B. Seguidamente se tapd el tubo y se agitd 3 veces, se volvid
a colocar el tubo en el Color Q y se presiond el botdn para obtener la lectura de cloro libre.
El resultado obtenido se multiplicé por 10, porque se realizd una dilucion de 1 parte de la

muestra en 10 partes de agua destilada.
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En este caso se siguid un disefio irrestricto al azar donde los tratamientos fueron los
diferentes tiempos de lectura (cada 10 minutos) y las repeticiones los dias en que se
hicieron las mediciones. En total se realizaron seis repeticiones de esta prueba, unavezala
semana por espacio de seis semanas. A los datos obtenidos se les aplicé un andlisis de
regresion para determinar el tiempo en que se agota el cloro y para el andlisis estadistico
se utilizd el programa JMP 5.0.1. Ademas, se trabajé con un nivel de significancia a igual a

0.05.

4.4.8. Determinacion de la correlacion entre milivoltios medidos con ORP y cloro

libre medido con Colorimetro

Para este ensayo se tomaron lecturas de cloro libre (ppm) y potencial de 6xido/reduccién
(mv) de la pila de desinfeccion de la planta procesadora. Se iniciaron las lecturas antes del
arranque del proceso y se termind hasta que se agotara el cloro o finalizara el proceso. La
frecuencia entre estas mediciones fue de 10 minutos a partir del momento de inicio y las
lecturas se hicieron de manera simultanea, tomando una muestra del agua de la pila que

sirvié para las dos mediciones.

Lectura de cloro libre: se hizo igual que como se cita en el apartado 4.7.

Lectura del potencial de oxidacién - reduccidn: Para esta lectura se utilizd en equipo

Ultrameter™ modelo 3P. Este dispositivo tiene una cavidad que contiene el electrodo que
hace la lectura. En esta cavidad se colocaron 5 gotas de la muestra tomada de la pila de
desinfeccion. Una vez colocada la muestra se encendio el equipo y se esperd a que la lectura

se estabilizara para registrarla (entre 30 y 45 segundos).

En este caso se siguié un disefio irrestricto al azar donde los tratamientos fueron los
diferentes tiempos de lectura y las repeticiones los dias en que se hicieron las mediciones.
En total se realizaron seis repeticiones de esta prueba, una vez a la semana por espacio de

seis semanas. Los datos obtenidos se evaluaron mediante un analisis de correlacion de
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datos ORP vs Cloro libre, para determinar si existe asociacidon entre ambas lecturas y poder
recomendar cual se debe utilizar o si se puede predecir una midiendo la otra. Para el analisis
estadistico se utilizé el programa JMP 5.0.1. y se trabajé con un nivel de significancia a igual

a 0,05.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1. Determinacion del limite critico de temperatura en la etapa de lavado

Una vez analizados los registros acumulados por la empresa, fue posible establecer
pardmetros de referencia para las pruebas posteriores (Cuadro 3). Entre ellos, la
temperatura de pulpa maxima alcanzada durante ocho afios fue de 45,7°C, mientras que en
el agua de lavado el registro minimo en dos afios fue de 20,1°C, por lo que es posible
establecer un AT mdximo de 25,6°C. Sin embargo, en el mismo cuadro es posible identificar
gue en promedio la variacion de las temperaturas de pulpa y agua de lavado no es

estadisticamente diferente.

Cuadro 3. Temperaturas maximas, promedio y minimas de pulpa y agua de lavado,

registradas in situ entre 2006 — 2014. Finca La Cueva, Liberia, Guanacaste.

Parametros Temperatura °C
Pulpa de Agua de
Melon lavado
Maximo 45,7 30,0
Promedio 29,0 26,7
Minimo 15,5 20,1

Al realizar el histograma de frecuencia para los registros de temperatura de pulpa (Figura
2), fue posible establecer que la mayoria de los valores registrados se mantienen entre los
20 y 40°C, solamente un porcentaje muy bajo, cercano al 5%, ronda los extremos superior

e inferior.

En caso de que ocurriesen en conjunto los extremos de ambas condiciones, este 5% podria
representar un peligro para la inocuidad de la fruta; por tanto, los controles de Ia
temperatura de pulpa y del agua de lavado se consideran y sugieren como necesarios para

prevenir situaciones de riesgo, a través de medidas que minimicen el peligro.
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Figura 2. Histograma de frecuencia, para distribucion de la temperatura de pulpa del melén,

tipo Cantaloupe, cosechado en Finca La Cueva, Liberia, Guanacaste entre 2006 — 2014.

De acuerdo con el analisis de varianza realizado y como se muestra en la Figura 3 y el Cuadro
4, para los registros de temperatura de pulpa, el mes de abril es significativamente diferente
a enero, febrero y marzo, registrando las temperaturas mas altas de la temporada; por
tanto, es posible considerarlo como critico en el proceso de lavado y desinfeccion del

meldn.
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Figura 3. Promedio mensual de temperatura de pulpa, melones tipo Cantaloupe

cosechados en Finca La Cueva, Liberia, Guanacaste; entre 2006 — 2014.
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Es importante mencionar que el mes de mayo no es estadisticamente diferente a ninguno
de los meses; no obstante, los registros correspondientes a este mes pertenecen
mayoritariamente a los primeros cinco dias del mes, debido a que la ventana de exportacién
de meldn se cierra entre los Ultimos dias de abril y los primeros de mayo, por lo que los dias
de mayo que se coseche y empaque meldn también deben considerarse criticos para

temperatura, al igual que el mes de abril.

Cuadro 4. Promedio mensual de temperaturas de pulpa, para meldn tipo Cantaloupe en

Finca La Cueva, Liberia, Guanacaste; entre 2006 — 2014.

