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RESUMEN

Soto Carballo, Monserrat

Evaluacion de la calidad microbioldgica del repollo cosechado en tres altitudes de una
finca, asi como la eficacia de los procesos de desinfeccidn postcosecha del repollo entero
y minimamente procesado en un Centro Agricola de Costa Rica

Tesis de Licenciatura en Ingenieria de Alimentos — San José, Costa Rica
Soto Carballo, M. 2023
88h.: 3 il. — 134 refs.

El presente estudio tuvo como objetivo principal evaluar la calidad microbiologica
del repollo cosechado en tres altitudes de una finca, asi como la eficacia de los procesos de
desinfeccion postcosecha del repollo entero y minimamente procesado en un Centro Agricola
de Costa Rica con el propdsito de brindar informacion y datos de utilidad a la industria de

producto fresco, especialmente la del repollo.

Para evaluar la calidad microbioldgica se tomaron muestras de repollos de cada una
de las zonas y se realizaron analisis microbiologicos de recuento total aerobio (RTA),
recuento de mohos y levaduras (RMYL) y recuento de E. coli y coliformes totales (RCT), asi
como de presencia / ausencia de L. monocytogenes. No se encontraron diferencias
significativas entre los promedios de los recuentos de los repollos correspondientes a cada
una de las tres zonas de la finca para el RTA (P=0,5276; 1-=0,9796), el RMYL (P=0,9963;
1-68 =1,0000) y el RCT (P=0,4095; 1-8 = 0,9999) con un nivel de significancia del 5%. Por
otra parte, no se detectd E. coli ni L. monocytogenes en ninguno de los repollos de las zonas
segun la sensibilidad del método. En la zona alta y en la zona media se logr6 identificar en
un 100% de las muestras la presencia de L. ivanovii, por lo que los repollos de la zona baja

fueron los tnicos en donde se pudo asegurar la ausencia de Listeria sp.

Seguidamente, al estudiar la cadena de produccion del repollo que realizaba el Centro
Agricola, se evalu6 el RTA en la cadena de procesamiento del repollo, antes y después de
cada una de las etapas de desinfeccion: 60 ppm de cloro por 10 min en repollo entero, 50

ppm de perdxido de hidrogeno por 1-2 min en repollo entero y 60 ppm de cloro en repollo

X1



rallado por 5 min, para comprobar su efectividad. Ninguno de los tratamientos logré superar
1 log UFC/g de reduccién microbioldgica por lo que se consideran poco efectivos bajo la

meta de reduccion de 3 log UFC/g (Chang, 2015).

Finalmente, al comparar la reduccion de E. coli ATCC 25922 inoculado en repollos
a nivel de laboratorio, después de ser desinfectados con 80 ppm de 4cido peracéticoa 1,5y
10 min, 50 ppm de peroxido de hidrogeno a 1, 5y 10 min y 200 ppm de cloro a 5, 10 y 15
min en tinas de desinfeccion, se obtiene que ninguno de los tratamientos alcanza la reduccion
de 3 log UFC/g deseada. No se obtienen diferencias significativas que permitan declarar que
uno de los desinfectantes fue mas efectivo que los otros, pero se denota que estos si son mas

efectivos que el utilizar agua solamente.

En conjunto, los resultados resaltan la importancia de que cada productor valore las
condiciones de su terreno en especifico y verifique los controles que implementa o debe
implementar para evitar que una posible acumulacién de materia organica ocurra y genere
una problematica microbioldgica para su producto. A pesar de que los tratamientos
desinfectantes no alcanzaron la meta de reduccion deseada, se recalca que estos si son
capaces de eliminar un porcentaje de la carga microbiologica presente, por lo tanto, su
correcta implementacion es vital para mantener la calidad de los repollos que llegan hasta el

consumidor.

REPOLLOS, CALIDAD MICROBIOLOGICA, PRACTICAS DE COSECHA, MANEJO
POSTCOSECHA, TRATAMIENTOS DESINFECTANTES, CLORO, PEROXIDO DE
HIDROGENO, ACIDO PERACETICO.

M.Sc. Gabriela Davidovich Young

Escuela de Tecnologia de Alimentos.
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1. JUSTIFICACION

El repollo (Brassica oleracea) es una hortaliza cultivada desde hace muchos afios
alrededor del mundo y representa una fuente de vitaminas, minerales y fibra (Sharma et al.,
2018). En Costa Rica, el estudio de consumo de hortalizas realizado por PIMA (Programa
Integral de Mercadeo Agropecuario) en el afio 2015, demostré que después de la papa y el
tomate, el repollo es la tercera hortaliza més consumida del pais y la cuarta hortaliza mas
gustada, con un consumo per capita de 12,96 kg en ese afo. Entre las principales razones de
su consumo estan su bajo precio, la costumbre a consumirlo y su funcionalidad como

acompanamiento de otros alimentos (PIMA, 2016).

Las ultimas estadisticas registradas por el INEC (Instituto Nacional de Estadistica y
Censos) en la Encuesta Nacional Agropecuaria 2019, muestran que en Costa Rica existen
590,9 hectareas sembradas de repollo y 577,4 hectareas cosechadas, permitiendo una
produccion anual de 19 479,6 toneladas métricas de repollo, con una pérdida de 166,7

toneladas métricas (INEC, 2020).

A diferencia del 2019, los estudios de mercado realizados por el Consejo Nacional de
Produccioén en el afio 2020 muestran que los productores de hortalizas tuvieron que reducir
sus siembras hasta en un 50% debido a la crisis econémica que gener6 el COVID-19. En un
comunicado del presidente de la Corporacion Horticola Nacional, la reduccion de la cantidad
de hortalizas que se industrializaban, la caida de las exportaciones y la baja en las compras
hizo que muchos productores tuvieran que aplicar nuevas formas de comercializacion como
la eliminacion de intermediarios y el traslado a otras partes mas alejadas del pais para poder

vender sus productos (Barquero, 2021).

Sumado a la problemaética econdmica, una de las preocupaciones con los productos
frescos como el repollo son las altas cargas microbiologicas. Estas y las posibles
contaminaciones con patogenos a lo largo de la cadena de produccion pueden conllevar a la
pérdida del producto por problemas de inocuidad y calidad. Debido a lo anterior, las buenas

practicas agricolas dictadas por el MAG (Ministerio de Agricultura y Ganaderia), establecen
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la importancia de identificar las posibles fuentes de contaminacion fisica, quimica y
biologica, de manera que se apliquen las medidas necesarias para reducir o eliminar sus

peligros desde el momento de la cosecha (MAG, 2008).

