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Resumen

Brenes Fernandez, Natalia

Evaluacion de lasobrevivenciade E.  coli ATCC 25922 durante el transporte
de banano de exportacion y determinacién de condiciones de desinfeccién del fruto durante

la operacion de desleche.
Tesis de Licenciatura en Ingenieria de Alimentos. — San José, Costa Rica.
Brenes Fernandez, N. 2022.

El presente estudio tuvo como objetivo principal determinar la sobrevivencia de Escherichia coli
ATCC 25922 bajo las condiciones de tiempo de transporte, asi como las condiciones que
garantizan la desinfeccién de la cascara de banano para exportacion. Esto se realiza con el fin
de aportar informacion relevante para la industria bananera nacional por medio de la realizacion
de pruebas experimentales simulando las etapas de transporte y de desinfeccién de bananos

para exportacion.

Se evaluo el uso de distintas concentraciones de hipoclorito de sodio (50, 100, 150 y 200 ppm)
y su efecto sobre E. coli ATCC 25922 en cascara de banano. Esto se realizé inoculando el banano
con E. coli mediante inmersion en agua inoculada con una poblacion de alrededor 7 log UFC/ml
por 20 minutos, luego se desinfectd por inmersidn con distintas concentraciones de hipoclorito
de sodio durante 5 minutos y, por ultimo, se realizaron recuentos microbiolégicos con el fin de
obtener las reducciones de la bacteria inoculada. Se obtuvo que un tratamiento de desinfeccion
con una concentracion de hipoclorito de sodio superior a 100 ppm, con un pH entre 6,90y 7,05
y con un tiempo de inmersién de 5 minutos, es suficiente para lograr una reduccién de al menos
3 log UFC/g de E. coli ATCC 25922 en cascara de banano. Ademas, se determind que una
concentracién de hipoclorito de sodio de entre 100 y 200 ppm y por 5 minutos de contacto, no
genera diferencias en cuanto la reduccidn logaritmica, por ende, se sugiere el uso de la menor

concentracion.

Por otra parte, se simularon las condiciones de almacenamiento para el transporte y
exportacion del banano desde la finca hasta la llegada al destino final (Estados Unidos), con el
fin de observar la sobrevivencia de E. coli en la cascara de banano. Para esto, se inocularon
bananos con E. coli ATCC 25922 a una concentracién de alrededor 7 log UFC/ml, se colocd una

mezcla fungicida (125 ppm de myclobutanil y 75 ppm de azoxistrobina) con alumbre (1 % m/v

Xi



de sulfato de aluminio y potasio) por medio de aspersidon, se colocé la fruta en bolsas de
exportacion y se almacend en camaras simulando los contenedores utilizados durante el
transporte (temperatura: 14 + 1 °C; humedad relativa: 85-90 %). Se realizaron recuentos
microbioldgicos durante 14 dias, con puntos de muestreoalos 0, 1, 5, 7, 12 y 14 dias. Se obtuvo
que E. coli ATCC 25922 sobrevive durante los 14 dias de estudio en la superficie de la cascara de
banano. Sin embargo, el tiempo en almacenamiento si influye en la poblacién de la bacteria, ya
gue en el primer dia de almacenamiento se alcanzé una reduccién de casi 3 log UFC/g. Por los
resultados obtenidos, resulta importante que se realice un proceso de desinfeccidn de la fruta
previo al transporte ademas de una estricta aplicacion de buenas practicas agricolas y buenas
practicas de manufactura para evitar la llegada de esta y otros microorganismos inaceptables al

destino final.

BANANO, LAVADO, DESINFECCION, HIPOCLORITO DE SODIO, Escherichia coli ATCC25922,
TRANSPORTE, ALMACENAMIENTO.

PhD. Jessie Usaga Barrientos

Escuela de Tecnologia de Alimentos
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1 Justificacion

El banano se posiciona como el cuarto cultivo alimenticio de mayor importancia en el mundo,
en términos de valor bruto de produccidn. Sélo es superado por el maiz, el arroz y el trigo. De la
produccién mundial de frutas, este representa aproximadamente un 15 % del volumen total.
Este cultivo contribuye significativamente al desarrollo econémico y social de muchos paises
tropicales e intertropicales, por medio de la generaciéon de empleo y divisas (Vargas, et al.,
2017). En Costa Rica, el banano corresponde al primer producto agropecuario de exportacion

del pais (SEPSA, 2020).

El sector bananero costarricense es de suma importancia a nivel social y econdmico ya que
genera aproximadamente 40 000 empleos directos y 100 000 empleos indirectos, lo que
representa el 76 % de la ocupacidn de la Vertiente del Caribe, y un 6,7 % de la generacion de

empleo total a nivel nacional.

Segun la Promotora del Comercio Exterior de Costa Rica (PROCOMER, 2017) el banano
costarricense se exporta a 46 paises distintos. Para el afio 2018, del total exportado, el principal
destino fue la Unién Europea la cual adquiriéd un 45,3 % de la fruta nacional, seguido de los
Estados Unidos, que importé un 34,7 %. Otros mercados recibieron un 20 % de banano, tales
como lIraq, Rusia, Turquia, Noruega, Ucrania y Montenegro (CORBANA, 2019). Es tal la
importancia econdmica y social que representa el banano, que resulta necesario determinar los
retos que enfrenta el sector, y asi, realizar esfuerzos para solventarlos. Esto con el fin de
asegurar la permanencia de este producto como un fruto de calidad y de buena reputacién en

el mercado nacional e internacional.

Segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS, 2020), la inocuidad alimentaria se define como
“el conjunto de condiciones y medidas necesarias durante la produccién, almacenamiento,
distribucidn y preparacién de alimentos para asegurar que una vez ingeridos no representen un
riesgo para la salud”. Esto es una caracteristica implicita en los alimentos, y se espera que todo
producto que es consumido ya sea un producto agricola o un producto procesado, sea seguro.
Para los productos horticolas es de suma importancia el cumplimiento de las Buenas Practicas
Agricolas (BPA), lo cual segun la FAO (2017), se define como “las practicas orientadas a la
sostenibilidad ambiental, econdmica y social para los procesos productivos de la explotacion
agricola que garantizan la calidad e inocuidad de los alimentos y de los productos no

alimenticios”. Las BPA son de suma importancia en la industria bananera, para asi asegurar que
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las actividades de cosecha, empacado y transporte se lleven a cabo en condiciones higiénicas

para asi tener un fruto de calidad e inocuo.

La sobrevivencia de microorganismos patégenos en frutas depende de muchos factores tales
como las caracteristicas fisicoquimicas de la fruta, los procesos post-cosecha aplicados y el
manejo por parte del consumidor. Distintos estudios han demostrado que microorganismos
patdgenos pueden sobrevivir y crecer en tomate (Bartz y Showalter, 1981; Zhuang et al., 1995;
Beuchat, 1996; Tsai e Ingham, 1997), manzanas (Buchanan et al., 1999), aguacates (Chen, et al.,
2016), naranjas (Eblen, et al., 2004), melones (Macarisin, et al., 2017), mangos (Penteado, et al.,
2004) y lechugas (Solomon, et al., 2002). Ademas, debido a la cantidad de nutrientes y agua
presente, las frutas son un ambiente iddneo para que las bacterias sobrevivan y se reproduzcan

aceleradamente (Beier, et al., 2004).

No obstante, en un estudio previo no publicado, se encontrd que no habia evidencia suficiente
gue indicara que E. coli ATCC 25922 logra infiltrarse en la pulpa de banano durante el proceso
de inmersion del fruto en agua (Valverde, 2020). Sin embargo, por contacto fisico, calidad
microbioldgica del agua de riego, manejo de la fruta entre otros puntos de la cadena de
distribucion, si es posible que el microorganismo se adhiera a la cascara. Actualmente, se
desconoce si microorganismos patégenos pueden sobrevivir en cdscara de banano o inclusive
internalizarse durante las etapas de almacenamiento, transporte y maduracion, lo que implica
que estos podrian llegar viables al consumidor, atentando contra la salud humana. Por esta
razon, se plantea la presente investigacion con el fin de estudiar la posible sobrevivencia de E.
coli ATCC 25922 en cdscara de banano durante las etapas de transporte y maduracion del fruto
de exportacion. Se utilizé esta cepa de la bacteria, debido a que representa una continuacion
con estudios previos realizados dentro del proyecto de investigacién que enmarca el presente
trabajo final de graduacion, ademas de que es no patégena, lo que permite realizar un ensayo
exploratorio que servird como base para estandarizar la metodologia y eventualmente, realizar

estudios de la misma naturaleza, pero con microorganismos patégenos.

Por otra parte, el banano luego de ser cosechado es transportado a la planta empacadora donde
pasa por un proceso de eliminacién del latex (desleche) mediante la inmersidn de los racimos
en agua. La manipulacion desde la cosecha hasta la llegada a la planta, las operaciones sucesivas
en esta, asi como el proceso de empaque, pueden afectar la integridad del fruto y, por ende,
realizar heridas o cortes en los cuales la posibilidad de entrada de microorganismos aumenta,

por lo tanto, se deben realizar con el mayor cuidado posible (FDA, 1998). Cabe destacar que esta
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es la ultima etapa de lavado por la que pasan los bananos y su objetivo es eliminar el latex y no
una reduccion de la carga microbiana. Luego de este proceso de desleche, se aplica por método
de aspersidén, una mezcla de fungicidas y alumbre (sulfato de aluminio y potasio), la cual

presenta un pH de entre 2,5y 3,5 (Saénz, 2020%).

Las manos de banano son empacadas en cajas de cartdn, lo cual disminuye la manipulacién del
fruto en etapas posteriores y se cubren con una pelicula perforada de polietileno. Son
transportadas de la empacadora al puerto en camiones refrigerados a 13,5 °C, temperatura que
se busca mantener durante todo el proceso de transporte hasta la llegada al centro de acopio.
En el caso del banano, esta es la Unica medida tomada con el fin de evitar la maduracién
prematura del fruto. Este puede conservarse de una a cuatro semanas seguin su grado de
maduracién inicial y la edad de la fruta cosechada. Debe darse un control estricto de la
temperatura ya que a menores temperaturas la fruta se ve afectada por dafio por frio, lo cual la

hace mas susceptible al dafio mecénico durante su manejo (FAO, 2007; Saénz, 20202).

Una vez en el puerto, dependiendo del tipo de barco, se colocan los contenedores en el buque
porta-contenedores o bien se pasan las cajas manualmente al contenedor refrigerado del barco.
Para transporte a Norte América, se tarda maximo diez dias y para transporte a Europa maximo
21 dias. Cuando se llega al destino, se colocan en cdmaras de refrigeracién en donde segun las
especificaciones de la materia prima se controla la temperatura, la cantidad de etileno y la
cantidad de oxigeno. Usualmente el banano madura a temperaturas entre los 14-20 °Cy a 90-
95 % de humedad relativa. Segun dicha temperatura, el tiempo de maduraciéon va de los cuatro
a 10 dias (FAO, 2007). Una vez madurados los bananos, se llevan las cajas a los respectivos
puntos de venta. El control y manipulacién del banano en estas etapas es de suma importancia
ya que en las operaciones de carga, descarga, almacenaje y transporte es posible que ocurra
contaminacion indirecta por contacto con otros productos (alimenticios o no) y con superficies

contaminadas (FDA, 1998).