Mes Temperatura de Pulpa °C
Enero 28,073 + 0,004 A
Febrero 28,905 + 0,004 B
Marzo 28,983 + 0,004 B

Abril 30,214 + 0,004 ©

Mayo 29,23 £ 0,01 A8¢

a Promedios % IC al 95%

b Promedios con letras distintas son significativamente diferentes (a=0,05)

Si se compara la informacién analizada con los datos reportados en el sitio web del Instituto
Meteorolégico Nacional, Figura 4, es posible confirmar que los registros de la finca
coinciden con los datos nacionales, siendo los meses de marzo y abril los mas calientes v,
por tanto, criticos para el tema de infiltracion. Nuevamente, el promedio del mes de mayo
registrado difiere del reportado a nivel nacional, porque solamente se cosecha melén

durante los primeros dias del mes.
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Figura 4. Temperatura maxima mensual para la zona de Liberia, reportada por el Instituto
Meteoroldgico Nacional. Estacion meteoroldgica del Aeropuerto Daniel Oduber Quirds:

10°35 N; 85°32 O y altitud 80 msnm. Liberia, Guanacaste.

Debido a que durante los meses de abril y mayo la temperatura de pulpa en el melén podria
sobrepasar los 40°C, especialmente en horas cercanas al medio dia, es fundamental que se
monitoree cuidadosamente la temperatura en las pilas de lavado de fruta, para establecer
si el diferencial térmico favoreceria o no la infiltracion en esta época. Por esta razén, la
temperatura de pulpa debe considerarse como critica y, por tanto, deben tomarse medidas
preventivas que minimicen o reduzcan el riesgo, principalmente durante los meses de abril
y mayo. Acciones que permitan proteger al producto de la radiacion y controles estrictos
sobre la temperatura del agua de lavado, podrian ser utiles. Por ejemplo: cubrir las carretas
gue transportan la fruta con sardn u otros materiales que minimicen la exposicién de los

melones a la radiacion.

5.2. Determinacion cualitativa de los posibles puntos de infiltracion de

microorganismos en melon.

Esta prueba se realizd con la intencion de determinar los posibles puntos de infiltracién de

bacterias patégenas al interior de la fruta. Para ello se definié un AT extremo de 25°C,
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basado en los resultados de temperaturas maximas de pulpa y minima de la solucién de

lavado, obtenidos y descritos en el apartado anterior (Cuadro 3).

Previamente se evalud la forma de sumergir y mantener sumergido el melén y también el
tiempo requerido para que la fruta alcanzara los 45°C en la incubadora. En la incubadora
solamente se podian introducir 5 melones, por lo que fue necesario realizar tres
evaluaciones diferentes (4-4-2) ya que en todos los casos era necesario introducir una fruta
adicional para monitorear la temperatura de pulpa. La fruta que se utilizé de testigo,

mantuvo un termémetro de sonda dentro de la pulpa, hasta que la misma alcanzé 45°C.

La evaluacién del lavado de cada fruta se hizo individualmente, para evitar que el tiempo
de espera alterara la temperatura de los otros melones. Para mantener la temperatura del
agua, constantemente en 20°C se aplicaba hielo para evitar que la temperatura subiera por
encima de lo deseado y se mantuvo una lectura constante, utilizando un termdémetro

permanentemente.

Una vez aplicado el tratamiento a todos los melones, se procedié a realizar cortes
meridionales, en espera de presencia de coloracién azul en la pulpa, de acuerdo con lo que
sugieren autores como Buck et al (2003), Kader (2002) y Sapers et al. (2005), quienes han
evaluado diferenciales de temperatura similares en frutas y verduras intactas y han
comprobado el paso de bacterias cuando la temperatura del producto es mas alta que la
del agua donde se sumerge. Especificamente Sapers et al. (2005), realizaron un estudio en
mangos que comprobd que ocurre infiltracién cuando esta fruta es enfriada en agua a 22°C,
por diez minutos, después de haber recibido un tratamiento térmico con agua a 46° C. Este

experimento se hizo también utilizando una solucién colorante.

Los resultados obtenidos en los melones evaluados se contrapone a los de los
investigadores citados. En este caso, ninguna de las frutas evidencid coloracion azul en al
menos 3 mm de profundidad de pulpa, después de aplicado el tratamiento. La Figura 5

permite ilustrar la coloracién que adquirié la fruta externamente.
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Figura 5. Meldn después de la inmersidn en agua adicionada con 50ml de azul de

metileno.

Solamente una de las 10 frutas mostré una leve coloracién azul a través del pedunculo, pero
dicha coloracién se dio a una profundidad que no fue mayor a 1 mm. La Figura 6 compara
la fruta positiva con una de las negativas. La diferencia podria deberse a que el melén

presentaba una condicidn conocida entre los productores como “cracking”.

Meldnsin Cracking
en el pedinculo

Melén con Cracking
en el pedinculo

Figura 6. Penetracion de azul de metileno a través del pedunculo en melén con “cracking”.
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Sapers et al (2005) explican que ciertos tipos de melones se agrietan cuando se acercan a
la madurez. Las células vivas debajo de la grieta se desarrollan en una estructura corchosa
similar a la red y este tipo de dreas o estructuras favorecen la adhesion e internalizacién de

microrganismos.

El término “cracking” se utiliza para describir una cicatriz que se forma alrededor del
pedunculo del meldn, la cual se va abriendo poco a poco hasta que la fruta se desprende
totalmente de la planta. El cracking se valora, generalmente, dentro de una escala de grado
de 1 a5, donde 1 seria ausencia de cracking y 5 desprendimiento completo del pedunculo.

La Figura 7 muestra algunos de los grados de cracking.

Cracking Grado 3

Sin Cracking Pedtnculo

desprendido

Figura 7. llustracién de tres diferentes grados de cracking.

Para exportacién, melones con grados mayores a 3 se consideran de menor calidad o
rechazo pues evidencian madurez excesiva y, por tanto, tendrian una menor vida util. En
este caso, la fruta presenta cracking grado 4, por lo que no se consideraria para exportacion,

pero si para mercado local.

Este Unico resultado cualitativo podria relacionarse con lo que citan autores como Buck et
al (2003), Sapers et al (2005) y Selma et al (2008) cuando afirman que las bacterias

patdgenas son capaces de internalizarse en los productos frescos a través de grietas o
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fisuras pequefias en el producto. Lo anterior debido a que la suspensién acuosa a la que se
expone el producto en etapas de lavado o desinfecciéon favorece la movilizacion de
microorganismos al interior de la fruta y el caracter hidrofébico de la cuticula cerosa del

meldn, dificulta que los desinfectantes lleguen a los microorganismos.