A nivel fisico, en los terrenos de siembra con inclinacion o ladera se debe tener en
cuenta el efecto de la erosion del suelo. En las partes mas altas, la erosion, ademas de remover
el material superficial rico en materia organica y nutrientes, altera la profundidad efectiva del
suelo, la capacidad de retencion de agua y la estructura de este; mientras tanto, en los suelos
al pie de la pendiente, se genera la acumulacion del material desplazado (Sancho y Villatoro,
2005). Dicho fendmeno podria causar la proliferacion de microorganismos no deseados en
las partes bajas de la ladera, los cuales representan una fuente de contaminacion de las

cosechas y un posible riesgo para los consumidores (Meng et al., 2016).

En algunas fincas de Costa Rica se han detectado problematicas como el uso de
desechos de animales como abono orgénico, deficiencias sanitarias en el campo, presencia
de animales domésticos, presencia de agroquimicos y coliformes totales en rios usados para
el riego de hortalizas en el pais, cercania de fincas dedicadas a la produccién animal,
deficiencias de aseo en los recipientes plasticos usados para cosecha, entre otros (Duran,

2016).

Todas estas malas practicas podrian contribuir con la proliferacion de
microorganismos antes mencionada en los cultivos de las zonas bajas. El haber evaluado la
calidad microbioldgica del repollo cosechado en tres altitudes de una finca permitio6 tener una
vision mas clara ante una posible problematica no contemplada atin con claridad, procurando
asi el cultivo de productos inocuos y de calidad que puedan ser comercializados sin ningin
problema, evitando asimismo el desperdicio de alimentos. Se pretende que todos los
conocimientos adquiridos puedan ser transmitidos y aprovechados en un futuro,
especificamente por los productores de repollo a nivel nacional que requieran de esta

informacion, especialmente aquellos con sembradios en terrenos no planos.

En la etapa postcosecha del repollo, se busca conseguir que el producto no sufra

contaminacion cruzada, de manera que el repollo entregado al consumidor esté en 6ptimas
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condiciones. Las diferentes operaciones que se realizan, como la manipulacion, el lavado, el
troceado y el empaque final, se convierten en una posible entrada de microorganismos no
deseados por el agua de lavado, el equipo, el contacto con superficies contaminadas, el mal

manejo de los operarios, entre otras (Ilic, 2011).

La presencia de microorganismos patdgenos no detectables sensorialmente representa
la mayor inquietud en producto fresco (Lopez, 2003). Por consiguiente, el seguir las
dosificaciones correctas de desinfectantes y realizar el cambio del agua de lavado
frecuentemente es de vital importancia; cuando las soluciones usadas no son cambiadas con
regularidad, la propia desinfeccion puede convertirse en fuente de contaminacion (Ilic, 2011).
La acumulacion de materia organica y la presencia de patdgenos en la superficie del producto
y su posterior internalizacion disminuyen la efectividad de los desinfectantes convencionales

(Zhong, 2016).

En el caso del cloro, por ejemplo, este es barato en comparacion con otros métodos
de desinfeccion, es de rapida accion y es capaz de eliminar microorganismos de las
superficies (CDC, 2008). Sin embargo, puede llegar a reaccionar ficilmente con la materia
organica (Banach etal., 2015) y el uso de altas concentraciones de este, favorece la formacion
de altos niveles de subproductos de desinfeccion que pueden adherirse a los biopolimeros de
los alimentos y luego ser liberados durante su digestion (Komaki et al., 2018). Estos
subproductos pueden generarse por la formacion de cloratos en agua clorada como resultado
de la degradacion del cloro o por la formacion de trihalometanos y acidos haloacéticos,
debido a la reaccion del cloro con la materia organica. La preocupacion a nivel de salud
radica en la deteccion de las propiedades cancerigenas y genotoxicas de estos compuestos

(Gadelha et al., 2019).

En el caso del perdxido de hidrogeno, este posee actividad bactericida. Sin embargo,
posee una lenta cinética de desinfeccion y se disipa rapidamente en agua con vegetales de
hoja frescos, lo que conlleva a que altas concentraciones deban ser utilizadas en los sistemas

de desinfeccion para mantener la calidad del agua (Van Haute et al., 2015).



Por otra parte, el acido peracético es uno de los desinfectantes mas utilizados, no es
corrosivo y gracias a su poder bactericida posee la capacidad de degradar la membrana
celular de microorganismos no deseados. Sin embargo, al ser expuesto a la piel o a altas
temperaturas, puede desprender un aroma no deseado (Kramer y Doran, 2018). Esta aprobado
por la Administraciéon de Alimentos y Medicamentos de los Estados Unidos (FDA por sus
siglas en inglés), gracias a que no genera productos secundarios dafiinos ni residuos, por lo

que incluso es aceptado en la produccion organica (Zoellner et al., 2018).

Para evaluar la calidad o inocuidad de un producto en la industria de alimentos,
generalmente se utilizan microorganismos indicadores. El analisis de un microorganismo
indicador proporciona informacién simple, fiable y rapida sobre el procesamiento y permite
evaluar la contaminacion del medio ambiente, el nivel general de higiene, la posible presencia
o ausencia de patogenos de transmision alimentaria y la eficacia de las medidas de control

microbiano como lo son las desinfecciones (Halkman y Halkman, 2014).

El método: “Actividad germicida y detergente de los desinfectantes” de la Asociacion
Oficial de Quimicos Analistas (EPA, 2019), usado para determinar la reduccion de las
poblaciones bacterianas lograda por los desinfectantes, demanda que se logre una reduccion
> 5 log en 30 s para que un agente desinfectante sea efectivo. Sin embargo, en esta
metodologia el desinfectante es directamente suspendido con la bacteria en una disolucion,
por lo que es diferente a cuando el proceso se realiza a nivel industrial e interfieren una serie
de factores como la formacion de biofilms, la internalizacion de las bacterias, la
contaminacion cruzada entre lotes, la presencia de materia organica, entre otros. Debido a
esto, a nivel industrial, una reduccion de 3 log es reconocida como efectiva para reducir las
bacterias adheridas a superficies de producto fresco por medio de desinfectantes (Chang,

2015).

A nivel de inocuidad, el Centro para el Control y la Prevencion de Enfermedades de
Estados Unidos (CDC por sus siglas en inglés) ha identificado, investigado y advertido al
publico sobre brotes multiestatales relacionados con las hortalizas de hoja verde,
mayoritariamente relacionados con ensaladas empacadas (CDC, 2022a). En el 2022 se
identificaron brotes de E. coli O157:H7 y L. monocytogenes en este tipo de productos que
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llegaron a causar la hospitalizacion de algunos de los consumidores (CDC, 2022b y CDC,
2022c¢).