El Servicio de Inspeccidn de la Inocuidad de los Alimentos del Departamento de Agricultura de
los Estados Unidos (FSIS-USDA por sus siglas en inglés) (2010) indica que las condiciones
favorables para el crecimiento acelerado de bacterias son las que presentan un rango de

temperatura entre 4,4 °Cy 60 °C. No obstante, se ha encontrado que el crecimiento de cepas

1SAENZ, M. 26/08/2020. Consulta sobre condiciones de transporte y maduracién de banano para exportacién
(entrevista por Zoom). Costa Rica, Centro de Investigaciones Agrondmicas (CIA), Universidad de Costa Rica.
2 |bid.
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patdgenas de E. coli puede controlarse al exponer a los alimentos, por diferentes periodos de
tiempo, a ciertas temperaturas. Se ha visto que a 4 °C el crecimiento de E. coli se inhibe de 2
hasta 28 dias, mientras que al aumentar la temperatura a 20 °C puede retardarse sélo por 6 h o
menos (Jiménez Garcia, 2016). Tian, et al. (2012) realizaron un estudio de sobrevivencia de
patdgenos (Salmonella enterica serovar Typhimurium, Staphylococcus aureus, Listeria
monocytogenes, y Escherichia coli0157:H7) en vegetales frescos almacenados durante
diferentes periodos de tiempo a temperaturas de 4 y 15 °C. Se encontré que para todos los
patdgenos estudiados, se dio un aumento en la poblacién de estos a 15 °C, mientras que, a 4 °C,
segun el patégeno inoculado, la poblacidn se mantuvo constante en el tiempo, o bien

disminuyd.

Con respecto a la sobrevivencia especificamente de E. coli en banano, se reporta un estudio
realizado en el 2018 sobre la determinacién de la presencia y crecimiento de E. coli 2592 en
cascaray parte comestible del banano durante el proceso de post-cosecha y almacenamiento a
temperaturas controladas. En el estudio se recolectaron al azar cinco cajas de banano de la linea
de empaque. Se realizd un muestreo inicial a 26 °C, posterior a esto se almacenaron las cajas en
un cuarto frio a 17-18 ° C. Volvieron a tomarse muestras a los cuatro y 18 dias de
almacenamiento. En todas las muestras tomadas desde el inicio hasta el final del
almacenamiento se obtuvo un resultado negativo de presencia de E. coli. Debido a la ausencia
de E. coli en un inicio y al control de las condiciones de manejo, donde no hubo lugar para una
recontaminacién, los bananos no presentaron crecimiento del microorganismo indicador de
interés a pesar de que las condiciones eran favorables para su desarrollo (Girdn et al., 2019). Sin
embargo, dicho experimento no realizé inoculacidn inicial de las muestras, ademas de que no
tomd en cuenta otro tipo de condiciones de transporte, temperatura, exposicion y manejo, en
las cuales es posible que ocurra una recontaminacién y los microorganismos ingresen vy
sobrevivan. De ahi la importancia de realizar la presente investigacién, pero asegurando una

carga elevada del inéculo que permita ejemplificar el peor escenario de contaminacién del fruto.

Como se ha detallado anteriormente, estudios previos demuestran que existe una alta
probabilidad de sobrevivencia de microorganismos patégenos en frutas y vegetales durante el
transporte y almacenamiento a temperatura de refrigeracién o ambiente, ya que presentan
condiciones iddneas para el crecimiento de estos. No obstante, con respecto al banano, existe
una falta de estudios enfocados en dicha sobrevivencia. Como se ha mencionado, esta fruta es

de suma importancia para la economia costarricense, por lo tanto, con el fin de evitar problemas
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de inocuidad y calidad del banano durante la etapa de comercializacidn se plantea la presente
investigacion. Todo resultado obtenido representara un aporte de gran valor a la industria
bananera costarricense, y asi, la base para determinar estrategias para evitar el crecimiento y
proliferacién de microorganismos patdgenos en la cascara de banano. Sumado a esto, hay una
carencia de investigaciones en temas de desinfeccién de bananos en especifico y la evaluacion
de cémo estos y los microorganismos vinculados reaccionan a distintos desinfectantes. Resulta
en consecuencia importante agregar a la presente investigacién un objetivo para indagar sobre
diferentes concentraciones de un desinfectante, comiUnmente utilizado en la industria
alimentaria, que genere una importante reduccién logaritmica de microorganismos y que

mantenga la integridad fisica de los bananos para su posterior comercializacién.

La desinfeccion en frutas y vegetales se refiere al método fisico y/o quimico que se utiliza para
remover, inhibir y/o disminuir microorganismos de la superficie de los productos. Esto se realiza
para asi eliminar posibles microorganismos patdgenos, asi como microorganismos de deterioro
que pueden afectar la calidad del producto durante su almacenamiento post-cosecha
(Garmendia y Vero, 2006). Para que un desinfectante quimico sea eficaz, se tienen dos factores
de suma importancia que se deben controlar: concentracién y tiempo de contacto. También, la
temperatura puede afectar, donde a menores temperaturas, la eficacia es menor (OIRSA, 2020).
Dentro de los diferentes agentes desinfectantes utilizados con frutas y hortalizas se encuentran:
compuestos halogenados, acidos, amonio cuaternario y compuestos de oxigeno activo. Dentro
de estos, los compuestos clorados (cloro, sales de hipoclorito y diéxido de cloro) son los que se
utilizan mds ampliamente en la industria de alimentos debido a su bajo costo y alta efectividad
contra bacterias y hongos, su eficacia a temperatura ambiente y su tolerancia a aguas duras

(Garmendia y Vero, 2006).

En el presente estudio, se decidid trabajar con hipoclorito de sodio como desinfectante de
estudio en banano debido a que este ya es utilizado en la industria bananera y tiene un bajo
costo. Ademas, el cloro activo liberado del hipoclorito de sodio utilizado para la desinfeccién de
frutas y vegetales, se encuentra autorizado en la Unidn Europea por el Reglamento (UE)
2017/1274 (OIRSA, 2020). Al afadir cloro al agua, una parte de este reacciona con materiales
organicos y metales del agua, lo que indica que este no esta disponible para la desinfeccion. El
cloro que queda después de esta demanda de agua se conoce como cloro total. Este a su vez se
divide en dos: el cloro combinado (el cual reacciona con nitratos) y el cloro disponible para llevar

a cabo la desinfeccion. Por ultimo, el cloro residual libre es aquel que queda al final del proceso
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de inactivacién de microorganismos (Pujol, 2016). Por lo mencionado anteriormente, para tener
la mayor efectividad en el uso de cloro, se recomienda realizar operaciones sucesivas de lavado
para disminuir la carga orgdnica previa a la desinfeccion, es decir enjuagar con agua y luego
utilizar cloro. También es importante cambiar el agua utilizada cada cierta carga de producto
desinfectada, con el fin de realmente inactivar los microorganismos. El maximo permitido para
frutas y vegetales corresponde a una concentracién de cloro de 200 ppm con un tiempo de

contacto de 5 minutos (OIRSA, 2020).

Es importante que el uso de desinfectante no ocasione un efecto sobre las caracteristicas
sensoriales y fisicoquimicas del fruto, por ejemplo, un oscurecimiento de la cdscara. En estudios
no publicados, se probaron distintos métodos de desinfeccion para eliminar E. coli ATCC 25922
en cdscara de banano. Todos los métodos fueron efectivos en cumplir el objetivo, ya que
eliminaron por completo esta bacteria de la superficie del producto aln en cargas tan elevadas
como 6 logaritmos. Sin embargo, se utilizaron tiempos de contacto largos y concentraciones de
desinfectantes altas, asi como desinfectantes mas abrasivos, lo que ocasioné el oscurecimiento
de la cdscara de banano, lo cual es inaceptable para el consumidor (Valverde, 2020). Por esta
razon, resulta importante encontrar un método de desinfeccion que cumpla con el objetivo de
disminucién de la bacteria en cascara, pero que ademads preserve sus caracteristicas sensoriales

inalteradas al maximo.

Esta investigacion forma parte del proyecto de investigacién inscrito ante la Vicerrectoria de
Investigacion de la Universidad de Costa Rica titulado 735-B9-600 “Potencial de infiltracion de
microorganismos patdgenos durante el proceso de lavado de banano por inmersidn y cinéticas
de sobrevivencia de Salmonella enterica, Listeria monocytogenes y Eschericha coli O157:H7
durante la maduracion del fruto”. Por esta razon, toda la informacidn recopilada al final de este
proyecto resulta de suma importancia para dicha investigaciéon en curso. Adicionalmente, se
espera poder transferir los resultados a la industria bananera para su eventual aplicacién en las

plantas de empaque, y asi asegurar un fruto de calidad e inocuo.
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2 Objetivos

2.1

2.2

1.

Objetivo general
Determinar la sobrevivencia de E. coli ATCC 25922 bajo las condiciones de tiempo de
transporte, asi como las condiciones que garantizan la desinfeccidon de la cdscara de

banano para exportacion.

Objetivos especificos
Evaluar el efecto de la concentracién de hipoclorito de sodio sobre la poblacién E. coli
ATCC 25922 en la cascara de banano para exportacion.
Evaluar el efecto del tiempo durante la etapa de transporte sobre la sobrevivencia de E.

coli ATCC 25922 en la cdscara de banano para exportacion.
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3 Marco teodrico

3.1 Alcance e importancia de la industria bananera de Costa Rica

Costa Rica representa uno de los tres paises con mayor importancia en el sector bananero, al
exportar aproximadamente 120 millones de cajas al afio, lo que genera USDS$ 1 000 millones en
divisas (CORBANA, 2020). Los datos mas recientes corresponden al 2019, en donde, se
exportaron 121 millones de cajas de banano, con un peso promedio de 18,14 kilos, lo que
representa 2 188 685 toneladas métricas. Este fruto participa en un 7,6 % en el total de
exportaciones realizadas en Costa Rica y un 36,3 % del total de exportaciones agricolas
posicionandose como el primer producto agropecuario de exportaciéon del pais (CORBANA,
2020; SEPSA, 2020). Con respecto al Producto Interno Bruto (PIB) Nacional este fruto contribuye
enun 2 %y en el PIB agricola en un 43,0 %. Para el afio 2019, el banano generd un total de USDS
1 0004,5 millones y en total los productos agropecuarios generaron USDS 4 781,5 millones
(CORBANA, 2020; SEPSA, 2020). Los principales destinos de exportacidon de banano
corresponden a la Unién Europea y Estados Unidos, donde se recibié 53,2 % y 32,2 %
respectivamente de la fruta total exportada. El 16,4 % restante lo recibe Ucrania, Turquia,

Noruega, Rusia, Republica Popular de China y Arabia Saudita.