Debido al resultado anterior y aunque solamente una de las frutas presentd coloracidn
(equivale a un 10%), se establece que el riesgo de infiltracion existe debido a que, en
volumenes de exportacién en la empresa, este porcentaje representa miles de frutasy, por
lo tanto, un riesgo elevado de contaminaciéon. Aunque las pruebas posteriores
determinaran condiciones favorables para la infiltracion o internalizacién y posibles
medidas preventivas, este resultado predice las ventajas que tiene el desarrollo de un plan
HACCP solido y estructurado para poder minimizar el riesgo de que este peligro se

manifieste.

5.3. Determinacién del efecto de la temperatura de la pulpa sobre la infiltracidn
de Salmonella sp. tanto inmediata como después de 48 horas de almacenamiento

del meldn.

Luego de realizados los ensayos y analizados los resultados se confirmé que un diferencial
térmico negativo es capaz de producir infiltracion de microorganismos al interior de los
melones tipo Cantaloupe, coincidiendo estos resultados con lo que sugieren autores como
Buck et al. (2003), Richards & Beuchat (2004) y Selma et al. (2008), quienes afirman que la
infiltracidn depende de la temperatura, el tiempo y la presidn. Especificamente, establecen
gue un diferencial de temperatura negativo aumenta la infiltracion del agua y de cualquier
microorganismo que pudiera contener, a través de las estructuras fisioldgicas naturales de
frutas y vegetales, lo mismo que la presencia de grietas, heridas o fisuras pequenas en el
producto. Sin embargo, en el presente estudio también se presentd infiltraciéon en los

melones sometidos a un diferencial térmico positivo.
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Para los melones evaluados, (Cuadro 5), se determind que un diferencial negativo entre la
temperatura del agua de lavado y la temperatura de pulpa permite una infiltracidn hacia el
interior de la fruta. En este caso se obtuvo un recuento de Salmonella Typhimurium de 2,1
Logio UFC/cm? Unicamente en las frutas que se almacenaron a 5°C por 48 horas. Este
resultado puede atribuirse a una infiltracién inmediata leve que no puede determinarse en
el recuento inicial pero que crece y aumenta durante el periodo de almacenamiento. Este
resultado confirma el cardcter critico del efecto de la temperatura, ya que una pequefia
cantidad de bacterias patégenas que logren infiltrase al interior de la fruta puede crecer
rapidamente durante el transporte y almacenamiento del producto y generar asi una

enfermedad alimentaria.

Cuadro 5. Recuento logaritmico (UFC/cm?) de Salmonella Typhimurium infiltrada
inmediatamente y 48 horas después de almacenamiento, segun temperatura de pulpa y

temperatura del agua de lavado.

Temperatura de Temperatura de AT* Recuento Logaritmico (UFC/cm?)
Pulpa (°C) Agua de Lavado (°C) Inmediato 48 hrs
15 30 15 1,1+0,348 1,2+0,3/8
30 30 0 <108 <108
45 30 -15 <1068 2,1+0,84°

Basado en historial X de temperatura del agua de inmersién = 30°C.
3 Promedios % IC al 95%

b Promedios con letras distintas en columnas son significativamente diferentes (a=0,05)

De igual manera, un diferencial positivo también favorecid la infiltracidn, pero en este caso
se obtuvo un recuento inmediato de 1,1 Logio UFC/cm? del microorganismo inoculado y un
recuento de 1,2 Logio UFC/cm?en los melones que se almacenaron después del tratamiento
a temperatura de refrigeracién por 48 horas. El incremento del recuento durante el

almacenamiento es evidente en los resultados para ambas condiciones por lo que toda
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medida preventiva serd fundamental para minimizar el riesgo de contaminacidn, ya que las

opciones de desinfeccion son nulas una vez que el microorganismo ha penetrado en la fruta.

Los resultado se contraponen a la teoria pues no se esperaba infiltracion cuando se utilizd
fruta fresca en una solucion de lavado calida; sin embargo, confirma los resultados
obtenidos en el objetivo anterior y lo mencionado y estudiado por autores como Buck et al.
(2003), Sapers et al, (2005) y Selma et al. (2008), al referirse a los procesos de
internalizacién. Estos autores enfatizan que el agua se convierte en el vehiculo ideal para
movilizar los microorganismos al interior de las frutas a través de heridas naturales como el
pedunculo, la cicatriz del pedunculo u otro tipo de grietas que pueden ser naturales o
causadas por plagas del cultivo o dafio mecdnico ocurrido durante la cosecha o el

transporte.

La implementacidon y cumplimiento de programas de Buenas Practicas Agricolas y Buenas
Practicas de Manufactura deben ser obligatorias y prioritarias en la empresa, ya que dentro
del plan HACCP el peligro de internalizacidon no podria definirse como un punto critico de
control, pues no existen medidas que permitan eliminar o minimizar el riesgo. Ademas,
aungue se controle la temperatura del agua, la posibilidad de que los microorganismos
ingresen en la fruta queda evidenciada en los resultados de esta investigacidn. Es
importante mantener los sistemas de calidad que incluyan la supervisién permanente de la
calidad microbiolégica del agua que entra en contacto con los melones y la prevencién de
la contaminacidn cruzada con patdgenos de otras fuentes en todos los puntos en el sistema
de pre y pos cosecha. Del mismo modo, asegurar la calidad del producto rechazando frutas
con heridas expuestas, dafios de insectos y hongos, entre otros, contribuirian también a

disminuir la posibilidad de una contaminacion al interior del melén.
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5.4. Comparacion de la reduccion microbiolégica de Escherichia coli con 5

productos desinfectantes

Como alternativa al uso del cloro, se propuso evaluar desinfectantes alternativos, que
pudiesen ser una opcidon econdmicamente viable y que a su vez otorgaran al proceso una
reduccidn mayor a la que se consigue con el uso tradicional del cloro (hipoclorito de calcio)
o al menos los 2 logaritmos que establece la FDA (1998). Para esta evaluacion, los
desinfectantes se utilizaron de la misma forma en que actualmente se aplica el hipoclorito

de calcio en el proceso del meldn.