La alerta para la industria surge a partir de la gran cantidad de casos relacionados con
el consumo de vegetales frescos. En el 2018 un brote de E. coli 0157: H7 en lechuga romana
gener6 210 casos de enfermedad, 96 hospitalizaciones y 5 fallecimientos en Estados Unidos
(Guevara et al., 2019), mientras que, en el afio 2021, los analisis de la FDA revelaron que el
43% de los hongos enoki muestreados en la Republica de Corea estaban contaminados con
L. monocytogenes, causando un brote con un total de 36 casos en Estados Unidos, 12 casos
en Canadd y 6 casos en Australia. (FDA, 2022d).

Al analizar y estudiar a nivel postcosecha los procesos de desinfeccion durante la
cadena de produccion del repollo entero y procesado, asi como al evaluar los tratamientos
desinfectantes y sus agentes quimicos involucrados, bajo el parametro de una reduccion de 3
log utilizada en la tesis de Chang (2015), como una meta de desinfeccion deseada, se pretende
mejorar la eficacia de la metodologia de produccion de repollo a nivel de planta procesadora,
buscando nuevamente que se den todas las condiciones necesarias para un producto final
inocuo y con la mejor calidad posible. De esta manera, los conocimientos adquiridos podran
ser aprovechados por todos aquellos involucrados en el procesamiento de esta hortaliza, asi

como por los consumidores.



2. OBJETIVOS

Objetivo general

Evaluar la calidad microbioldgica del repollo cosechado en tres altitudes de una finca, asi
como la eficacia de los procesos de desinfeccion postcosecha del repollo entero y

minimamente procesado en un Centro Agricola de Costa Rica.
Objetivos especificos

- Comparar la calidad del repollo recién cosechado, segin los resultados del recuento total
acrobio, el recuento de mohos y levaduras, el recuento de E. coli y coliformes totales, asi
como la presencia de Listeria monocytogenes en tres zonas de distinta altitud de la finca

estudiada.

- Evaluar la reduccion del indicador microbiologico seleccionado en el repollo, antes y
después de cada una de las etapas de desinfeccion en la finca productora y el Centro Agricola

que los recibe, para comprobar su efectividad.

- Comparar la eficacia de 3 desinfectantes distintos durante tres tiempos de contacto, por

medio de la reduccion de E. coli inoculado en el repollo.



3. MARCO TEORICO

3.1 GENERALIDADES DEL REPOLLO

El repollo (Brassica oleracea) es una hortaliza cultivada desde hace muchos afios
alrededor del mundo (Sharma et al., 2018). La mayoria de las variedades de repollo tienen
su origen en la zona del Mediterraneo, Asia menor, Inglaterra y Dinamarca (MAG, 1991).
En Costa Rica, se registraron 1168,3 hectareas de repollo cosechado y sembrado en el afio
2019. Este cultivo se encuentra principalmente en zonas altas como la region Central Oriental

y la Central Occidental, caracterizadas por sus bajas temperaturas (INEC, 2020).

El repollo fresco esta constituido en promedio por 90,6 - 92,5% de agua, 1,2% de
proteina, un 0,12 - 0,18% de lipidos, un 5,4% de carbohidratos y un 1,6 - 6,2% de fibra
(Nascimento, 2009). Ademas, es rico en compuestos bioactivos nutritivos y no nutritivos,
que aportan propiedades antioxidantes y poseen beneficios para la salud, como los
polifenoles. Estos ultimos han sido reconocidos por sus propiedades preventivas contra la

obesidad, la diabetes, la hipertension e incluso el cancer (Preedy, 2014).

3.1.1 Microorganismos en el repollo a nivel de cosecha y postcosecha

La microbiota en hortalizas es muy variable. Mayoritariamente esta constituida por
bacterias Gram negativas como Enterobacter sp., Pantoea sp. y Pseudomonas sp. y bacterias
Gram positivas en las partes que crecen cerca o dentro del suelo, como Bacillus sp.,
Paenibacillus sp. y Clostridium sp. (Bejarano y Carrillo, 2007) y especificamente en
hortalizas de hojas verdes, los niveles totales de bacterias acrobias pueden oscilar entre 5y 6

log UFC/g (Johnston et al., 2006).

El repollo pertenece a la familia de las cruciferas; esta familia a nivel de cosecha se
ve afectada por microorganismos como Erwinia carotovora, Pseudomonas cichorii, P.

maculicola, Xanthomonas campestris, Alternaria brassicae, Botrytis arasit, Peronospora
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arasitica, Rhizoctonia solani, Rhizopus stolonifer, Mycosphaerella brassicicola y Sclerotinia
sclerotiorum (Tournas, 2005). Ademas, en las superficies del repollo se han encontrado
bacterias acido lacticas como Leuconostoc sp. y Lactobacillus sp. (Bejarano y Carrillo,
2007).

Entre los mohos mas comunes que causan su deterioro destacan Alternaria brassicae
y Alternaria brassiciola, los cuales causan manchas amarillas oscuras en las hojas y en casos
serios, la pérdida de las hojas por completo. Rhizoctonia solani por su parte, causa un doblez
o torcedura de la planta, haciendo que el tallo se asemeje a un alambre y que eventualmente
el cultivo muera. Fusarium oxysporum aparece como el desarrollo de color verde amarillento
en un lado de la planta que poco a poco la seca, mientras que, S. sclerotiorum produce

estructuras negras llamadas esclerocios (Sharma et al., 2018).

Entre las bacterias mas comunes que causan deterioro en el repollo, destaca
Xanthomonas campestris. Su infeccion se vuelve sistémica, lo que significa que la bacteria
puede entrar en las venas de la planta y propagarse a la cabeza, causando ennegrecimiento
del tejido vascular en infecciones graves (Lange y Smart, 2019). Esta puede sobrevivir de un
afo a otro en el suelo y en las hojas de cultivos muertos y puede ser transmitida de las plantas

viejas hacia las mas jovenes (Murison y Napier, 2020).

Las pudriciones bacterianas resultan en una descomposicion babosa del tejido
infectado, y pueden seguirse de infecciones fungicas. A nivel postcosecha, el recorte de las
hojas exteriores, el enfriamiento rapido y el almacenamiento a baja temperatura reducen el
desarrollo de estas pudriciones, sin embargo, Botrytis y Alternaria crecen atn a bajas
temperaturas de almacenamiento (Cantwell y Suslow, 2002). En producto fresco los géneros
fungicos patdgenos que mas afectan incluyen Penicillium, Aspergillus, Geotrichum, Botrytis,
Fusarium, Alternaria, Colletotrichum, Phomopsis, Rhizoctonia, Sclerotium y Sclerotinia
(Tripathi et al., 2022).