Para el 2019, el area bananera de Costa Rica fue de 43 013 hectareas en produccidn. El indice
de ocupacién laboral del sector bananero es de un trabajador directo por hectdrea de
plantacion, siendo uno de los indices mas altos de toda la industria agricola. En el 2019, se
generaron 40 000 empleos directos, asi como 100 000 empleos indirectos, lo que representa
actividades relacionadas como comercio, fabricas de insumos y transporte. Estos empleos son
anuales, ya que la produccién bananera es durante todo el afio y no por temporadas (CORBANA,
2020). La Unién Europea otorgd al banano de Costa Rica el sello de Indicacidon Geografica (1G)
en el afio 2011. Esto es de gran prestigio para la industria ya que este es un sello distintivo que
identifica la procedencia y la calidad del producto, ademas de certificar las condiciones en las
que ha sido producido. De los paises exportadores de banano, Costa Rica es el Unico que posee

este reconocimiento (CORBANA, 2020).

3.2 Manejo postcosecha de banano de exportacién y proceso de exportacion

La siembra de banano se desarrolla en regiones tropicales o cercanas que presentan un rango
de temperatura entre 15 °C y 38 °C; siendo la temperatura optima 27 °C, ademas, de una

precipitacion minima de 100 mm por mes (Hailu, et al., 2013). El proceso post-cosecha de
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banano esta conformado por las etapas de: recepcién y evaluacién de la fruta, desmane, lavado,
seleccidn, desleche, pesaje, desinfeccion, etiquetado y empaque (Jaramillo, 2018; Corporacion
Colombia Internacional, 2010). El proceso inicia con la llegada de los racimos de banano a la
planta empacadora, donde se realiza una inspeccidn inicial de la fruta para evaluar la edad,
estado, plagas, maduracion precoz, peso, longitud del dedo, entre otros. El desmane consiste
en generar las manos o clusters de banano, y segun el destino y especificaciones del mercado

contienen de 4 a 8 dedos (Jaramillo, 2018; Rivas, 2014).

Para el lavado inicial, se colocan las manos en un tanque con agua circulante, donde luego se
seleccionan aquellos que cumplen con las especificaciones y los que no, son desechados. Luego,
viene el proceso de desleche, en donde se colocan las manos de banano en un tanque con agua
y una cantidad minima de hipoclorito de sodio y en ocasiones alumbre de potasio. Este proceso
se encarga de remover la sustancia exudada por las coronas, conocida como latex. Este proceso
tiene una duracion de entre 15y 20 minutos (Jaramillo, 2018; Rivas, 2014; Ramirez, Saénz y
Vargas, 2011). El Iatex corresponde a una savia con la funcién biolégica de retrasar el desarrollo
de hongos y bacterias en las zonas donde el tejido del fruto fue dafiado. Su eliminacién es de
suma importancia ya que afecta la calidad del fruto de exportacion al generar manchas en este

(Ramirez, Saénz y Vargas, 2011).

Por ultimo, se pesa la fruta, se coloca en bandejas y se hace pasar por un tunel de rociado donde
se aplica una solucién fungicida para evitar la pudriciéon de la corona durante el proceso de
exportacion. Por ultimo, los bananos se empacan en bolsas plasticas con diferentes
caracteristicas segun el destino final y se colocan en cajas de cartdn, las cuales son acomodadas

en contenedores (Rivas, 2014).

Los bananos de exportacién se colocan en cajas de carton telescdpicas, cubiertas con una
pelicula perforada de polietileno con el fin de modificar la atmdsfera y retrasar el proceso de
maduracién. Luego, estas cajas se transportan de la planta empacadora al puerto a una
temperatura de 13,5 °C. Esta temperatura se trata de mantener durante todo el proceso de
exportacion con el fin de evitar la maduracidn prematura del fruto. La fruta tarda
aproximadamente entre 48 a 72 horas en llegar a esta temperatura debido a las condiciones
climdticas de las plantas empacadoras. Una vez en el puerto se colocan los contenedores en el
porta contenedores y se envian a los distintos destinos. El mdximo de tiempo que tarda en llegar
a Estados Unidos es de 10 dias y a Europa 21 dias. La Unica manera de controlar la maduracion

durante el transporte es mediante el manejo estricto de la temperatura. Acciones preventivas
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para evitar la maduracidn del fruto segun el destino incluyen el tipo de empaque, asi como la

edad de cosecha del racimo (Saénz, 2020)3.

Una vez llegada al puerto de destino se procede a distribuir el banano hacia las cdmaras de
maduracién. Segun las especificaciones de la materia prima se controla la temperatura, la
cantidad de etileno y la cantidad de oxigeno (Sdenz, 2020)*. Usualmente el banano madura a
temperaturas entre los 14-20 °Cy a 90-95 % de humedad relativa. Segun dicha temperatura, el
tiempo de maduracién va de los 4 a 10 dias (FAO, 2007). Una vez transcurrida la maduracion se

transporta el banano a los distintos puntos de venta.

3.3 Presencia de microorganismos en productos frescos

Las frutas y vegetales presentan superficies en las cuales viven y crecen microorganismos tales
como bacterias, mohos y levaduras. Esto se debe a que su proceso de produccion comienza en
el campo donde de distintas maneras los microorganismos pueden llegar a la superficie de estas
y habitar en los productos frescos. Esto aunado al hecho de que ha habido un fuerte aumento
del consumo de frutas y vegetales en los ultimos afios, ha causado que cada vez mas se den
brotes alimentarios por medio de estos productos frescos. Dentro de estos brotes se han
encontrado bacterias patégenas como E. coli 0157:H7, Salmonella y L. monocytogenes (Avila-
Quezada, et al., 2008). En el Cuadro | se encuentra un resumen con algunos brotes que han

sucedido en los Ultimos afnos.

Cuadro . Brotes de enfermedades gastrointestinales asociadas al consumo de frutas y vegetales contaminados.

Alimento Bacteria Aho Referencia
Papaya 2019 CDC, 2019a.
Meldn rebanado 2019 CDC, 2019b.
Germinados Salmonella 2018 CDC, 2018.
Papaya Maradol 2017 CDC, 2017.
Pepinos 2015 CDC, 2015.
Coliflor Salmonella Enteritidis 1997 Anon, 2005a
Sivaplasingham et al.,
Culantro Salmonella Thompson 1999
2004.

3 SAENZ, M. 26/08/2020. Consulta sobre condiciones de transporte y maduracién de banano para exportacién
(entrevista por Zoom). Costa Rica, Centro de Investigaciones Agrondmicas (CIA), Universidad de Costa Rica.
4 Ibid.
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Cuadro | (continuacion). Brotes de enfermedades gastrointestinales asociadas al consumo de frutas y vegetales

contaminados.

Alimento Bacteria Aio Referencia
Salmonella
Melén Cantaloupe 1998 Anon, 2001.
Oranienburg
Tomate Salmonella Javiana 2004 Anon, 2005.
Melén Cantaloupe 2012 CDC, 2012.
Listeria monocytogenes
Ensaladas empacadas 2016 CDC, 2016.
Lechuga romana E. coli 2020 CDC, 2020a.
Brotes de trébol E. coli 2020 CDC, 2020b.
Brotes de alfalfa E. coli 0157:H7 2014 CDC, 2014.
Sivaplasingham et al.,
Perejil 1998
E. coli 0157:H7 2004
Pepino 2003 Duffell et al. 2003.

Existen distintas rutas de contaminacion de las frutas y vegetales durante su proceso productivo.
Dentro de estas se encuentran los fertilizantes organicos utilizados. Estos pueden introducir
patdgenos directamente al campo y también pueden contaminar el agua de irrigacién. También,
el agua de riego constituye un posible foco de contaminacién. Elementos como la materia fecal,
la tierra o el derrame de aguas negras pueden introducir enteropatégenos directamente a la
fuente del agua de riego. Resulta importante, tener un control estricto de la calidad del agua de
riego utilizada, asi como de las fuentes de donde se obtiene. Otro vehiculo de contaminacién
corresponde a la tierra de cosecha. Algunos patdgenos se encuentran como microbiota normal
de la tierra, tal como Listeria spp, y otros son agregados por medio del agua o de los desechos
organicos. La tierra puede salpicarse en los productos y por ende transmitir los microorganismos

patdgenos directamente (Heaton y Jones, 2007).

Para evitar estas fuentes de contaminacién existen lineamientos, normas y leyes. Una de estas
corresponde a la Ley de Modernizacion de la Inocuidad de los Alimentos (FSMA por sus siglas
en inglés) implementada por la Administracion de Alimentos y Medicamentos de los Estados
Unidos (FDA, por sus siglas en inglés). Esta consta de siete reglas, dentro de las cuales se describe
la regla para productos frescos inocuos. En esta se determinan procedimientos de testeo y

estandares necesarios a cumplir en la calidad del agua utilizada, las enmiendas bioldgicas del
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suelo (presencia de estiércol y abono), seguridad de brotes, animales domesticados y salvajes,
capacitacidn de los trabajadores en higiene y salud, y el adecuado mantenimiento de equipo,
utensilios y espacio de trabajo. Ademads, se establecen estandares para el cultivo, cosecha,
empaque y almacenamiento de frutas y vegetales (21 CFR 112) (FDA, 2019; FDA, 2015). Esto en
combinacién con las BPA y las BPM permite buscar el aseguramiento de una produccion de

alimentos inocuos.

3.4 Desinfeccién de frutas y vegetales frescos

Existen distintos métodos para la desinfeccién de frutas y vegetales frescos enteros o
precortados. La eficacia del método utilizado para reducir poblaciones bacterianas usualmente
depende del tipo de tratamiento, el tipo y fisiologia de los microorganismos a atacar, las
caracteristicas de la superficie de la fruta o vegetal, el tiempo de exposicion, la concentracion,
el pHy la temperatura del medio. Cada método presenta ventajas y limitaciones para su uso, y
algunos se pueden utilizar en combinacién para asi aumentar la eficiencia y eficacia del
tratamiento. El desinfectante mas comUnmente utilizado y que presenta una larga historia de
uso corresponde al hipoclorito de sodio, conocido comercialmente como cloro. Algunos
derivados de este desinfectante incluyen al clorito de sodio acidificado y el diéxido de cloro, los
cuales pueden presentar una mayor eficacia que el hipoclorito en si. Otros desinfectantes
corresponden a los compuestos cuaternarios de amonio los cuales presentan la ventaja de no
tener color niolor, son estables a altas temperatura y a los compuestos organicos, sin embargo,
no son compatibles con jabones o detergentes anidnicos y presentan un alto costo. Otro
ejemplo es el perdxido de hidrégeno, el cual es un buen esporicida y logra una rapida
descomposicidn a productos no tdxicos, sin embargo, puede afectar el color y textura de los
productos frescos. Otros desinfectantes o procesos de desinfeccion incluyen la aplicacién de

ozono, la irradiacion, el fosfato trisédico, entre otros (Parrish et al., 2006).