En general, la mayoria de las investigaciones de alternativas al cloro se han realizado en
torno al peréxido de hidrégeno, tanto en melén como en otras frutas y vegetales. Sin
embargo, los productos evaluados son recomendados por las casas comerciales como
opciones viables. Algunos de los resultados obtenidos por investigadores en productos
diferentes a meldn serian: Sapers (2001) obtuvo reducciones de hasta 3 Log10CFU/g en
manzanas inoculadas y tratadas por inmersién en una solucién de perdxido de hidrégeno al
5% a una temperatura entre 50-60°C; Sapers et al. (2002) también realizaron estudios en
manzanas inoculadas con Escherichia coli, y lograron reducciones entre 2-3 LogioCFU/g
cuando las manzanas fueron lavadas por inmersion en soluciones de peréxido de hidrégeno
al 5%; Sapers & Sites (2003) consiguieron reducciones cercanas a 4 Logio0UFC/g en manzanas

inoculadas con Escherichia coli y tratadas con soluciones de peréxido de hidrégeno al 5%.

El andlisis de varianza realizado con los datos de este estudio indica que hay diferencias
significativas en las reducciones logaritmicas de Escherichia coli entre los productos. Como
se muestra en el Cuadro 6, las mayores reducciones se consiguen con el producto que tiene
yodo como ingrediente activo y las menores con el producto a base de extracto de semillas

de citricos y el de perdxido de hidrégeno.
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Cuadro 6. Reduccién logaritmica (UFC/cm?) de Escherichia coli obtenida para diferentes

desinfectantes evaluados en melones tipo Cantaloupe.

Desinfectante Reduccién Logaritmica UFC/cm?2 @b
IOFEC 2,8+0,5°
CECURE 2,4+0,3%8
CLORO 2,3+0,4%8
TSUNAMI 1,9+0,4"8
DES46 1,7+0,38
KILOL 1,6+0,68

a Promedios con IC al 95%

b Promedios con letras distintas son significativamente diferentes (a=0,05)

Aunque existen diferencias significativas entre las reducciones debidas a los productos, la
prueba de separacién de medias de Tukey indica que la reduccién obtenida por el cloro no
es estadisticamente diferente a la que se obtiene con el producto a base de yodo y que
tampoco es diferente a la que produce el extracto de semillas de citricos. En comparacién
estricta con el cloro como testigo absoluto, no existen diferencias entre los desinfectantes
evaluados. De igual manera, si se considera en indice de confianza, es posible identificar
que Unicamente el IOFECy el CECURE logran la meta propuesta de reducir 2 Logio UFC/cm?,
los demas productos no alcanzan este valor. Para ambos productos su viabilidad para uso
en contacto directo con productos frescos es dudoso, por lo tanto no pueden considerarse

una opcion real.

De los productos evaluados y que se ofrecen como una alternativa, existen pocas
referencias de investigaciones realizadas especificamente en melén. Sapers (2001) reporta
reducciones entre 3-4 Log1o UFC/cm? de Salmonella Stanley y Escherichia coli, utilizando una

solucion de peréxido de hidrégeno a 80°C por 3 minutos; Ukuku & Sapers (2001)
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encontraron que un lavado con perdéxido de hidrégeno al 5% causé una reduccién de 3,2
Logio CFU/cm? en el momento, pero dicha reduccién disminuyd durante el
almacenamiento; por otro lado Ukuku (2004) afirma que lavar los melones enteros con
perdéxido de hidrégeno en concentraciones de 2,5% y 5% durante 5 min provoca una
reduccion cercana a 3 Logio UFC/cm?en la poblacidn de Salmonella de melones Cantaloupe

o0 Honey Dew.

Si se comparan estas investigaciones con los resultados obtenidos, para el perdxido de
hidrégeno evaluado (DES46®) la reduccidn obtenida es menor a la citada por la literatura,
pero la dosis evaluada también es menor. La recomendacién del distribuidor fue utilizar el
producto al 1% y la literatura menciona como dosis mas baja 2,5%, pero de marcas
diferentes con igual ingrediente activo. Aun asi, los resultados obtenidos rondan el
pardmetro establecido de 2 Logio UFC/cm? de reduccidn, por lo que es recomendable
considerar la posibilidad de evaluar dosis mayores del producto y condiciones especificas

como temperatura de lavado.

En el caso del acido peracético, Park & Beuchat (1999) y Fan, et al. (2009) obtuvieron
reducciones significativas de Salmonella sp y Escherichia coli O157: H7 inoculadas en
melones tipo Cantaloupe tratadas con dosis entre 40-80 ppm del producto evaluado, siendo
las reducciones entre 2-3 Logio UFC/cm?, respectivamente, valores similares a los obtenidos
en la presente investigacion y cercanas también al minimo establecido. De igual manera,
Araya Rodriguez et al. (2008) realizaron pruebas con el producto a base de CPC al 0,5% vy
obtuvieron reducciones de 4,5 Logio en el recuento de meséfilos aerobios, mientras que en
este estudio la reduccién de E. coli oscila entre 2,1 — 2,7 Logio UFC/cm? considerando el

indice de confianza.

En general, como se muestra en el Cuadro 6, los resultados obtenidos evidencian
reducciones que van desde 1,0 — 2,3 Logio UFC/cm?, considerando los indices de confianza,.
Dichos resultados permiten establecer que el uso de cualquiera de estas alternativas, puede

alcanzar el valor metay, por tanto, reducen el riesgo microbiolégico en meldn. Sin embargo,
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por la informaciéon con que se cuenta, las opciones mas viables son los productos a base de
acido peracético o perddixo de hidrégeno, ya que cuentan con el respaldo de

investigaciones adicionales y con la aprobacién para su uso en productos frescos.