En las plantas de produccion se pueden procesar ingredientes alimentarios crudos
hasta por 8 horas de forma continua. Durante este tiempo, microorganismos patdogenos como

Listeria monocytogenes, Bacillus cereus, E. coli O157:H7, Salmonella spp., Pseudomonas

-8 -



spp. y Staphylococcus aureus pueden encontrar refugio en el equipo de procesamiento y
establecer biopeliculas que pueden convertirse en focos de contaminacion de los alimentos

procesados o ser desplazados a otras ubicaciones (Aryal y Muriana, 2019).

3.2 CULTIVO DEL REPOLLO

Aun cuando los repollos de mejor calidad se obtienen en climas frios y humedos,
algunas variedades producen cabezas aceptables en climas célidos, por lo que el repollo
puede ser cultivado durante todo el afio. Esta hortaliza puede crecer en gran variedad de
suelos, con valores de pH optimos entre 6,0 y 6,5, siempre que las camas donde se siembren
se preparen de manera adecuada, considerando que las plantas pequefias se pueden danar

facilmente por las fuertes lluvias y el viento (Murison y Napier, 2020).

La fertilizacién apropiada para el cultivo es dependiente de un previo analisis del
suelo que permita determinar sus caracteristicas fisicas y quimicas (Rikolto, 2019).
Comunmente se utilizan fertilizantes organicos o quimicos; en Costa Rica, el 92,6% de las
fincas de repollo utilizan fertilizante quimico, el 4,5% hace una combinaciéon de quimico y

organico, y un 2,9% utiliza solamente organico (INEC, 2020).

Para asegurar el rapido crecimiento y la maduracion uniforme de toda la cosecha, los
repollos requieren de acceso al agua. Los métodos de riego mas eficientes son por aspersion
y por goteo, los cuales permiten un riego uniforme y una posterior nutricion por igual de las
plantas (Rikolto, 2019). Sin embargo, en Costa Rica solamente el 19,8% de las fincas de
repollo usa riego por aspersion, mientras que un 79,2 % no utilizan riego (INEC, 2020)

gracias a la facilidad que ofrecen las fuentes de agua naturales.



3.2.1 Las buenas practicas agricolas y el cultivo en laderas

El MAG (Ministerio de Agricultura y Ganaderia) ha establecido mediante las BPA
(Buenas Practicas de Agricultura) las pautas basicas a seguir para minimizar los riesgos de
degradacion del ambiente y de contaminacion, de manera que los productos tengan las
caracteristicas requeridas en cuanto a calidad e inocuidad para el consumidor. Estas incluyen
el uso, manejo y conservacion del suelo y el agua, el manejo de agroquimicos, bioinsumos,
material propagativo y fertilizantes, el control de animales y los requerimientos postcosecha

(MAG, 2008).

En Costa Rica se da el cultivo de montafia con parcelas dispersas de tierra
aprovechable a diversas altitudes (figura 1), con diferentes climas, paisajes y escaso margen
para la mecanizacion, gestionadas generalmente por explotaciones familiares. Estas
proporcionan tierra para los cultivos y contribuyen a la seguridad alimentaria y nutricional
de la poblacién; sin embargo, la variabilidad climéatica y la degradacion de la tierra, amenazan
la capacidad de estos entornos montafiosos para proporcionar bienes y servicios (FAO, 2017).
Ademas, los usos previos del suelo o la presencia de agentes no deseados transmisibles por
arrastre de viento o tierra de los terrenos aledafios, contribuyen como posibles fuentes de

contaminacion (MAG, 2008).

Figura 1. Ejemplo visual de un cultivo en terreno inclinado. Fuente: Kimball Koch, 1986

En un estudio del afio 2005, realizado por Sancho y Villatoro en el Valle Central de
Costa Rica, se determino el efecto de la posicion en la pendiente sobre la productividad de

los suelos; como resultado se demostré una menor acidez y una mayor capacidad de retencion
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de agua en las bases de las pendientes, asi como un alto contenido de materia organica, calcio
y magnesio en algunos de los paisajes estudiados. Estos resultados fueron atribuidos al
movimiento de las particulas de suelo provocado por la escorrentia a favor de la pendiente,
lo que se cree que favorecid la acumulacion de nutrientes en esta seccion (Sancho y Villatoro,
2005). No obstante, en los terrenos inclinados, la pendiente hace que se creen pozos de agua
cuando los suelos no cuentan con un drenaje como tal, generando un terreno inadecuado para

un buen cultivo (Murison y Napier, 2020).

El transporte y la deposicion de los suelos agricolas afecta el ciclo del carbono y del
nitrogeno, lo que influencia el comportamiento de los microorganismos del suelo. Debido a
lo anterior, se ha vinculado la erosion del suelo con el aumento de la actividad microbiana
en las partes inferiores de las pendientes (Meng et al., 2016). Los microorganismos no
deseados en los cultivos pueden transmitirse directamente por semillas o trasplantes
contaminados y por cortes infectados en el vegetal, o bien, indirectamente por mala
manipulacion de los trabajadores, por agua y suelos contaminados con microorganismos, por
insectos, o por la propagacion del microorganismo, como en el caso de la extension del

micelio de los mohos o la transmision de sus esporas con el viento (Sharma et al., 2018).

El arrastre de microorganismos influye en la patogenicidad y la biogeografia
microbiana (Acosta et al., 2015). Por ejemplo, las altas concentraciones de patdbgenos como
Salmonella sp. y cepas patogenas de Escherichia coli pueden sobrevivir periodos extensos
de tiempo en el agua o directamente sobre el cultivo (Lampe et al., 2017), representando un

peligro para la inocuidad del cultivo, especialmente en producto fresco.

Consecuentemente, es estrictamente necesario el seguimiento de las BPA. Por medio
de estas se verifica la pureza del agua utilizada, se evita el ingreso de animales al campo y la
presencia de cualquier residuo fecal que pueda introducir patdogenos, se verifica la higiene de
los trabajadores, se trabaja con instrumentos limpios y desinfectados, se retiran del campo
los empaques vacios y se da tratamiento a todos los desechos organicos. Ademas, las BPA
regulan que todos los fertilizantes, agroquimicos, plaguicidas y bioinsumos sean permitidos
por organismos nacionales e internacionales, y sean agregados en las cantidades correctas y
permitidas para obtener un producto final 6ptimo (MAG, 2008).
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3.3 COSECHA DEL REPOLLO

El momento de la cosecha del repollo se llevara a cabo cuando la cabeza haya
alcanzado la combinacion deseada de tamafio y firmeza; dicha firmeza podra ser palpable al
presionar la cabeza del repollo con la punta de los dedos (Fornaris, 2014). Los dias de
maduracion dependen del cultivar, la ubicacion y el clima (Eskin, 2021), pero generalmente

son entre 90 y 120 dias (Rana et al., 2014).