Por otro lado, se puede dar la formacion de biofilms por parte de microorganismos de deterioro
y no deterioro de frutas y vegetales lo que puede proporcionar un entorno protector para los
patdgenos. Se ha determinado que un biofilm con varias especies de bacterias tales como L.
monocytogenes, Pseudomonas fragi y Staphylococcus xylosus no se ve afectado por un
tratamiento de desinfeccidon con 500 ppm de hipoclorito de sodio. También se ha determinado
que biofilms de origen natural en brotes proporcionan sitios de colonizacién protegidos para
Salmonella y E. coli 0157:H7, lo que hace que su posterior eliminacion con compuestos

antimicrobianos sea dificil (Beuchat, 2002).
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Diversos estudios mostrados en el Cuadro Il demuestran las reducciones logaritmicas alcanzadas

en frutas y vegetales al utilizar hipoclorito de sodio como desinfectante. En estas se encuentran

distintos tiempos de contacto y temperatura.

Cuadro Il. Reducciones microbioldgicas obtenidas en tratamientos de desinfeccion con hipoclorito de sodio.

Tiempo
Concentracion Reduccién
Producto de Microorganismo Referencia
cloro (ppm) (log) UFC/g
contacto
Lechuga 100 5 min E. coli 2,2-2,4 Behrsing et
Brocoli 100 5 min E. coli 2,3-2,5 al.,2000.
Lechuga Lindsey, et
200 2 min E. coli 0157:H7 1,58
romana al., 2009.
Coles de Listeria Brackett,
200 10s 2
Bruselas monocytogenes 1987.
Alcachofa 50 5 min Mesofilos 2,3 Sanz, et al.
Borrajas 100 5 min Mesofilos 1,6 2002.
Lechuga L.
100 30s 1,04
iceberg monocytogenes Beuchat, et
Lechuga L. al., 2004.
100 30s 1,68
romana monocytogenes
Lechuga L. Lang et al,
200 5 min 1,2-1,8
iceberg monocytogenes 2004.
Meldn
200 30s Mesdfilos 2,03 Ayhany
Cantaloupe
Chism,
Meldn
200 30s Mesdfilos 1,24 1998.
Honeydew
Parnell y
Salmonella
Manzana 200 30s 2,5 Harris,
enterica
2002.
2000 Salmonella 2,43
200 E. coli 0157:H7 0,70 Beuchat, et
Manzana 5 min
Listeria al., 1998.
200 1,65
monocytogenes
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Cuadro Il (continuacidn). Reducciones microbioldgicas obtenidas en tratamientos de desinfeccién con hipoclorito de

sodio.
Tiempo
Concentracion Reduccién
Producto de Microorganismo Referencia
cloro (ppm) (log) UFC/g
contacto
2000 5 min Salmonella 3,44
200 5 min E. coli 0157:H7 2,02
Tomate
Listeria
200 3 min 3,65
monocytogenes Beuchat, et
Salmonella 1,88 al., 1998.
E. coli 0157:H7 2,43
Lechuga 200 5 min
Listeria
0,33
monocytogenes

El uso de hipoclorito de sodio como modo de desinfeccion o sustancia activa para el lavado de
frutas y hortalizas se encuentra reglamentado en la Unidn Europea por medio del Reglamento
(UE) 2017/1274, donde se permite una concentracion maxima de 200 ppm. En Canada, en
alimentos se permite el uso de una concentracion de 100-150 ppm de cloro total o entre 2y 7
ppm de cloro residual con un pH entre 6 y 7 y tiempo de contacto de 5 minutos, tal como se
encuentra estipulado en el Reglamento SOR/2018-108 para alimentos seguros de la Agencia de

Inspeccién de alimentos (OIRSA, 2020).

3.5 Mecanismo de desinfeccion del hipoclorito de sodio

Como se menciona en el apartado anterior, el cloro es uno de los desinfectantes mas utilizados
en la desinfeccion de frutas y vegetales. La forma mds activa de los sanitizantes clorados
corresponde al hipoclorito de sodio. La actividad antimicrobiana de la solucidon depende de la
cantidad de cloro libre, la concentracion del acido hipocloroso y el ion hipoclorito, asi como el
pH de la disolucidn, la presencia de residuos orgdnicos, la carga microbioldgica inicial y el tiempo
de exposicidon (Schneider y Fatica, 2009). El acido hipocloroso es la forma mas activa del
desinfectante y la concentracién de este depende en gran medida del pH de la disolucidn. A un
pH de 7,5, el cloro libre se compone por una concentracion de 50/50 acido hipocloroso y ion
hipoclorito. Si este pH aumenta en una unidad a 8,5 el radio de concentracidon pasa a ser 10/90

de 4cido hipocloroso y ion hipoclorito (Schneider y Fatica, 2009). El cloro al encontrarse diluido
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en agua puede tener un pH bdsico de entre 10-12, esto dependiendo de su concentracidn
(Parrish et al., 2006; Schneider y Fatica, 2009). En cambio, si el pH se encuentra en 6,5 la mezcla
de cloro libre estara compuesta por una relaciéon de concentracion de 90/10 acido hipocloroso
y ion hipoclorito. Si el pH se llegara a disminuir hasta 4,0 la disolucién de cloro libre sera 100 %
acido hipocloroso. Sin embargo, este es un gas muy corrosivo y peligroso y, por ende, no se debe
utilizar como método desinfectante (Schenider y Fatica, 2009). Por esta razén, para maximizar
la eficacia del proceso de desinfeccion y limitar el peligro potencial de la produccién de gasy la
corrosidn de los equipos se recomienda utilizar disoluciones de hipoclorito de sodio a un pH

entre 6,5y 7,0 (OIRSA, 2020; Schneider y Fatica, 2009; Parrish et al., 2006).

La presencia de residuos orgdnicos en el agua de aplicaciéon disminuye la efectividad del
hipoclorito de sodio. Esto se debe a que, al dosificar el cloro, es decir, agregar la cantidad de
cloro total, parte del cloro libre reaccionara con impurezas organicas e inorganicas presentes en
el agua, lo que se conoce como demanda de cloro inicial. También, parte del cloro se combinara
con sustancias nitrogenadas formando cloraminas, las cuales tienen propiedades microbicidas
mas débiles que el acido hipocloroso. Una vez que la demanda de cloro ha sido satisfecha, el
cloro residual libre se encargard de realizar la desinfeccidon (Garmendia y Vero, 2006). Virto et
al. (2005) demostraron que la presencia de materia organica en un tratamiento con cloro y agua
incrementd drasticamente la resistencia al cloro por parte de cuatro cepas de bacterias

estudiadas (Bacillus subitlis, L. monocytogenes, Yersinia enterocolitica y E. coli).

El cloro es eficiente en la desinfeccién debido a su gran potencial éxido reductor que logra la
desnaturalizacidon de las proteinas de los microorganismos vy, la inhibicidon de las reacciones
enzimaticas, causando asi la muerte celular y consecuentemente disminuyendo la carga
microbioldgica. Actualmente, no se conoce el mecanismo exacto de accién del hipoclorito de
sodio sobre los microorganismos, sin embargo, si se conoce como es la manera mas efectiva y
eficiente para utilizarlo. Mizozoe et al. (2019) buscaron estudiar el efecto del hipoclorito de
sodio sobre una cepa E. coli (DH5a), donde encontraron que el acido hipocloroso logra permear
la membrana fosfolipidica, rompiendo la pared celular de la bacteria lo que causa la salida de
proteinas y ARN de la célula, dafiando asi a la bacteria. Con respecto al ion de hipoclorito se
demostré que este no logra dafiar de manera fatal a E. coli, pero si influye en su destruccion al

afectar la membrana externa de la célula sin lograr permearla.
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3.6 Sobrevivencia de microorganismos en frutas y vegetales

Los productos frescos han sido ampliamente implicados en brotes de enfermedades
transmitidas por alimentos. La transferencia de células microbianas de distintas fuentes de
contaminacién, tales como la tierra, el estiércol, agua de irrigacion, polvo, insectos, etc. a la
superficie de los productos frescos resulta el evento clave para la contaminacidn precosecha de
frutas y vegetales. Factores ambientales en el campo tales como la temperatura, la humedad
relativa, el tiempo de contacto, la radiacién solar, la disponibilidad de nutrientes y la interaccién
con otra microbiota natural influyen en la adhesion bacteriana y en la formacién de biofilms. La
formacién de biofilms es un mecanismo de defensa de las bacterias contra el estrés ambiental.
Algunas bacterias secretan exopolisacaridos para formar una capa o capsula unida (Beuchat,
2002). Esto lo hacen una vez que se adhieren a la superficie de los productos generando una
adhesién que representa un factor clave en la eficacia de los tratamientos poscosecha, ya que
a mayor grado de adhesién, menor es la efectividad de algunos tratamientos de desinfeccion en
productos frescos. Por esta razon, resulta de alta importancia entender el comportamiento de
los microorganismos en cuanto a su sobrevivencia en las superficies de productos frescos, y de
esta manera poder desarrollar estrategias de gestidn de riesgos de seguridad operacional (Singh
et al., 2019). Se han desarrollado distintas investigaciones que buscan estudiar la cinética de
sobrevivencia, crecimiento o muerte de microorganismo en productos frescos, la formacién de
biofilms y factores que ayudan a la sobrevivencia de los microorganismos. También, en los
Ultimos afos se han realizado estudios que investigan y analizan la internalizacidon de
microorganismos patégenos en las frutas y vegetales. Esto provee un espacio seguro para que
los microorganismos sobrevivan y proliferen, ademas de que permite que los tratamientos de
desinfeccién sean totalmente ineficientes al no poder actuar directamente sobre los
microorganismos internalizados. La entrada de dichos microorganismos se puede dar por medio
de distintas rutas, tales como la estructura natural del producto. Por ejemplo, las bacterias
pueden ingresar a los vegetales de hoja por medio de las estomas y a las frutas por medio del
tallo, la cicatriz del tallo y/o el cdliz. También, se ha visto que pueden ingresar a los productos

cuando estos son dafiados y su estructura natural es comprometida (FDA, 2017).

En estudios previos, Singh y colaboradores (2019) estudiaron el nivel de adhesion y la cinética
de muerte de un céctel de E. coli (ATCC 23716, 25922 y 11775) en la superficie de sandias en
finca, asi como la eficacia de un tratamiento de desinfeccidn con hipoclorito de sodio (150 ppm
por 3 minutos). En este estudio, inocularon superficies de sandia previo a ser cosechadas, y se

estudio su fuerza de adhesién y de cinética de muerte en los siguientes seis dias. La poblacidn
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de la bacteria varié durante los seis dias de estudio donde hubo reducciones logaritmicas del
microorganismo inoculado de entre -0,12 a 1,3 log UFC/cm?. La mayor reduccidn de E. coli
sucedid en las primeras 24 horas (dia 2), la cual correspondié a 1,30 log UFC/cm?. Alas 120 horas
(dia 6) fue la segunda mayor reduccién (0,63 log UFC/cm?. Se atribuye que la veloz reduccién
en las primeras 24 horas se debe al cambio subito en las condiciones ambientales. Algunos
factores de estrés predominantes se asocian a una limitacidn en los nutrientes, la luz solar, la
desecacion, y la competencia con microbiota superficial de la sandia. Entre las 24 horas y 96
horas no hubo una reduccién significativa de la poblacidn de las bacterias inoculadas. Esto se
atribuye a la habilidad de la bacteria para adaptarse a un nuevo ambiente y/o desarrollar

resistencia al estrés ambiental al alterar su fisiologia celular.