Tomando en consideracidon la meta establecida de conseguir una reduccién minima de 2
Logio UFC/cm?, los resultados son benéficos para la operacion debido a que histéricamente
se han realizado andlisis en laboratorios acreditados que confirman que esta reduccién es
suficiente para los procesos. La empresa tienen datos de 2010 y 2011 donde analizaron
recuento de coliformes totales, coliformes fecales, Escherichia coli y Salmonella sp. por la
técnica de nimero mas probable (N.M.P/g), y solo reportan recuentos menores a 100
N.M.P/g en coliformes totales; para los demas parametros el resultado es siempre negativo.
Ademas, en los ultimos cuatro afios la empresa ha realizado muestreos diarios de fruta, a
través de una prueba rapida (presencia/ausencia) tanto para Salmonella sp como

Escherichia coli, con un 100% de pruebas negativas.

La evaluacién de productos alternativos debe continuarse para considerar las posibilidades
viables tanto en materia de inocuidad como de costo, especialmente si se considera que
estadisticamente todos los productos evaluados trabajan igual que el cloro. No obstante,
en los ultimos afios han aumentado las restricciones y limitantes acerca de su uso en
algunos mercados, principalmente europeos (Diaz-Sobac & Vernon-Carter, 1999; Parnell et
al. 2005; Leaman & Wetherington, 2013) y, por tanto, en pocos afios estos resultados

podrian ser muy Utiles para sustituir el hipoclorito de calcio que se utiliza actualmente.

De igual manera, tanto el cloro como sus posibles alternativas deberian ser evaluados en
relacion con su efectos sobre Listeria monocytogenes. Si bien solamente se reporta un brote
de esta enfermedad alimenticia, este ha sido el mas severo y con mayor nimero de

fallecidos, en lo que a consumo de melones frescos.

Considerar sustituir el uso de fuentes cloradas por alguna de las opciones evaluadas

significaria adicionalmente la posibilidad de contrarrestar algunas de las condiciones
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adversas de esta fuente, como la susceptibilidad a la presencia de materia organica otra la
dependencia del pH y la temperatura. Los productos alternativos tienden a ser mucho mas
estables en el tiempo y, por tanto, su consumo seria menor y su relacion beneficio/costo

significativa para las operaciones.

5.5. Determinacion del limite critico de concentracién de cloro en la etapa de

desinfeccion.

Los resultados de los apartados anteriores confirman la necesidad de determinar la
concentracion de cloro libre ideal para minimizar el riesgo de contaminacién microbiolégica
de la pulpa del melén por bacterias presentes en su superficie. Diferentes autores han
demostrado que la exposicion de las frutas y hortalizas frescas a 100-200 ppm de cloro,
disminuye las poblaciones microbianas en aproximadamente 2-4 logaritmos (Veldzquez et
al. 2009). Por ejemplo, en tomates lavados con agua clorada se obtuvieron reducciones
entre 3y 3.1 Logio UFC/cm?, por lo que concluyen que el cloro es Gtil para reducir el riesgo

(Ibarra Sanchez et al. 2004).

En melones, autores como FDA/CFSAN (2001), Parish et al. (2003) y Selma et al. (2008) citan
investigaciones realizadas por Beuchat y otros en 1998, en melones tipo Cantaloupe o
Honey Dew, y reportan reducciones entre 2,6 y 3,8 Logio UFC/cm? en las poblaciones de
Salmonella sp o E. coli0157: H7 inoculadas en la superficie, cuando fueron tratados durante
3 minutos con 2000 ppm de hipoclorito de sodio acidificado. No obstante estas

concentraciones exceden por mucho el maximo de 200 que se permite.

Otros autores como Ukuku & Sapers (2001) reportan reducciones de 3,4 Logio UFC/cm? en
Salmonella Stanley en melones inoculados y lavados con solucién de cloro a 1000 ppm.
Mientras que Parnell et al. (2005) obtuvieron reducciones de hasta 1.8 Logio UFC/muestra
en melones inoculados con Salmonella Typhimurium y tratados mediante un remojo

durante 60 s en una solucién con 200 ppm de cloro total.
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En el caso de la reduccion logaritmica de Escherichia coli determinada en la presente
investigacion, para las diferentes concentraciones de cloro libre, el andlisis de varianza
confirma que hay diferencias significativas en las reducciones para las distintas
concentraciones evaluadas y, como se muestra en el Cuadro 7, la mayor reduccidn se
consigue con 200 ppm de cloro libre. Sin embargo, la prueba de comparacion de medias de
Tukey muestra variacidon Unicamente entre la muestra sin cloro y la de 200 ppm, puesto
qgue, entre las otras concentraciones y la maxima, no hay diferencias estadisticas. Por lo

tanto, la sola aplicacién de cloro puede considerarse beneficioso para la desinfeccion.

Basados en el indice de confianza, el uso de 200 ppm deben considerarse como obligatorio,
debido a que incluso a esa concentracién la reduccidn podria no alcanzar la meta de 2 Logio
UFC/cm?, ya que la reduccién podria incluso ser de apenas 1.9 Logio UFC/cm? (2,3 £ 0,4
Logio UFC/cm?). Por tanto, la concentracidn que ofrece mas seguridad al proceso es la mas

alta permitida, para contacto directo con productos frescos.

Cuadro 7. Reduccién logaritmica (UFC/cm?) de Escherichia coli obtenida para diferentes

concentraciones de cloro libre evaluadas en melones tipo Cantaloupe.

Concentracion de Cl libre (ppm) Reduccién Logaritmica UFC/cm? &b

0 1,1+0,54

5 1,3+0,548

20 1,5+0,58

50 1,9+0,748
100 2,0+0,4 48
150 1,9+0,248
200 2,3+0,48

a Ppromedios % IC al 95%

b Promedios con letras distintas son significativamente diferentes (a=0,05)

En el caso de la evaluacidn preliminar que se hizo con Salmonella Typhimurium, se logré
una reduccion de 2,8 Logio UFC/cm?y 3,2 Logio UFC/cm? para las concentraciones de 100y

200 ppm de cloro libre (Cuadro 8), aunque estadisticamente estos resultados no difieren
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entre si, segun la prueba de separacion de medias de Tukey. Si se consideran los indicen de
confianza, ambas concentraciones se mantienen en la meta trazada, por esta razén es
necesario ampliar la evaluacion del efecto de mas concentraciones sobre la reduccion de

Salmonella sp.