Si la cosecha se adelanta, las cabezas quedan muy suaves para su manipulacion,
mientras que, si la cosecha se atrasa, las cabezas se pueden hendir o partir (Rana et al., 2014).
Sin embargo, aunque la calidad del repollo puede disminuir al ser cosechado prematuramente
(se da un marchitamiento acelerado y el olor caracteristico disminuye), los compuestos
bioactivos como el calcio, el hierro y el magnesio pueden estar en concentraciones mas altas.
Por otra parte, si el repollo se cosecha muy maduro, habrd una mayor concentracion de los
compuestos sulfurosos y una menor concentracion de vitaminas solubles en agua (Eskin,

2021).

La cosecha de los repollos se realiza manualmente, generalmente doblando la planta
y cortando el tallo bajo la cabeza, dejando de 3 a 4 hojas exteriores que puedan proteger las
cabezas. Los trabajadores deben saber manejar correctamente el producto para reducir los
dafios por cortaduras, impactos o magulladuras. Ademas, se debe hacer una desinfeccion
regular de los cuchillos para evitar que sean una fuente de contaminacion (Fornaris, 2014).
Particularmente para esta hortaliza, es comun el empaque en cajas plasticas, bolsas de malla
o cartones cuyo peso varia entre 23 — 27 kg (Welbaum, 2015). Las cabezas deben ser
colocadas sin sobrellenar el empaque de eleccion, de manera que no exista contacto entre el
producto y el contenedor que se colocara en la parte superior, minimizando asi los dafios

mecanicos durante el transporte (Rikolto, 2019).
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3.4 MANEJO POSTCOSECHA DEL REPOLLO

El manejar cuidadosamente los repollos es requerido para prevenir el dafio a las hojas
exteriores que los envuelven, mantener su apariencia agradable y evitar la entrada de
organismos no deseados (Eskin, 2021). Un repollo de buena calidad deberia tener hojas
exteriores de color verde brillante, crujientes y frescas, libres de manchas (Nascimento,
2009). En el Reglamento Técnico de Costa Rica “RTCR 382:2004 Repollo para Consumo
en Estado Fresco”, se describen tres grados de calidad de repollo segin el porcentaje de
defectos acumulados permitidos: pudricion, dafios por hongos, quemaduras de sol, marchitez,
dafios por insectos, dafios mecanicos, falta de firmeza, babosas y tallo hueco. Asimismo, se
clasifican los repollos en pequefios, medianos y grandes segiin su didmetro y su peso (Poder

Ejecutivo, 2004).

Los productos frescos que atraviesan algin tipo de transformacion fisica (pelado,
rebanado o corte) como el repollo, deben ser manejados con especial cuidado. Al partir los
vegetales, se da la liberacion de agua y nutrientes que facilitan el crecimiento de los
microorganismos presentes, especialmente si el producto pasa mucho tiempo a temperatura
ambiente (Sivapalasingam et al., 2004). Consecuentemente, estos deben de mantenerse o
almacenarse en contenedores limpios y desinfectados, a temperatura y humedad controlada,
que no estén en contacto con el suelo. Idealmente, todo producto fresco debe refrigerarse a

mas tardar 24 horas después de la cosecha (MAG, 2008).

En las instalaciones donde se acopia, procesa y empaca el repollo, debe existir una
correcta ventilacion y se deben tener protocolos de limpieza y desinfeccion establecidos,
tanto antes de recibir la cosecha, como durante y después de su procesamiento; ademas,
deben estar aisladas de otro tipo de operaciones que impliquen riesgos de contaminacion

(MAG, 2008).

Todos los trabajadores en contacto directo con el repollo deben de mantener una muy
buena higiene y aseo. Debe existir una buena estructura sanitaria, donde los operarios puedan

realizar sus necesidades fisiologicas en condiciones adecuadas, asi como lavar y desinfectar
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sus manos correctamente. Esta es una de las medidas mas importantes ya que la mayoria de
las enfermedades transmitidas por alimentos, se deben a contaminaciones con heces (Duran
etal., 2016). Asimismo, la FDA recomienda establecer una politica de empresa que requiera
el reporte de cualquier enfermedad de los trabajadores a su empleador, asi como el uso de

vestimenta adecuada y guantes en la medida de lo posible (FDA, 2018).

3.4.1 Lavado y desinfeccion de producto fresco

A nivel industrial, se realizan procesos de lavado y desinfeccion de producto fresco
con el objetivo de remover la tierra y la suciedad, eliminando asi la contaminacion adquirida
en el campo (Barrera et al., 2012). Sin embargo, los tratamientos antimicrobianos son menos
efectivos en vegetales de hoja verde (Gombas et al., 2017). El contacto del producto con agua
de enfriamiento o lavado no 6ptima puede resultar en una fuente de contaminacién por si sola
(Sivapalasingam et al., 2004); aunque los quimicos antimicrobianos afiadidos pueden ayudar
a controlar los peligros microbioldgicos, estos deben ser mantenidos en cantidades
suficientes o el agua puede transmitir la carga microbiana no deseada en cada lote de producto

(Gombas et al., 2017).

Factores como la concentracion del desinfectante, el pH, la dureza del agua, la
presencia de particulas insolubles y solubles, el tipo de producto, el nivel de calidad del
producto, el tamafio del corte, la temperatura, la velocidad de agitacion, el proceso de
inmersion del producto, la variabilidad de las condiciones del proceso de lavado y el
monitoreo, influencian la eficacia de la desinfeccion en vegetales de hoja verde (Gombas et

al., 2017).

El lavado postcosecha bajo condiciones comerciales tiene una eficacia de
descontaminacion limitada y podria terminar en una contaminacion cruzada (Murray et al.,
2017). Se han demostrado aumentos en la carga microbiologica de los productos después de
ser expuestos a aguas de lavado de instalaciones comerciales en lugar de observar una

disminucion (Grudén et al., 2016). Esto quiere decir que, si el proceso no se realiza de manera
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adecuada, el agua de lavado se convierte en una fuente de contaminaciéon y no de
desinfeccion, por lo que el correcto monitoreo y registro de los parametros de desinfeccion
realizados en las plantas de produccion, es un componente esencial de los programas de

inocuidad y calidad postcosecha (Suslow, 2017).