Se observo que la fuerza de adhesién (Sg) de la bacteria sobre la superficie de la sandia aumentd
durante las primeras 24 horas, ya que el valor pasé de ser 0,04 a 0,99. Luego de esto no hubo
un aumento en la fuerza de adhesién. Se atribuyd este aumento a que hubo una disminucién
en la poblacion que estaba débilmente apegada, y un aumento en la que estaba fuertemente
apegada, luego de esto no hubo cambios. Esto se puede deber a condiciones de temperatura
favorables. Otros factores potenciales incluyen la carga superficial de las células bacterianas y

la hidrofobicidad (Singh et al., 2019).

En otros estudios, el comportamiento de la cinética de muerte de los microorganismos fue
diferente. Por ejemplo, Weller et al. (2017) demostraron una media de cinética de muerte
celular de un céctel de E. coli (TVS 353, TVS 354 y TVS 355) de 0,52 log NMP en lechugas en un
campo en Freeville, Nueva York. Barker-Reid et al. (2009) determinaron una reduccién total de
E. coli en lechuga de 2,2 log en 5 dias (media por dia de 0,44 log) en el sureste de Australia. La
diferencia en la cinética de muerte del microorganismo entre estudios puede deberse a varios
factores, por ejemplo, las condiciones ambientales (Nueva York vrs Australia), las diferentes
estaciones del estudio (verano vrs primavera), el nivel de vegetacién en cada campo, tipo de

cepa bacteriana, asi como la duracion del estudio (Singh et al., 2019).

También, Tian et al. (2011) estudiaron la sobrevivencia y crecimiento de patégenos en alimentos
minimamente procesados a temperaturas de refrigeracién (4 y 15 °C). A diferencia de los
estudios anteriores, estas buscaron observar cdmo se comportan los microorganismos luego de
la cosecha de los vegetales y su posterior manipulacién. Realizaron el estudio en lechuga
romana, lechuga iceberg, hojas de perilla y coles de Bruselas. Se analizé la sobrevivencia de S.

Typhimurium (ATCC 19585, ATCC 43971 y DT104 Killercow), S. aureus (ATCC 49444, ATCC 12600
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y ATCC 12692), L. monocytogenes (ATCC 19115, ATCC 19114, y ATCC 7644) y E. coli 0157:H7
(ATCC35150, ATCC 43889, y ATCC 43890). Los vegetales fueron inoculados con cada una de las
bacterias y almacenadosa4 °Cpor3,6,9,12y 15diasya 15 °Cpor1, 2, 3,5y 7 dias. Se obtuvo
qgue las poblaciones de los cuatro patégenos tendié a aumentar en todas las verduras
almacenadas a 15 °C durante los siete dias de almacenamiento. Inclusive, E. coli 0157:H7 y S.
Typhymurium aumentaron significativamente sus poblaciones (aumento de 2 log UFC/g) en las
lechugas en el primer dia de almacenamiento a 15 °C. Mientras que en las coles de Bruselas E.
coli 0157:H7 no sobrevivid ni a 4 ni 15 °C. Por otro lado, no hubo diferencias significativas en el
crecimiento de los diferentes patdgenos en los vegetales almacenados 15 dias a 4 °C. En
conclusién, se obtuvo que la temperatura afecta directamente la sobrevivencia de patdgenos
en vegetales y que lo recomendable es almacenar dichos productos a temperaturas de

refrigeracion de 4 °C.

Por su parte, Beuchat (2002) estudié los factores ecolégicos que influyen en la sobrevivencia y
crecimiento de microorganismos patdgenos en frutas y vegetales. La mayoria de los vegetales
tienen un pH cercano al neutro el cual permite que crezcan microorganismos, por otro lado, la
mayoria de las frutas presentan pH acidos. Un pH inferior a 4,0 generalmente no se considera
un sustrato apto para el crecimiento de bacterias patdgenas. Sin embargo, se ha visto que en
algunos productos que puedan tener desarrollo de mohos y/o levaduras, con crecimiento
micelial en tejidos magullados, el pH del medio aumenta; lo que hace que se proporcionen las
condiciones para el crecimiento de células incidentes de patdgenos bacterianos. Por otro lado,
alguna microbiota normal superficial de productos frescos puede tener un efecto letal o
antagonista sobre bacterias patdgenas. Se ha visto que cepas de Pediococcus y Enterococcus

controlan el crecimiento de L. monocytogenes en brotes de frijol mungo (Beuchat, 2002).
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4 Materiales y métodos

4.1 Localizacion

Todo experimento abordado en el presente estudio se realizd en los laboratorios de quimica y
microbiologia del Centro Nacional de Ciencia y Tecnologia de Alimentos (CITA), asi como en el
Laboratorio de Tecnologia Poscosecha del Centro de Investigaciones Agrondmicas (CIA);
ubicados en la ciudad Universitaria Rodrigo Facio de la Universidad de Costa Rica, San Pedro,
Montes de Oca. Los analisis de numero mas probable de E. coli fueron realizados en el

laboratorio de aguas y alimentos de la facultad de Microbiologia.

4.2 Evaluacion del efecto de la concentracion de hipoclorito de sodio sobre la
reduccion de E. coli ATCC 25922 en la cascara de banano para exportacion

4.2.1 Preparacién del inéculo

Se coloco una colonia aislada de E. coli ATCC 25922 en 9 mL de caldo Tripticasa Soya (CTS), la
cual se incubd a 35+ 2 °C por 5 £ 1 hora. Se transfirié a un Erlenmeyer con un volumen de CTS
de 400 mL. Este se incubd a 35+ 2 °C por 18 + 2 °C en una incubadora con agitacién a 200 rpm

para asi obtener un indculo en fase estacionaria (Usaga, et al., 2014).

4.2.2 Inoculacion de las muestras

Para alcanzar una poblacidn aproximada de 7 logaritmos de E. coli ATCC 25922 en el agua que
se utilizd durante el desleche del banano, se inoculé agua destilada con el microorganismo en
fase estacionaria (Macarisin, et al., 2017). Se utilizaron tinas con capacidad de 10 L, donde se
colocaron 7 L de agua destilada inoculada. Se inoculé un “cluster” de banano a la vez, y cada
“cluster” estaba conformado por cuatro dedos de banano. En la Figura 1 se encuentra de
manera detallada y gréfica la realizacion del primer objetivo. En este caso, se realizé cada uno
de los tratamientos de desinfeccién indicados en la seccion 4.2.3 por triplicado (tres
repeticiones independientes). Se utilizaron siete “clusters”, cinco para cada uno de los
tratamientos, uno como control positivo y uno como control negativo. Este control positivo fue
utilizado para calcular la reduccién logaritmica obtenida luego de realizar los tratamientos
expuestos en la seccidn 4.2.3 . En el caso del control negativo, no se inoculd, sino que solo se le

realizo el recuento para determinar la carga inicial propia de la cédscara del fruto.

En el agua previamente inoculada, se simuld el proceso de inmersion de cinco “clusters” de
variedad Cavendish, con grado cero de madurez (verde) y 12 semanas de cosecha, durante 20

minutos. Este es el tiempo minimo establecido por la industria bananera nacional para realizar
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la eliminacion del latex de la fruta. Uno de estos “clusters” se utilizd como control positivo, es

decir que no se sometié a ningln tratamiento.

. . . Poblacion inicial
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S&&G&G& & &L T
APED,1%
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Figura 1. Esquema metodoldgico para la realizacion del objetivo 1 del proyecto.

4.2.3 Tratamientos para la desinfeccién de E. coli de la cascara de banano

De manera generalizada, en la industria de productos minimamente procesados se utiliza como
medida de desinfeccién concentraciones de hipoclorito de sodio de entre 150-200 ppm con una
inmersién de cinco minutos. Sin embargo, estudios indican que para tener una reduccion de 2-
3 logaritmos de E. coli, se puede realizar una inmersidn en una concentracién de entre 50-100
ppm durante cinco minutos (OIRSA, 2020). Debido a la falta de estudios sobre métodos de
desinfeccién especificos en banano, y al uso generalizado de hipoclorito en la industria, se
realizaron los siguientes cuatro tratamientos: inmersién en hipoclorito de sodio en

concentraciones de 50 ppm, 100 ppm, 150 ppm y 200 ppm por cinco minutos. Como control, se
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realizd una inmersidn en agua potable durante cinco minutos, lo cual simula en parte lo que
ocurre en la actualidad durante el proceso de desleche del banano. Para cada concentracién de
cloro se ajustd el pH con acido clorhidrico (HCI) hasta un valor entre 6,0 y 7,5 (OIRSA, 2020).
Para cada tratamiento se utilizaron tinas con capacidad maxima de 10 L, donde se colocd un
maximo de 7 L de disolucién desinfectante (agua destilada con hipoclorito de sodio a la
concentracién necesaria). El hipoclorito de sodio utilizado correspondié a la marca Clorox ©, y

presentaba una concentracion de 3,5 % v/v.

4.2.4 Recuentode E. coli

|”

Una vez terminado el tiempo de inmersidn, se coloca un dedo de banano del “clutser”, en una
bolsa de Stomacher con agua peptonada estéril (APE) al 0,1 %, para lograr una proporcion de
1:10 y se masajearon por 1 minuto (Eblen, et al., 2004; lbarra, et al., 2004). De la disolucion
realizada anteriormente, se hicieron las diluciones seriadas en APE 0,1 %. El recuento se realizé
utilizando la técnica de vaciado en placas de Petri con Agar Tripticasa de Soya o Agar Mac
Conkey, por duplicado. Se incubaron dichas placas por 24 + 2 horas a 35 + 2 °C (Buchanan, et al.,
1999). Luego de esto, se realizd un conteo visual con recuentos de entre 25 y 250 unidades
formadoras de colonias. En el caso del control negativo, se utilizé la técnica de vaciado explicada
anteriormente, asi como la técnica de NUmero mas probable (NMP) en series de cinco tubos.
Para la técnica de NMP, se siguid lo descrito en el capitulo 4 del Bacteriological Analytical
Manual (BAM; por sus siglas en inglés) (Feng, et al., 2002). Para la fase presuntiva, se utilizaron
tubos de ensayo con campana Durham y 10 mL de Caldo Lauril Triptosa (CLT), el cual se incubd
a 35 °C por 48 horas. Para la fase de confirmacién, se utilizé caldo EC (CEC) y se incuba a 44,5 °C
por 24 horas. Para reportar la presencia de E. coli, se realizé la prueba de confirmacién utilizando

el reactivo Kovacs; si aparecia un anillo rojo se reportaria como positivo. Segun la cantidad de

tubos positivos en esta confirmacidn, se reporto el recuento como NMP/g.