Para los dos microorganismos evaluados, los resultados obtenidos demuestran que existen
diferencias en la reduccién conseguida por el hipoclorito de calcio, sobre Salmonella sp,
esto coincide con lo citado por Sapers et al. (2002) y Walton et al. (2008). Sin embargo, es
necesario continuar las evaluaciones de manera especifica con los diferentes
microorganismos y las condiciones de evaluacién. De igual manera, deben incluirse la
evaluacion del efecto de estas concentraciones en la reduccidn de Listeria monocytogenes,
debido a que en los ultimos afios, este microorganismo se ha convertido en critico para las

operaciones de meldn fresco.

Cuadro 8. Reduccidn logaritmica (UFC/cm?) de Salmonella Typhimurium obtenida para

diferentes concentraciones de cloro libre evaluadas en melones tipo Cantaloupe.

Concentracion de Cl libre (ppm) Reduccién Logaritmica UFC/cm? 2P
0 1,6 0,24
100 2,8+0,2°8
200 32+0,38

a Promedios % IC al 95%

b Promedios con letras distintas son significativamente diferentes (a=0,05)

De igual manera, en préximas investigaciones, deberia introducirse como factor a evaluar
el tiempo transcurrido entre la inoculacién y la aplicacidn del tratamiento de desinfeccidn.
De esta manera se consideraria la posibilidad de formacion de biofilm por parte del
microorganismo en estudio, ya que para estas pruebas el tratamiento de desinfeccion se
aplicé siempre de forma inmediata, nada mas se dejé secar el inoculo. Beuchat et al. (2003)

sugieren que en este tipo de estudios es importante que el inéculo se deje secar por un
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tiempo estandar, a una temperatura y humedad relativa similar, antes de que se apliquen

los tratamientos, para evaluar la posible formacién de biofilms.

Los resultados obtenidos para los desinfectantes alternativos (seccién 5.4) no difieren
significativamente del hipoclorito de calcio que es el utilizado actualmente para el lavado y
desinfeccion de meldn. Sin embargo, se establecié como meta para limite critico conseguir
una reduccién de al menos 2 Logio UFC/cm?; este resultado se alcanza en el caso de
Escherichia coli a una concentracién mayor a 100 ppm y para Salmonella Typhimurium la

mayor reduccion se consigue a 200 ppm.

Aun asi, en ambos casos la diferencia principal es contra el testigo absoluto por lo que a
partir de 5 ppm? ya existe probabilidad estadistica de obtener la reduccién meta. Este valor
de 5 ppm de cloro libre que actualmente rige como PCC en el plan HACCP de la empresa,
fue establecido por el Departamento de Investigacién y Desarrollo de la casa matriz de esta
compania. En sus investigaciones ellos definieron este valor como el minimo requerido para
asegurar la inocuidad del agua de lavado del meldn, de manera tal que esta no se convierta
por si misma en un medio de contaminacidon o movilizacidon de patdgenos. Sin embargo,
dentro de un plan HACCP, el objetivo de un PCC es reducir el riesgo en el producto y, segin
los resultados en el Cuadro 7, con 5 ppm de cloro libre, no se alcanza la meta establecida,

incluso si se considera el indice de confianza.

Ante las implicaciones que puede traer el posible brote de una enfermedad alimentaria en
la salud de los consumidores y sobre las exportaciones de meldn, se debera considerar la
opcion de elevar la concentracidén de 5 ppm a 200 ppm de cloro libre, para poder asegurar
con certeza la reduccién meta. No obstante, es necesario tomar en cuenta la posibilidad de

ampliar las pruebas especificamente para Salmonella sp. debido a que es el patégeno que

! Limite critico definido en el plan HACCP de la empresa
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mas se reporta en melén y que, de acuerdo con los resultados obtenidos, es mas susceptible

al cloro.

La eficacia de los desinfectantes se puede mejorar mediante el aumento del tiempo de
contacto entre la solucién y el producto, utilizar métodos de cepillado o con materiales
abrasivos y hasta tratamiento térmicos. Sin embargo, la abrasién y tratamientos de alta
temperatura pueden resultar en dafio mecdnico y/o favorecer la infiltracion. Ademas,
podria considerarse el uso en conjunto de dos o mas desinfectantes de los estudiados y

evaluar su efectividad en la reduccidn de los principales patégenos de interés para el meldn.

5.6. Determinacion de la frecuencia de monitoreo del cloro libre y de

dosificacion de cloro.

Dentro del plan HACCP evaluado, la frecuencia de monitoreo del cloro libre es un factor
importante. El andlisis de regresion aplicado a los datos de cloro libre en el tiempo
registrados durante seis dias es significativo p<0.0001 para o = 0,05. Por tanto, el modelo
ajustado que se muestra en la Figura 8, permite predecir el tiempo que tarda en disminuir

el cloro libre en la solucidon de lavado de fruta en Finca La Cueva.

La ecuacion de ajuste permite calcular que para una concentracion de Cligual a 5 ppm el
tiempo es de 10h. No obstante, debido a la inestabilidad del pH en la solucién y a que la
concentracion de cloro libre depende de factores adicionales no evaluados, como calidad
de la fuente de cloro, temperatura del agua y contenido de materia organica en la solucién

de lavado, no es recomendable establecer una frecuencia de monitoreo tan amplia.
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Figura 8. Regresion y ajuste para la variacién en el tiempo de la concentracion de cloro libre
(ppm) en el agua de lavado de melones tipo Cantaloupe, en Finca La Cueva, Liberia,

Guanacaste.