Teoricamente, la contaminacion cruzada puede darse por 3 mecanismos: por contacto
directo de producto con producto, por agua o por particulas en el agua. En la contaminacion
por agua se cree que los microorganismos patogenos lavados de las superficies de las hojas
contaminadas se transfieren al agua y luego se adhieren a otras hojas. En la contaminacion
por las particulas en el agua, se cree que estas ya estan presentes en el agua de lavado y luego
se adhieren a las hojas y las contaminan. Estos dos tultimos posibles mecanismos de
transmision representan un problema ya que se cree que la efectividad de los antimicrobianos

sobre pequenas particulas es menor (Gombas et al., 2017).

La acumulacion de materia organica en los tanques de lavado, conforme pasan los
ciclos de lavado, es de las grandes limitaciones de este proceso. La materia organica brinda
proteccion fisica a los patdgenos humanos contra los desinfectantes, pero también resulta en
la neutralizacion de la accion antimicrobiana (Shen et al., 2013). Seguido a esto, puede darse
el proceso de infiltracion de microorganismos en el producto. Las barreras fisicas como la
corteza o la piel del vegetal no necesariamente previenen la infiltracion de los
microorganismos, ya que aquellos presentes en el agua de lavado son capaces de
internalizarse bajo ciertas condiciones. Por ejemplo, cuando el producto caliente se sumerge
en agua a menor temperatura, la diferencia de presion entre el producto y el agua permite que
los patogenos lleguen al interior del alimento (Li et al., 2008). Asimismo, si el producto
presenta algin tipo de corte, la contaminacidon presente en su superficie puede ser
internalizada, haciendo que los patogenos se protejan del estrés impuesto durante las etapas
postcosecha, especialmente las relacionadas con el lavado y desinfeccion (Sivapalasingam et

al., 2004).

Cuanto mas tiempo sobreviva el patdégeno en el agua de lavado, mayor sera la
probabilidad de que ocurra contaminacion cruzada. La supervivencia del patégeno y su

inactivacion dependen de factores microbioldgicos como el tipo de patogeno, el tamafio de
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la poblacion y el estado fisiologico en que se encuentre, mientras que, la velocidad hipotética
en que puede pasar de una hoja a otra es afectada por la agitacion del agua de lavado
(determinada por el disefio del equipo), la distancia entre las hojas, y quizas por otros factores

que aun estan en estudio (Gombas et al., 2017).

3.4.2 Enfermedades de transmision alimentaria en productos frescos

Listeria monocytogenes, Bacillus cereus, E. coli O157:H7, Salmonella spp.,
Pseudomonas spp. y Staphylococcus aureus han sido documentados como formadores de
biopeliculas en alimentos y superficies en contacto con estos. La presencia de estos biofilms
actua como reservorio de contaminacion microbioldgica y representa un alto riesgo en la
linea de produccion, especialmente en el caso de las bacterias patogenas. L. monocytogenes,
por ejemplo, ha demostrado ser resistente al cloro y al peroxido de hidrégeno conforme el

tiempo de maduracion de su biofilm aumenta (Aryal y Muriana, 2019).

Los brotes causados por enfermedades de transmision alimentaria son comunes en la
industria de productos frescos. En hortalizas que crecen cerca del suelo como el repollo,
patdogenos como E. coli O157:H7 pueden llegar a la superficie del vegetal si el agua o los

suelos se encuentran contaminados por animales portadores (Sivapalasingam et al., 2004).

Del 2014 al 2018, la CDC reporto6 un total de 51 brotes de enfermedades transmitidas
por alimentos relacionados a vegetales de hoja verde, 5 de los cuales requirieron de una
advertencia publica a los consumidores. Igualmente, entre el 2019 y el 2021, se detectaron 9
brotes de este tipo, 6 relacionados con ensaladas empacadas (CDC, 2022a). En el afio 2020
la CDC report6 690 casos de consumidores afectados por Cyclospora vinculada con repollo
y lechuga contaminados con el pardsito (Food Safety News, 2020). No obstante, las
enfermedades reportadas representan solamente una parte de las enfermedades causadas por

el consumo de vegetales de hoja verde contaminados (CDC, 2022a).

En 1981 en Nueva Escocia, 42 personas se vieron infectadas después de consumir

una ensalada de repollo contaminada. La problematica se generd porque el repollo utilizado
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para la ensalada fue cosechado de campos fertilizados con estiércol de oveja de una granja
con un historial de listeriosis ovina; 34 de los casos fueron mujeres embarazadas. De los
bebés nacidos vivos, 27% murieron mas tarde. Este brote proporciono la primera evidencia
convincente de que la listeriosis podria ser una enfermedad transmitida por los alimentos y

destaco el potencial de las hortalizas crudas para ser una fuente de infeccion (Schoder, 2016).

En diciembre del 2021 la FDA y la CDC investigaron un brote de infecciones por L.
monocytogenes relacionado con ensaladas envasadas, incluyendo varias ensaladas de repollo.
Un total de 18 personas resultaron infectadas, 16 hospitalizadas y 3 de ellas fallecieron (FDA,
2021). Para julio del 2022, la misma empresa nuevamente debid retirar varias de sus

ensaladas del mercado por una recontaminacion en planta (FDA, 2022c¢).

3.5. DESINFECTANTES DE PRODUCTO FRESCO

A la hora de elegir un desinfectante para producto fresco se deben tomar en cuenta
una serie de factores. En primer lugar, el quimico antimicrobiano debe tener un amplio
espectro de efectividad contra peligros comunes en el producto, posteriormente se debe
verificar la estabilidad antimicrobiana, los efectos sobre la calidad y las cualidades del
producto, la seguridad de los trabajadores, los efectos corrosivos sobre el equipo, el

tratamiento de aguas y el impacto ambiental (Gombas et al., 2017).

La vida util y la calidad microbiolégica de los productos frescos dependen en gran
medida del lavado y la desinfeccion. El lavado con agua potable puede eliminar
contaminaciones fisicas en cierta medida, pero no es capaz de inactivar algunos
microorganismos. En su lugar, los agentes de desinfeccion son necesarios para eliminar
microorganismos patdgenos y de deterioro presentes en la superficie del producto. Para
alcanzar la reduccion estimada, el producto quimico debe ser usado a la concentracion
requerida y debe ser aplicado durante un periodo de tiempo predeterminado. La eficacia de

estos desinfectantes se basa entonces en su capacidad para reducir el nivel de contaminacion
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microbiana (Joshi et al., 2013). Sin embargo, la mayoria de los agentes desinfectantes logran

reducir las poblaciones microbianas 2 o 3 log en los mejores casos (Gil et al., 2009).

3.5.1. El cloro como desinfectante

El cloro es el quimico antimicrobiano mas cominmente usado en el proceso de lavado
de producto fresco. Se ha reportado que el mantener una concentracion de 5 a 10 ppm de
cloro libre es suficiente para inactivar patogenos en agua de lavado (Huang et al., 2020).
Entre las ventajas de su uso estdn su bajo costo, su facilidad de implementacion y los
numerosos estudios que han demostrado una reduccion de 1 — 2 log de las poblaciones

microbianas al someter los productos a una desinfeccion con cloro (FAO y WHO, 2008).