4.2.5 Analisis estadistico

Se utilizd un disefio experimental de tipo irrestricto aleatorio, unifactorial, con tres repeticiones
y dos réplicas por repeticion. Se establecié como factor la concentracion de hipoclorito de sodio
y como variable respuesta la reduccion logaritmica de E. coli obtenida para cada concentracién
de hipoclorito de sodio. Para determinar si hubo diferencias significativas entre las medias de
las reducciones logaritmicas de la poblacion de E. coli en las muestras, tras recibir el tratamiento
descrito en la seccion 4.2.3, se realizd un Andlisis de Varianza (ANDEVA). Se establecid para

dicho andlisis un nivel de confianza del 95 %, con valores de P menores a 0,05 (P<0,05)
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considerados como significativos. Se realizé la prueba Tukey para la comparaciéon de medias de

cada tratamiento. Se utilizé el programa JMP®9 para el andlisis de los datos.

4.3 Evaluacion del efecto del tiempo durante la etapa de transporte sobre la
sobrevivencia de E. coli ATCC 25922 en la cascara de banano para
exportacion

4.3.1 Preparacion del indculo
Se realizd la misma metodologia de preparacion de inéculo de E. coli ATCC 25922 presentada

en la seccion 4.2.1.

4.3.2 Inoculacion de la muestra

Se realizé el mismo proceso de inoculacién de muestras indicado en la seccion 4.2.2. Se realizd
el estudio por triplicado, con dos repeticiones independientes para cada uno de los puntos de
muestreo descritos en la seccion 4.3.3. Para cada punto de muestreo se designé un “cluster”
(agrupaciones de cuatro bananos verdes), variedad Cavendish, verdes (grado cero de madurez)
y con 12 semanas de cosecha. En la Figura 2 se describe de manera gréfica la realizacién del
segundo objetivo. Estos “clusters” se colocaron en el agua previamente inoculada con E. coli,
por 20 minutos, que corresponde al tiempo maximo establecido por la industria nacional de
banano para el desleche (eliminacion del latex) de la fruta. Para cada repeticion, se tuvo un total
de ocho “clusters”, seis para los puntos de muestreo, incluyendo el control positivo (se inocula
y se hace el recuento) y uno como control negativo (no se inocula y se hace recuento). El control
positivo fue utilizado para definir los cambios logaritmicos de la poblacién inoculada en la
superficie en cada uno de los puntos de muestreo y el control negativo se establecié para
conocer la carga propia inicial de las muestras dado que en un estudio previo se determind la
presencia de E. coli en muestras de banano no inoculadas (Valverde, 2020). Una vez que finalizo
el tiempo de inmersidn, se tomaron las muestras de bananos y se les colocé por medio de
aspersion una mezcla de fungicida (125 ppm de myclobutanil y 75 ppm de azoxistrobina) con
alumbre (1 % m/v de sulfato de aluminio y potasio). Esta mezcla de fungicidas es la mas
comunmente utilizada en la industria bananera costarricense. Posterior a esto, se colocaron los
bananos humedos en sus respectivos empaques, tal como lo realiza la industria bananera

(Saénz, 2020°).

5 SAENZ, M. 26/08/2020. Consulta sobre condiciones de transporte y maduracién de banano para exportacion
(entrevista por Zoom). Costa Rica, Centro de Investigaciones Agrondmicas (CIA), Universidad de Costa Rica.
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Figura 2. Esquema metodoldgico para el desarrollo del objetivo 2 del proyecto.

4.3.3 Simulacidn de las etapas de transporte

Se almacenaron los “clusters” previamente inoculados segun la seccidn 4.3.2, empacados de la
misma forma que se realiza para banano de exportacion (caja de cartén corrugado y bolsa de
polietileno con huecos) a 14 °C durante 14 dias con muestreo intermedioalos 1,5,7, 12y 14

Ill

dias después de la inoculacién. El tiempo cero corresponde al “cluster” dia 0.

La cantidad de dias escogida para los muestreos se debe a que, en experimentos de simulacion
de transporte realizados en la industria bananera nacional, se analizan 14 dias para banano

exportado a Estados Unidos (Saénz, 2020°). Con el fin de construir una cinética de crecimiento

6SAENZ, M. 26/08/2020. Consulta sobre condiciones de transporte y maduracién de banano para exportacion
(entrevista por Zoom). Costa Rica, Centro de Investigaciones Agrondmicas (CIA), Universidad de Costa Rica.
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o muerte de la bacteria de interés, se definieron seis puntos de muestreo, durante los 14 dias

del estudio.

4.3.4 Recuento de E. coli

Para cada punto de muestreo, se coloco un banano del “cluster” (cada réplica corresponde a un
banano del cluster) en una bolsa de Stomacher con agua peptonada estéril (APE) al 0,1 %, para
lograr una proporcién de 1:10 y se masajed por un minuto (Eblen, et al., 2004; Ibarra, et al.,
2004). El recuento inicial del control positivo se realizé utilizando la técnica de vaciado en placas
de Petri con Agar Mac Conkey y con Agar Tripticasa de soya, por duplicado. Se incubaron dichas
placas por 24 + 2 horas a 35 + 2 °C (Buchanan, et al., 1999). Luego de esto, se realizé un conteo
visual con recuentos de entre 25 y 250 colonias. Ademds, para el control negativo, aparte de la
técnica de recuento por vaciado, se realizd el recuento por la técnica de NMP, explicado en la

seccién 4.2.4.

4.3.5 Analisis estadistico

Se utilizé un disefio experimental de tipo irrestricto aleatorio, unifactorial, con tres repeticiones
y dos réplicas por repeticién. Se establecié como factor el tiempo de almacenamiento y como
variable respuesta el recuento logaritmico de E. coli obtenido para cada tiempo de muestreo.
Para determinar si hay diferencias significativas entre las medias de los recuentos logaritmicos
de las muestras tras ser almacenadas en las condiciones descritas en la seccidon 4.3.3, se realizd
un analisis de varianza (ANDEVA). Se establecié para dicho analisis un nivel de confianza del 95
%, con valores de P significativos de ser menores a 0,05 (P<0,05). Si existian diferencias
significativas entre las medias, se realizd la prueba Tukey para determinar la diferencia entre

cada uno de los tiempos de muestreo. Se utilizé el programa JMP®9 para el andlisis de los datos.
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5 Resultados vy discusion

5.1 Evaluacion del efecto de la concentracién de hipoclorito de sodio sobre la

reduccion de E. coli ATCC 25922 en cascara de banano para exportacion
Con el fin de lograr la mayor efectividad en la desinfeccién con hipoclorito de sodio, se aplicd
acido clorhidrico 1 M a la solucién desinfectante con el fin de ajustar el pH a un valor aproximado
de 7 (OIRSA, 2020; Schneider y Fatica, 2009; Parrish et al., 2006). Para ajustar el pH de las
disoluciones iniciales de hipoclorito de sodio a distinta concentracidn, se utilizé acido clorhidrico
1,0 M. En el Cuadro lll se encuentran los valores promedios de pH obtenidos y utilizados para

los tratamientos.

Cuadro Ill. pH de las soluciones de hipoclorito de sodio empleadas en los tratamientos de desinfeccion de la cdscara

de banano para exportacion.

Tratamiento Concentracion cloro (ppm) pH!
T1 50 6,93 £ 0,05
T2 100 6,96 £ 0,10
T3 150 7,01 £0,04
T4 200 7,03 0,01

'Promedios * desviacién estandar, n=3.

Cabe destacar que se decidid utilizar un pH entre 6,5 y 7,5 con el fin de obtener la mayor
concentracién posible de acido hipocloroso en el medio, la forma mas activa del hipoclorito de
sodio (Schneider y Fatica, 2009). Como se observa en el Cuadro I, se lograron los valores de pH

correctos para tener un proceso de desinfeccion efectivo segun lo sugiere la literatura.

En la Figura 3 se reportan los resultados obtenidos de la reduccidn de las poblaciones de E. coli
ATCC 25922 en la cdscara de los bananos para exportacion luego de ser sometidos a los
tratamientos de desinfeccion seleccionados y comparados con su respectivo control negativo

(tratamiento con agua sin cloro) en agar Tripticasa de Soya.
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Figura 3. Reduccion logaritmica de la poblacion de E. coli ATCC 25922 (en agar Tripticasa de Soya) en muestras de
clusters de banano inoculados con tratamiento con hipoclorito de sodio (T1: 50 ppm; T2: 100 ppm; T3: 150 ppm y
T4: 200 ppm) y el grupo control (agua). Las barras corresponden a los promedios y las barras de error a las
desviaciones estdndar (n=3). Letras diferentes sobre las barras indican que los promedios de las reducciones son

significativamente diferentes entre si (Tukey, p<0,05).

Cabe destacar que se aplicé el método de NMP para E. coli al banano que llegaba directo de la
finca para determinar si la fruta venia contaminada con el microorganismo de interés y en todos
los casos se obtuvo un valor <1,8 NMP/g, el cual corresponde al limite inferior de deteccion para
esta técnica. El banano inoculado previo al tratamiento de desinfecciéon se asocié a una
poblacion promedio de E. coli de 7,43 + 0,20 (promedio * desviacion estandar, n=3). Al realizar
el ANDEVA para los recuentos obtenidos y la prueba Tukey, se obtuvo que el recuento del
control (agua) y el tratamiento T1 (50 ppm) no presentaban diferencias significativas (p=1,0000)
entre si. En cambio, los tratamientos T2, T3 y T4 si presentaron diferencias significativas
respecto al banano inoculado sin tratamiento (P<0,05). Los tratamientos T2, T3 y T4 son

significativamente diferentes (P<0,0004) al control.

Estos resultados se pueden confirmar con lo presentado en la Figura 4, la cual corresponde a los
resultados obtenidos de la reduccién de las poblaciones de E. coli ATCC 25922 en la céscara de

los bananos para exportacion luego de ser sometidos a los tratamientos de desinfeccién
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seleccionados y comparados con su respectivo control negativo (tratamiento con agua sin cloro)
pero utilizando agar MacConkey, un medio de cultivo selectivo y diferencial para el

microorganismo inoculado.

Se utilizé agar MacConkey, el cual es un agar selectivo y diferencial, con el fin de confirmar el
comportamiento de la bacteria. Este agar es selectivo porque favorece el crecimiento de los
organismos Gram-negativos, como E. coli, sobre los Gram positivos que puedan estar presentes.
El medio se considera ademas diferencial porque diferencia entre los organismos Gram-
negativos que pueden fermentar la lactosa, como E. coli, sobre los que no (Wanger, et al., 2017).
Esto toma especial relevancia debido que el banano es una matriz fresca que presenta una
amplia variedad de microbiota presente, por ende, se utiliza este agar para confirmar que el
efecto del tiempo se da sobre la poblacién de E. coli inoculada y no solo sobre el resto de

microbiota presente.
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Figura 4. Reduccion logaritmica de la poblacion de E. coli ATCC 25922 (en agar MacConkey) en muestras de clusters
de banano inoculados con tratamiento con hipoclorito de sodio (T1: 50 ppm; T2: 100 ppm; T3: 150 ppm y T4: 200
ppm) y el grupo control (agua). Las barras corresponden a los promedios y las barras de error a las desviaciones
estdndar (n=3). Letras diferentes sobre las barras indican que los promedios de las reducciones son

significativamente diferentes entre si (Tukey, p<0,05).