Debido a los factores mencionados anteriormente (pH, temperatura del agua, contenido de
materia organica y calidad de la fuente de cloro), es recomendable mantener la frecuencia
monitoreo cada hora como lo establece actualmente el plan HACCP. De igual manera
deberan mantenerse las dosificaciones adicionales de reguladores de pH e Hipoclorito de

Calcio para mantener tanto el pH como el cloro libre dentro de los valores establecidos.

En pruebas sucesivas, la empresa debera considerar la opcién de evaluar el efecto de la
materia organica y la temperatura en la disminucién del cloro libre en la solucién. De igual
manera, deberian evaluar diferentes fuentes u opciones de cloro: hipoclorito de sodio,
hipoclorito de calcio, tricloro, cloro gaseoso, didxido de cloro u otras, con la intencién de
establecer si alguna de ellas ofrece mayor estabilidad en la solucién de lavado, desinfeccion

y poder optimizar la frecuencia de monitoreo para este punto critico.
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5.7. Determinacion de la correlacion entre milivoltios medidos con ORP y cloro

libre medido con Colorimetro.

De acuerdo con los resultados obtenidos luego de analizar las mediciones de potencial de
oxido-reduccion y cloro libre, es posible establecer mediante el analisis estadistico (Figura
9) que no existe correlacién entre dichos pardmetros. El andlisis de varianza es significativo
(p<0,001 para o = 0,05) pero el ajuste del modelo muestra un ajuste pobre R?=0,36; por
tanto, no es posible afirmar que uno de los parametros pueda utilizarse para predecir el

otro.

En la Figura 9 es posible observar que las lecturas de medidor de ORP empiezan a
estabilizarse entre 800-900mv, sin importar la concentracién de cloro libre presente en la

solucion de lavado.
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Figura 9. Correlacidén entre los parametros: cloro libre y potencial de éxido-reduccion,
medido en el agua de lavado de melones tipo Cantaloupe, en Finca La Cueva, Liberia,

Guanacaste
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En sus estudios, Suslow (2004b) dice que a un valor de 650 mv logra la eliminacién de
bacterias que afectan la calidad y la sanidad, tales como Erwinia sp, Salmonella sp y
Escherichia coli. Sin embargo, el mismo autor confirma en sus publicaciones de 1998 y 2004
que el valor del ORP no esta relacionado directamente con las partes por millén de cloro
libre o total, ya que el ORP mide la actividad oxidativa en el agua y no la concentracién del
desinfectante. Suslow (2004b) afirma en su investigacidén que la concentracién del cloro si
aumenta el valor de ORP pero a una velocidad de cambio mucho menor y sefiala que el
estancamiento de los valores ORP pudiera deberse a que el electrodo ha llegado a un punto
de saturacion y esta incapacitado de percibir los aumentos en la actividad oxidativa del
agua. Se igual manera, factores como turbidez del agua producto de la materia organica

presente y el pH también podrian influir en la respuesta del electrodo.
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Figura 10. Correlacién entre los parametros: cloro libre y potencial de 6xido-reduccion;
segmentacion de los valores inferiores a 40 ppm, medidos en el agua de lavado de melones

tipo Cantaloupe, en Finca La Cueva, Liberia, Guanacaste
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Si se considera la posibilidad de segmentar la curva de la Figura 9 en dos gréficas diferentes,
una que correlacione las concentraciones entre 0 y 40 ppm de cloro libre (Figura 10) y otra
que correlacione las concentraciones mayores a 40 ppm de cloro libre (Figura 11), es

posible observar un mejor ajuste en las mediciones de ambos equipos.

La Figura 9 muestra un ajuste logaritmico con un R? =0,88 por lo que es posible afirmar que
para concentraciones bajas seria posible predecir la concentracién de cloro libre a través

del potencial de éxido reduccién.

De igual manera, la Figura 11 muestra también una correlacién lineal muy buena entre
ambas mediciones, con un R? = 0,91, por tanto si se trabaja utilizando concentraciones
superiores a 40 ppm de cloro libre también podria predecirse dicha concentracién a través

del potencial de éxido reduccién.
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Figura 11. Correlacién entre los pardmetros: cloro libre y potencial de éxido-reduccién;
segmentacion de los valores superiores a 40 ppm, medidos en el agua de lavado de melones

tipo Cantaloupe, en Finca La Cueva, Liberia, Guanacaste.
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Si bien, estos resultados pueden considerarse positivos, dentro del proceso evaluado, se
generan dudas, debido a condiciones externas como turbidez de la solucién, temperatura,
pH, contenido de materia organica entre otros. Estos aspectos podrian afectar tanto el valor

de cloro libre o el potencial de éxido reduccién registrado.

Dadas las condiciones de la empresa, y de acuerdo con los resultados obtenidos, no es
recomendable utilizar el potencial de éxido-reduccidn como parametro a medir en el punto
critico de control, por lo que, para el caso del agua de lavado y desinfeccién del meldn, debe
utilizarse Unicamente el colorimetro que permite obtener la concentracion de cloro libre en

la solucion.

5.8. Consideraciones finales

Aunque a nivel de la industria alimentaria se puede considerar dificil implementar correcta
y completamente un plan HACCP para productos frescos, los resultados obtenidos
confirman que es posible validar cientificamente un plan HACCP aplicable a meldn. Sin
embargo, es quizas en esta tipo de industria donde resulta imprescindible construir un
sistema de gestion de la inocuidad sobre bases sélidas, donde el HACCP sea el complemento
final de un sistema integral de gestidon de la inocuidad que incluya: Buenas Practicas
Agricolas, Buenas Practicas de Manufactura, Programas Prerrequisitos, Buenas Practicas de
Transporte, entre otros. Estas herramientas deberan ser para la empresa igual o mas
importantes que el mismo analisis de peligros y puntos criticos de control, para que todos

juntos logren el objetivo de reducir la incidencia de patdgenos.