Aunque su mecanismo exacto de accion es aun estudiado, se tienen varias posibles
razones para la inactivacion de los microorganismos: la oxidacion de las enzimas y
aminodcidos, la pérdida del contenido intracelular, el descenso en la absorcion de nutrientes,
la inhibicion de la sintesis de proteinas, la oxidacion de los componentes necesarios para la

respiracion, la ruptura de ADN o la represion de la sintesis de este (CDC, 2008).

En operaciones de desinfeccion de productos vegetales, generalmente se usan
concentraciones de 100 a 200 ppm de cloro. Se recomienda comenzar con concentraciones
de 100 ppm, para asi poder aumentar la cantidad de cloro en disolucion, a medida que el agua
se contamina con restos de vegetales y esporas suspendidas (Lopez, 2003), ya que la

concentracion maxima permitida por la FDA es de 200 ppm (FDA, 2022b).

La eficacia del cloro para prevenir la contaminacion cruzada y reducir la carga
microbioldgica al sumergir el producto o por aspersion, depende del cloro libre, el pH y la
carga de materia organica (FAO y WHO, 2008). El cloro interactia con componentes
organicos e inorganicos, formando subproductos de desinfeccion que tienen solamente un
porcentaje de la actividad antimicrobiana reportada para el cloro libre. El agotamiento del
cloro libre en los tanques de lavado se atribuye a la dispersion de contaminacion entre

diferentes lotes de producto (Murray, 2017). Especialmente al desinfectar producto que ha
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sido cortado, la liberacion de exudados y la adherencia de las bacterias, reduce su efectividad

(FAO y WHO, 2008).

3.5.2 El peréxido de hidrogeno como desinfectante

El mecanismo de accion del perdxido de hidrogeno se atribuye a su caracterizacion
como un agente oxidante reactivo con las biomoléculas como proteinas, lipidos, acidos
nucleicos, etc. que componen la estructura celular de los microorganismos. Por lo tanto, la
mayoria de los estudios que lo han investigado, lo consideran una fuente de estrés oxidativo
en la célula y se ha demostrado que especificamente para E. coli, el dafio a la membrana
celular ante la exposicion a peroxido de hidrogeno representa un rol fundamental en su

proceso de inactivacion (Linley et al., 2012).

El perdxido de hidrogeno no produce gases toxicos y es una alternativa amigable con
el ambiente en comparacion con el cloro, ya que se descompone como oxigeno y agua y no

forma subproductos cancerigenos (Van Haute et al., 2015).

Por otra parte, un parametro indeseado del peroxido es que en aguas de desinfeccion
se necesitan altas concentraciones y tiempos de contacto para lograr una reduccion
microbiana (Van Haute et al., 2015). Concentraciones entre 2,5% y 5% (25 000 ppm y 50
000 ppm) han sido aprobadas por la Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria o EFSA
por sus siglas en inglés, como proteccion fungicida y bactericida de equipo de cortado de
vegetales y algunas semillas (EFSA, 2016). Sin embargo, la FDA fija una concentracion

maxima de 59 ppm en agua de desinfeccion de alimentos (FDA, 2022a).

3.5.3 El 4cido peracético como desinfectante

El 4cido peracético se produce a partir de la reaccion de &cido o anhidrido acético con

perdxido de hidrogeno en presencia de acido sulfurico, el cual funciona como agente
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catalizador. Su método de accion se da gracias a la produccion de especies reactivas con el
oxigeno, las cuales dafan los lipidos y el ADN; ademaés, causa la desnaturalizacion de las
proteinas y enzimas, la interrupcion de los sistemas de transporte y permeabiliza las paredes

celulares (Vandekinderen et al., 2009).

Se recomienda su uso en concentraciones menores a 80 ppm por un tiempo de
contacto de 1 min para lograr un 99,999% de muerte bacteriana (Gawande et al., 2013). Se
ha demostrado que este es capaz de inactivar bacterias Gram positivas y negativas, asi como
mohos y levaduras en menos de 5 min, en concentraciones menores a los 100 ppm, sin
embargo, en presencia de materia organica se podrian requerir hasta 500 ppm de
concentracion para lograr este objetivo (CDC, 2008). En agua de lavado, la FDA establece
una concentracion maxima de 80 ppm de este desinfectante (FDA, 2022a), por lo que los
estudios sobre su efecto en esta concentracion son necesarios para comprobar su aplicabilidad

en la industria.

3.5.4 Proceso de validacion de una desinfeccion

Para el diseno de la validacion de un desinfectante, se toma en cuenta el
microorganismo objetivo, el método de preparacion del inoculo, el procedimiento y el nivel
de inoculacidn, las consideraciones de muestreo y la interpretacion de los resultados de las
pruebas. Cada una de estas es especifica para el producto, el proceso y el objetivo general del

estudio (National Advisory Committee on Microbiological Criteria for Foods, 2010).

El validar un proceso en que un agente quimico proporciona cierto grado de letalidad
contra un microrganismo objetivo o un grupo de estos, es una parte esencial en la industria
alimentaria para garantizar la calidad e inocuidad de los productos. El éxito de una prueba de
validacion microbiologica depende de factores relacionados con la manera en que el producto
se produce o formula, se empaca, se distribuye y se consume. Ademas, se debe considerar si
el producto es susceptible al crecimiento de microorganismos de deterioro o patdgenos

especificos segun los registros existentes (IFT, 2003).
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En la industria de alimentos se utilizan microorganismos indicadores, cuya presencia
en numeros que superan determinados limites numéricos, indica la posible aparicion de
patogenos, la calidad microbioldgica del alimento, la vida util de este o su calidad sanitaria
o higiene general. E. coli se ha utilizado como indicador de contaminacion fecal y como
indicador de higiene e inocuidad alimentaria (Halkman y Halkman, 2014). Debido a su alta
resistencia a los agentes desinfectantes, se ha utilizado como indicador de contaminacion en
agua; si las condiciones son desfavorables para la presencia de esta bacteria, la presencia de
otros patdogenos es poco probable (Fallahzadeh et al., 2021). Incluso se ha demostrado que
tiene una respuesta similar a Salmonella enteritidis, por lo que podria utilizarse como
indicador de la posible presencia de esta bacteria después de un proceso de limpieza y
desinfeccion (Dewaele et al., 2011), asi como se ha demostrado que funciona como indicador
fiable para evaluar la calidad de los desinfectantes y antisépticos utilizados contra el COVID-

19 (Fallahzadeh et al., 2021).