Como se observa en la Figura 4, se confirma lo obtenido en el experimento donde a su vez

permite confirmar que la reduccidn logaritmica observada es en efecto propia del
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microorganismo inoculado y no de otros microorganismos presentes en la fruta y diferentes de
E. coli capaces de desarrollarse en un medio nutritivo como el agar tripticasa soya. Es decir, se
confirma que el hipoclorito de sodio si presenta un efecto sobre la poblacién de E. coli ATCC
25922. Los resultados obtenidos pueden presentar diferencias segun el agar utilizado, por
ejemplo, como se observa en la Figura 3, no hay diferencias entre las poblaciones obtenidas tras
aplicar el control y el T1, mientras que en la Figura 4 si existen diferencias entre el control y el
T1. Esto se debe a la naturaleza propia de los medios de cultivo ya que los diferentes
ingredientes de cada agar definen su nivel de selectividad para E. coli. El mismo se ve afectado
por la presencia de otros microorganismos en la fruta, lo que influye en las poblaciones
reportadas en el experimento al usar los dos tipos de agar como medio de cultivo (Barrero,
2016). Aun asi, la reduccion obtenida para el T1 es menor y significativamente diferente (p<0,05)

del resto de tratamientos.

Segun los resultados obtenidos para los tratamientos T2, T3 y T4, parece ser que el ajuste del
pH posiblemente tuvo un efecto positivo en la eficiencia del tratamiento con hipoclorito de
sodio (OIRSA, 2020; Schneider y Fatica, 2009; Parrish et al., 2006). Por otro lado, es posible
observar, segun los resultados obtenidos, que el tratamiento con agua y con hipoclorito de sodio
a 50 ppm no es suficiente para lograr una desinfeccion adecuada del banano. Como se menciona
anteriormente, en el caso del agar Tripticasa de soya (Figura 3), no existen diferencias
significativas entre las poblaciones de E. coli en el banano control y el banano sujeto al
tratamiento T1 (50 ppm de hipoclorito de sodio). Mientras que en el caso de agar MacConkey
(Figura 4) tampoco existen diferencias significativas entre el banano inoculado sin tratamiento
y el control (p=1,0000). Y a pesar de que si existen diferencias significativas entre tratamiento
T1y el control (p<0,05), la reduccidn obtenida por este tratamiento es baja al ser menor a 2 log
UFC/g. En el caso de los tratamientos T2, T3 y T4 se observa que se obtuvieron reducciones

logaritmicas mayores a 3 log UFC/g en ambos agares (Figura 3 y Figura 4).

Estas reducciones inclusive mostraron ser superiores a las obtenidas en otros ensayos similares.
Por ejemplo, Behrsing et al. (2000) estudiaron la efectividad de desinfeccion de E. coli (cepa TGl)
con hipoclorito de sodio a 100 ppm por 5 min en lechuga y brdcoli, en las cuales obtuvieron
reducciones de 2,3 y 2,4 log UFC/g respectivamente. Otro estudio, realizado por Lindsey et al.,
(2009) determind que un tratamiento de desinfeccion de hipoclorito de sodio a 200 ppm

durante 2 min logré una reduccién de 1,58 log UFC/g de E. coli 0157:H7 (7 SEA13B88) en lechuga
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romana. También, Beuchat et al., (1998) estudiaron la reduccién de E. coli 0157:H7 en manzana,
tomate y lechuga luego de realizar un tratamiento de desinfeccidén con hipoclorito de sodio a
200 ppm por 5 min. Se obtuvo una reduccién de la bacteria de 0,70 log UFC/g en la manzana,
2,02 log UFC/g en tomate y 2,43 log UFC/g en lechuga. Los distintos resultados obtenidos para
cada estudio se pueden explicar por el producto analizado y su fisiologia (presencia de grietas,
tendencia hidrofébica y textura, el tiempo de exposicidn, la concentracion del desinfectante, asi
como el tipo de cepa inoculada. Ademas, la eficacia del lavado disminuye si el intervalo de
tiempo entre la inoculacidn y la desinfeccién es grande. En el presente estudio, los bananos se
inoculaban durante 20 minutos e inmediatamente después se pasaban al tanque de

desinfeccién (Parish et al., 2006; Gil et al., 2009).

Ademas, como se observa en la Figura 3 y Figura 4, no hubo diferencias significativas en la
reduccion logaritmica de E. coli con los tratamientos T2, T3 y T4 (p<0,05). Es decir, no se
encontraron diferencias entre desinfectar con una concentracién de entre 100 ppm y 200 ppm.
Mani et al., (2016), encontraron que pasar de un tratamiento de desinfeccién de 100 a 10 000
ppm en superficies de chile, incrementando el tiempo de exposicion de 5 a 120 minutos no
generaba mayores reducciones en la poblacidn total de bacterias aerobias meséfilas. Esto
ultimo lo explican segun la interaccién débil que se da entre la solucidn acuosa de hipoclorito
de sodio y la cdscara cerosa del vegetal, ya que la cera es hidrofdbica. Por otro lado, el estudio
mencionado anteriormente de Lindsey et al., (2009) analizé la desinfeccion de lechuga con una
concentracién de 100 ppm y 200 ppm, y no encontraron diferencias significativas entre ambos
tratamientos, es decir, la reduccién logaritmica de E. coli 0157:H7 era igual. Beuchat et al.,
(1998) encontraron que no habia diferencias significativas al realizar una desinfeccidon con
hipoclorito de sodio a 200 ppm y 2000 ppm durante cinco minutos en tomate y manzana. Esto
indica que los resultados obtenidos son esperables y comparables con los obtenidos en otros

ensayos previamente publicados.

Anvarian y colaboradores (2018) buscaron estudiar el efecto de distintas concentraciones de
hipoclorito de sodio sobre la viabilidad y fisiologia de E. coli K-12 SCC1. Determinaron que un
tratamiento de desinfeccidén con 0 ppm (agua) y 50 ppm no afecta el nimero total de bacterias
viables o cultivables, mientras que un tratamiento con 100 ppm o 200 ppm si tiene un efecto
significativo similar en el nUmero de células viables. Esto es similar a lo que Chung et al., (2011)

encontraron al realizar desinfeccion de distintas frutas y vegetales con hipoclorito de sodio.
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Determinaron que aumentar la concentracidon de 50 a 200 ppm mejoraba considerablemente la
eficacia del tratamiento en la reduccién de E. coli, coliformes totales y recuento total aerobio
en la superficie de los productos analizados. Por otro lado, el tratamiento con agua potable no
lograba reducir o afectar la poblacién de los microorganismos mencionados anteriormente. Esto
concuerda con lo obtenido en el presente estudio, y demuestra que concentraciones menores
a 100 ppm no logran ser eficientes en la reduccién de bacterias como E. coli en la superficie de

productos frescos.

Los resultados del presente estudio, asi como los obtenidos en otros estudios, coinciden con lo
expuesto por Gil et al., (2009), los cuales estudiaron mediante una revision exhaustiva de
literatura, los problemas y soluciones del uso de desinfectantes en productos frescos. Ellos
concluyeron que la mayoria de los agentes desinfectantes logran reducir las poblaciones
microbianas de E. coli de la superficie de productos frescos, tales como manzana, vegetales de
hoja, sandia, entre otros, solamente 2 log o 3 log en el mejor de los casos. Esto es de gran
preocupacién, ya que por ejemplo en el Reglamento Técnico Centroamericano: Criterios
Microbiolégicos para la Inocuidad de Alimentos (RTCA, 2018), se dicta que los alimentos
preparados refrigerados como las ensaladas deben tener una carga < 10 UFC/g de E. coli. Por
esta razon, resulta de suma importancia cuidar y controlar el manejo en campo (precosecha de
la fruta), asi como su respectivo proceso post-cosecha para evitar obtener altas cargas iniciales
de este microorganismo, el cual es un indicador de contaminacién de origen fecal (Larrea-

Murrel et al., 2013).

También, Gil et al., (2009) mencionan que la calidad del agua es un punto de inflexién en el
aumento de la eficiencia en los procesos de desinfeccidn ya que muchas veces los desinfectantes
que se agregan al agua de lavado se encargan en mayor manera de mantener y controlar la
calidad del agua que del proceso de desinfeccién. Ademas, el uso de productos quimicos
antimicrobianos en combinacidn con agua de calidad adecuada ayuda a minimizar la posible
contaminacidn microbiana del agua de procesamiento, asi como una posterior contaminacion
cruzada en el producto. Es decir, manteniendo la mejor calidad de agua posible, es importante
utilizar agentes desinfectantes, no solo para tratar al producto sino para asegurar que se
mantenga la calidad del agua y de las superficies que entran en contacto con los alimentos.
Resulta importante, ademas, controlar la calidad de los productos a tratar, ya que se ha visto

gue una pequeiia cantidad de producto contaminado en un lote logra impactar la inocuidad de
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todo el lote que pasa por el tanque de lavado. Y aunque se utilicen grandes cantidades de agua,

no se logra disminuir el riesgo de contaminacién cruzada (Gil et al,. 2009).

5.2 Evaluacion del efecto del tiempo durante la etapa de transporte sobre la sobrevivencia de
E. coli ATCC 25922 en la cascara de banano para exportacion

En la Figura 5 se reportan los resultados obtenidos del recuento de E. coli ATCC 25922 en la

cascara de los bananos para exportacion luego de ser almacenados en condiciones de

transporte y comparados con su respectivo control positivo en agar Tripticasa de Soya.
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Figura 5. Recuento de la poblacion de E. coli ATCC 25922 (en agar Tripticasa de soya) en muestras de clusters de
bananos inoculados (control), y bananos inoculados y con solucion fungicida almacenados durante diferente tiempo
en cdmaras de transporte (T: 14 + 1 °C; HR:85-90 %) (DO: 0 dias, D1: 1 dia, D5: 5 dias, D7: 7 dias, D12: 12 dias y D14:
14 dias). Las barras corresponden a los promedios y las barras de error a las desviaciones estandar (n=3). Letras
diferentes sobre las barras indican que los promedios de las reducciones son significativamente diferentes entre si

(Tukey, p<0,05).

Cabe destacar que se realizd el método de NMP al banano que llegaba directo de la finca para
determinar si la fruta venia contaminada con el microorganismo de interés y en todos los casos
se obtuvo un valor <1,8 NMP/g, el cual corresponde al limite inferior de deteccidn. Al realizar el
ANDEVA para los recuentos obtenidos y la prueba Tukey, se obtuvo que el recuento control y el

tratamiento DO (0 dias almacenamiento) no presentaban diferencias significativas (p=1,0000).
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Esto demuestra que la mezcla fungicida no presenta un efecto sobre la poblacién de E. coli ATCC
25922. También, se encontré que el tratamiento D1 (1 dia), D12 (12 dias) y D14 (14 dias) no
presentaban diferencias significativas entre si (p=1,0000); mientras que los tratamientos D5 (5
dias) y D7 (7 dias) no presentaron diferencias significativas entre si (p=1,0000). Es decir,
basicamente la mayor reduccién de la bacteria se da en el primer dia de almacenamiento, donde
se pasa de una poblacidn inicial de casi 7 log UFC/g a una de aproximadamente 3,5 log UFC/g.
Luego de esto, se observa que la poblacién permanece estable entre 3y 4 lo UFC/g durante los

14 dias de estudio.