Lo anterior debido a que los resultados obtenidos en este trabajo confirman lo citado por
diferentes autores (Seo & Frank (1999), FDA/CFSAN (2001), Sapers (2001), Parish et al.
(2003), Annous et al. (2004), Core (2005), Araya Rodriguez et al. (2008)) quienes afirman
qgue el lavado y desinfeccién de frutas y vegetales frescos probablemente no elimina por
completo todos los agentes patdgenos una vez que ha ocurrido la contaminacion, ya que la

superficie de frutas y vegetales, en este caso meldn, favorece en muchas ocasiones el
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crecimiento y la proteccién de los microrganismos en espacios donde los desinfectantes no

pueden penetrar.

De igual manera, valorar opciones alternativas de desinfectantes es muy importante, ya que
son una opciodn viable, siempre y cuando se consideren condiciones como su autorizacién
de uso en producto fresco, evaluacion de dosis diferentes, si son o no sensibles a
condiciones propias del proceso: temperatura, pH de la solucién, modo de aplicacién,
contenido de materia organica entre otros y siempre en funcién del beneficio/costo que se

pueda obtener.

Por tanto, para la produccién y venta de meldn fresco, es necesario asegurar condiciones
especificas como proteccién de las frutas durante su traslado del campo al drea de proceso,
evitando exponer el producto a las altas temperaturas, en la época mas critica y por
periodos extensos. Ademads, asegurar la calidad e inocuidad de la fuente de agua que se
utilice en contacto directo con la fruta, incluso la que se utilice para aplicaciéon de
tratamientos pre y pos cosecha. De igual manera, definir protocolos de limpieza y
desinfeccion eficientes a lo largo de la cadena de produccién utilizando productos de
calidad, capacitando al personal responsable de su implementacidén y supervision.
Finalmente, debera respetarse los tiempos de almacenamiento y la cadena de frio que
requiere el producto. Todo lo anterior unido al cumplimiento del plan HACCP ya definido
por la empresa, permitiria garantizar la inocuidad del producto, pues se reduce el riesgo al

minimo.
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6. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

— Los meses de abril y mayo son criticos para la temperatura de pulpa del melén en la
zona de Guanacaste, especialmente el mes de abril pues en mayo solo se cosecha
durante los primeros 5 0 10 dias del mes. La empresa debera tomar medidas para evitar
la exposicién prolongada del producto al sol directo y llevar un mayor control del
diferencial térmico entre temperatura de la solucién de lavado y la pulpa del melén.

— En melones intactos no se observd infiltracién de tintura hacia la pulpa de la fruta; sin
embargo en frutos con grados avanzados de “cracking” si se observé infiltracidon. Por
tanto, la probabilidad de infiltracion existe desde que inicia el agrietamiento alrededor
del pedunculo y aumenta en los casos en que el pedidnculo se desprenda
completamente. Se presume también que ocurriria infiltracién a través de cualquier
otro tipo de grieta o herida en la cdscara.

— Cuando se somete a lavado por inmersidn melones con temperatura de pulpa mas
caliente que el agua de la solucion, ocurrié infiltracién de Salmonella Typhimurium
hacia la pulpa del melén; dicha infiltracion fue indetectable de manera inmediata, pero
se hizo evidente luego de 48 horas de almacenamiento.

— Los melones lavados por inmersidn, pero con temperatura de pulpa inferior al agua de
lavado, también presentaron recuento de Salmonella Typhimurium, tanto los
evaluados de forma inmediata como después de 48 horas de almacenamiento. En este
caso se asume que lo ocurrido es internalizacidn del microorganismo y no infiltracién,
debido a que no podria ocurrir la absorcidon de liquido cuando el diferencial es positivo,
segln lo indica la literatura.

— Con los desinfectantes alternativos evaluados se obtienen reducciones logaritmicas
iguales, estadisticamente, a las conseguidas con el cloro; por tanto, todos pueden
considerarse opciones viables para la empresa y su uso dependerda de factores
econdmicos o de exigencias de los mercados. Es recomendable ampliar estas

evaluaciones para definir la mejor opcién en caso necesario.
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En el caso de los desinfectantes alternativos, debe considerarse como una limitacién el
hecho de que alguno de ellos o su concentracién no estén autorizados por FDA para
estar en contacto con frutas. En caso de requerir efectivamente una alternativa, la
empresa debe considerar ampliar esta investigacion, tomando en cuenta este
componente.

Se debe evaluar el efecto tanto del cloro como de los desinfectantes alternativos en la
reduccion de Listeria monocytogenes, debido a la severidad del brote asociado a este
microorganismo en meldn fresco.

Para lograr una reduccién de al menos 2 logaritmos en la superficie del melén, es
necesario establecer 200 ppm de cloro libre como punto critico de control.

La frecuencia de monitoreo de cloro libre en la solucién de lavado y desinfeccién debera
mantenerse cada hora, como se realiza actualmente, ya que existen factores no
evaluados que podrian afectar la concentracién del cloro, entre ellos: materia organica,
pHy temperatura. Ademas, los resultados anteriores sugieren que la concentracién de
cloro libre deberia de aumentar y, por tanto, el descenso de la concentracién de cloro
libre serd mas frecuente.

No se recomienda el uso de medidores del potencial de 6xido reduccidn para las etapas
de lavado y desinfeccién del meldn, pues sus lecturas no pueden relacionarse
directamente con la concentracién de cloro libre. El electrodo del equipo tiende a
saturarse a mayor concentracidn de cloro en la solucién y por efecto de la materia
organica presente en la solucion. Los equipos colorimétricos existentes en el mercado
y que permiten determinar la concentracién exacta en partes por millén de cloro libre
son los ideales para esta etapa del proceso.

Es necesario continuar realizando evaluaciones en esta etapa del proceso que permitan
ampliar los resultados obtenidos en el presente trabajo, ya que en el camino surgieron
nuevas interrogantes como: efecto de los diferentes grados de cracking en la
infiltracion o internalizacién de Salmonella Typhimurium, efecto de los desinfectantes

evaluados, incluido el cloro, sobre otros patdégenos diferentes a Escherichia coli, como:
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Salmonella sp y Listeria monocytogenes, efecto de la temperatura, pH y contenido de
materia orgdnica sobre la concentracién del cloro libre en la solucién de lavado y

desinfeccion, entre otras opciones.
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