Esto ultimo se puede explicar considerando que en el primer dia de almacenamiento el
microorganismo se encuentra en un ambiente distinto y, por ende, disminuye su poblacion. Esto
sucede por el cambio repentino de las condiciones ambientales, donde existen distintos factores
de estrés tales como la limitacién de nutrientes, la temperatura, la posible desecacién y
competencia con la microbiota de la superficie (Singh, et al, 2018). Luego, en el dia 5 (D5) se
observa que aumenta su poblacidn, lo cual se puede atribuir a que la bacteria se logra adaptar
a su nuevo ambiente y/o bien que altera su fisiologia celular y desarrolla un resistencia a los
distintos factores de estrés ambiental, y con esto, logra mantener su poblacidn constante en el

tiempo (Singh, et al, 2018).

En la Figura 6 se reportan los resultados obtenidos del recuento de E. coli ATCC 25922 en la
cascara de los bananos para exportacion luego de ser almacenados en condiciones de
transporte y comparados con su respectivo control positivo en agar MacConkey. Se pone en
evidencia los resultados obtenidos al hacer uso de este agar. Se observan algunas diferencias
con respecto a la Figura 5. Esto se trata principalmente del tipo de agar utilizado, donde al ser
selectivo y diferencial dificulta el crecimiento de las bacterias, inclusive E. coli en comparacion
al Agar Tripticasa de Soya, el cual es muy nutritivo. En este caso todos los tratamientos, a
excepcion del D1 (1 dia de almacenamiento) no presentan diferencias significativas con el
control (p=1,0000). Por otro lado, todos los tratamientos no presentan diferencias entre si
(p=1,0000), excluyendo al control. Es decir, la poblacidn de la bacteria se mantiene constante
en el tiempo, a excepcién del tratamiento D1 (1 dia de almacenamiento). Sin embargo, el
comportamiento de la poblacién de E. coli ATCC 25922 es similar al obtenido en el agar
Tripticasa de Soya (Figura 5), ya que se observa que en el primer dia de almacenamiento hay

una disminucidon de la poblaciéon de la bacteria, producto del nuevo ambiente al que se

44



encuentra esta y a los diferentes factores de estrés, y luego, un aumento de la poblacidn la cual

permanece constante hasta el final del tiempo de muestreo.
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Figura 6. Recuento de la poblacion de E. coli ATCC 25922 (en agar MacConkey) en muestras de clusters de bananos
inoculados (control), y bananos inoculados y con solucion fungicida almacenados durante diferente tiempo en
camaras de transporte (T: 14 + 1 °C; HR:85-90 %) (DO: 0 dias, D1: 1 dia, D5: 5 dias, D7: 7 dias, D12: 12 dias y D14: 14
dias). Las barras corresponden a los promedios y las barras de error a las desviaciones estdndar (n=3). Letras
diferentes sobre las barras indican que los promedios de las reducciones son significativamente diferentes entre si

(Tukey, p<0,05).

El comportamiento obtenido en la Figura 5 y Figura 6 es similar al obtenido en un estudio
realizado por Delbeke y colaboradores (2015). Estos estudiaron la sobrevivencia de Salmonella
serovar Thompson RM1987N y E. coli 0157:H7 LFMFP846 en fresas y albahaca durante su
almacenamiento a tres temperaturas: 7, 15y 22 °C. En el caso de las fresas se inocularon con
una concentracion de 5-6 log UFC/g de bacteria y la albahaca con 4-5 log UFC/g de bacteria. En
el caso de la albahaca, ambas bacterias sobrevivieron durante una semana en almacenamiento
a todas las temperaturas mencionadas. A 7 °C, E. coli 0157:H7 LFMFP846 si presentd una
disminucién durante el tiempo de almacenamiento, y no hubo aumento en la poblacién de esta.
Sin embargo, a 15 °C, E. coli 0157:H7 LFMFP846 presentd tanto una disminucién como un
aumento de su poblacidon, donde en los primeros dias de almacenamiento su poblaciéon

disminuyd, mientras que a partir del dia 4 mostré un aumento de su poblaciéon en donde se
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mantuvo constante hasta el dia final del estudio (dia 7). A pesar de que este estudio utilizé
distintas bacterias, matrices y condiciones a las realizadas en la presente investigacion, es
posible realizar una comparacién cualitativa del comportamiento obtenido a 15 °C. En el caso
de las fresas, ambas bacterias murieron durante el almacenamiento en todas las temperaturas
estudiadas. Las diferencias entre los resultados obtenidos se pueden atribuir a la matriz, las
condiciones ambientales y también a las bacterias que se utilizaron en el estudio (Singh, et al,

2018).

Otra investigacion realizada por Singh y colaboradores (2018) estudid la sobrevivencia de la
poblacién de un cdctel de E. coli (ATCC 23716, 25922 and 11775) en la superficie de sandias
durante su cosecha en campo. En este se observé que el microorganismo sufria su mayor
reduccion las primeras 24 horas y luego esta se mantenia constante hacia el final del tiempo de
estudio (120 h), lo cual es comparable con lo observado en la Figura 5 y Figura 6. Segun, los
resultados en la investigacién de Delbeke y colaboradores (2015), si se utiliza una temperatura
de 7 °C es posible evitar la proliferaciéon de bacteria en dichos productos frescos, ademas de que
inclusive puede llegar a eliminarlos. Sin embargo, en el caso del banano esto no es una opcidn
viable, ya que a temperaturas menores a los 12 °C el banano presenta dafio por frio y su calidad

sensorial se ve altamente afectada (Castellanos, 2011).

Por otro lado, un estudio de Fisher y Golden (1998) encontré que a temperaturas de
refrigeracion la sobrevivencia de E. coli 0157:H7 aumenta en comparacion a si se almacena a
temperatura ambiente, lo cual toma relevancia en la presente investigacion. Resulta importante
notar que en estas investigaciones no se analizé la internalizaciéon de las bacterias en los
productos, sino que se estudid la sobrevivencia de estas en la superficie, y ocurrié que en todos
los casos la bacteria lograba sobrevivir al final del tiempo de analisis Esto demuestra que los
microorganismos tienen la capacidad de sobrevivir en un ambiente desafiante, lo que incide en

que, de no implementarse los controles adecuados, llegue contaminado al consumidor final.

Los productos frescos pueden contaminarse con organismos patégenos, de deterioro, mohosy
levaduras desde su cosecha en campo hasta llegar a la venta en comercios. Sin embargo, las
primeras etapas siempre son las mas criticas, ya que es donde se da una mayor contaminacion.
Las superficies de los productos frescos tales como frutas, tallos, raices y hojas se caracterizan
por presentar microambientes Unicos, los cuales influyen en la colonizacién de bacterias, mohos
y levaduras (Beuchat, 2002). El entorno en el que se cultivan los productos es un factor

extrinseco importante que influye en la supervivencia y crecimiento de la microbiota de
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superficie asociada. Ademas, los microorganismos tienen la capacidad de unirse a la superficie
de los productos y generar biofilms lo cual facilita ain mas la sobrevivencia de estos en el tiempo
(Beuchat, 2002). Por ende, para evitar la proliferacion de microorganismos, en especial de
patdégenos, en la cascara del banano, resulta esencial que se le dé el manejo adecuado a este
desde su cosecha, para asi, evitar tener una alta carga en el producto cuando se va a transportar.
Para esto, resulta altamente beneficioso realizar un proceso de desinfeccién previo al
transporte, donde se disminuya su poblacién lo maximo posible y asi se evite que este logre

llegar en altas concentraciones al consumidor final.

Resulta valioso comparar los resultados obtenidos en el objetivo 1y 2 del presente estudio, para
asi analizar como la combinacion de la desinfeccidn y el transporte pueden permitir que se
obtenga un fruto sin presencia de E. coli. Partiendo del peor escenario posible, donde se tengan
clusters de banano para exportacién con una carga elevada de E. coli de 7 log UFC/g, la bacteria
podria llegar al consumidor final si no se realiza una desinfeccion. Sin embargo, si se realizara
una desinfeccidn con hipoclorito de sodio, en una concentracién de 100 ppm y un tiempo de
contacto de 5 minutos, se podria lograr una reduccién de alrededor de 3 log UFC/g, y, sumado
a esto, durante el almacenamiento para transporte, se esperaria en el primer dia una reduccidn
de 3 log UFC/g. La combinacién de estos procesos permitiria una reduccion mayor a 5 log UFC/g,

lo que aumenta la confianza de ofrecer un producto inocuo al consumidor.
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6 Conclusiones

e Un tratamiento de desinfeccidn con agua potable o con hipoclorito de sodio a 50 ppm
por 5 minutos no es suficiente para reducir la poblacidn de E. coli ATCC 25922 presente
en cdscara de banano.

e Tratamientos de desinfeccidn con una concentracién de hipoclorito de sodio superior a
100 ppm, con un pH entre 6,90 y 7,05 y con un tiempo de inmersidn de 5 minutos son
suficientes para lograr una reduccién de al menos 3 log UFC/g de E. coli ATCC 25922 en
cascara de banano.

e Una concentracion de hipoclorito de sodio entre 100 y 200 ppm no genera diferencias
en cuanto a la reduccion logaritmica de E. coli ATCC 25922 después de 5 min de contacto
y por tanto se sugiere el uso de la menor de dichas concentraciones.

e E. coli ATCC 25922 sobrevive en la superficie de la cascara de los “clusters” de banano
almacenados en condiciones de transporte (T: 14 + 1 °C) durante 14 dias y el tiempo
influye de forma importante en la poblacién de E. coli ATCC 25922 en la cdscara del

fruto.

7 Recomendaciones

e Evaluar el efecto sobre E. coli ATCC 25922 de otros tipos de desinfectante que puedan
implementarse en la industria bananera costarricense en la desinfeccion de la superficie
de banano para exportacion.

e Evaluar el efecto de los tratamientos de desinfeccion aplicados en el presente estudio
en cepas de bacterias patégenas relacionadas con brotes de transmisién alimentaria.

e Confirmar los resultados utilizando un coctel de al menos 5 cepas de E. coli patogena.

e Evaluar la sobrevivencia de E. coli ATCC 25922 en la cdscara de banano para exportacion
durante el transporte por un periodo de tiempo de 21 dias.

e Evaluar la sobrevivencia de E. coli ATCC 25922 en la cdscara de banano durante el
proceso de maduracién en cdmaras especializadas.

e Evaluar el efecto del tiempo de almacenamiento a 14 + 1 °C en bacterias patdogenas

relacionadas con brotes de transmision alimentaria.
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