Cuando se llevan a cabo estudios de reduccion como lo es el evaluar la accion de los
agentes desinfectantes, se suele inocular un gran nimero de microorganismos, por ejemplo,
de 6 a 7 log UFC/g para cuantificar a los sobrevivientes y/o documentar altos niveles de
inactivacion. Las reducciones logaritmicas deben determinarse en ensayos replicados. La
reduccion deseada podria depender de la norma o ley que se aplique al producto o al método

utilizado (Scott et al., 2005).

En Europa, la norma europea (EN) 14885:2018 proporciona referencias a los métodos
de ensayo requeridos que deben utilizar los fabricantes de desinfectantes para respaldar las
afirmaciones de actividad microbicida. En Estados Unidos, existe el “Product Performance
Test Guideline OCSPP 810.2100” que es la Directriz OCSPP 810.2100 de la Agencia de
Proteccion Ambiental o EPA, por sus siglas en inglés, sobre las pruebas de rendimiento de
los productos, donde se detallan los métodos de ensayo de la AOAC que deben utilizar los
fabricantes de desinfectantes para respaldar las afirmaciones de actividad microbiocida

(ECOLAB, 2020).

Los diferentes métodos de ensayo utilizan indculos iniciales (microorganismos),
reducciones logaritmicas y tiempos de contacto especificos (ECOLAB, 2020). Sin embargo,
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cuando no exista ninguna norma de rendimiento, la menor reduccion lograda deberia de
superar el nivel de contaminacion esperado en una cantidad que incorpore un margen de
seguridad (a menudo se utiliza un margen de 2 log) consistente con la variabilidad esperada

en el producto y el proceso (Scott et al., 2005).

Dentro de las categorias de métodos de suspension, EPA describe como evaluar la
accion reductora de un desinfectante mediante el método 960.09 de la AOAC, el cual
demanda que se logre una reduccion de 5 log para que un agente desinfectante en contacto
con alimentos se considere efectivo (EPA, 2019). Asimismo, la Comisiéon Europea de
Estandarizacion (CEN), establece en diferentes normas que los agentes desinfectantes deben
lograr una reduccion de al menos 5 log para considerarse un desinfectante valido (Sandle,
2020). Sin embargo, la revision realizada por Barrera et al. (2012) de previos estudios que
buscaron validar los métodos de lavado postcosecha por medio de una reduccion de 5 log
después de inocular un patdégeno de interés, denotd que, en condiciones comerciales, la
reduccion real era de 1 a 2 log sin importar el desinfectante o el tiempo de contacto utilizado

(Barrera et al., 2012).

Actualmente, una reduccion de 3 log es reconocida como efectiva para reducir las
bacterias adheridas a las superficies de producto fresco por medio de desinfectantes (Chang,
2015). Incluso, la FDA en su "Guia para minimizar los peligros microbianos contra la
inocuidad alimentaria de frutas y verduras frescas”, establece que los tanques de lavado para
producto fresco reducen las poblaciones microbianas de 2 a 3 log y que se deben adoptar

practicas para mantener esta eficiencia (FDA, 2018).
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1 LOCALIZACION DEL ESTUDIO

Los analisis microbiologicos fueron realizados en el laboratorio de microbiologia del
Centro Nacional de Ciencia y Tecnologia de Alimentos (CITA) y en el laboratorio de
microbiologia de la Escuela de Tecnologia de Alimentos, Universidad de Costa Rica, Sede

Rodrigo Facio, San Pedro, Montes de Oca.

Los objetivos planteados en este proyecto se realizaron con base en la linea de
produccion del repollo que lleva a cabo uno de los Centros Agricolas de Cartago. Esto quiere
decir, que el primer y el segundo objetivo fueron desarrollados en colaboracién con su
principal finca proveedora de repollo. El primer objetivo se llevo a cabo en agosto 2021 (tres
semanas consecutivas), el segundo objetivo en noviembre 2021 (tres semanas consecutivas)

y el tercer objetivo entre setiembre y octubre 2021 (tres semanas consecutivas).

Tanto la finca, como su respectiva planta empacadora (las cuales preparan el repollo
antes de ser llevado al Centro Agricola), se localizan en el canton de Pacayas, mientras que
el Centro Agricola que lo recibe, se localiza en el canton de Cervantes; todos parte de la

provincia de Cartago.

4.2 COMPARACION DE LA CALIDAD DEL REPOLLO RECIEN COSECHADO,
SEGUN LOS RESULTADOS DE ANALISIS MICROBIOLOGICO EN TRES ZONAS
DE DISTINTA ALTITUD DE LA FINCA ESTUDIADA

4.2.1 Entrevista con el proveedor

Al proveedor se le realizé una entrevista sobre las practicas de cultivo y cosecha que
se practican dentro de la finca, con el propdsito de conocer la metodologia utilizada y la

aplicacién o no aplicaciéon de las buenas practicas agricolas, segun la herramienta de
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evaluacion disefiada para este propdsito (Anexo I). Ademas, en esta misma evaluacion, se
anotaron las observaciones relevantes durante las posteriores visitas a la finca productora, en

las cuales se llevo a cabo el muestreo descrito a continuacion.

4.2.2 Muestreo de repollos recién cosechados

De la finca localizada en Pacayas, se hizo un muestreo de los repollos listos para ser
cosechados, no desinfectados. La finca se dividid en tres zonas segun su altitud: zona alta,
zona media y zona baja. Adaptando la metodologia sugerida por Jiménez (2009) para el
muestreo de un campo agricola, se contd el nimero de hileras de repollo de toda la finca y se
dividio entre 3. Se contabilizaron un total de 96 hileras de repollo en toda la extension de la

finca estudiada.

Consecuentemente, la zona alta, la zona media y la zona baja estuvieron conformadas
por un total de 32 hileras cada una, que a su vez, contenian entre 100 y 120 repollos por
hilera. Una vez realizada la delimitacion, igualmente se procedi6 a la seleccion de muestras
segin Jiménez (2009), donde el repollo extraido correspondia a aquel encontrado en el
numero de hilera y en la posiciéon coincidente con numeros aleatorios previamente
establecidos; para cada zona se selecciond 3 veces un niimero al azar entre 1 y el total de
hileras, y un nimero al azar entre 1 y el total de repollos de dicha hilera. Por ejemplo, si se
supone que los nimeros al azar fueron 2y 17,5y 13,y 9 y 4, se seleccionaron el repollo 17

de la hilera 2, el repollo 13 de la hilera 5 y el repollo 4 de la hilera 9.

Las cabezas de repollo deben cortarse cuando estén compactas, firmes y de color
caracteristico, de manera que el producto pueda ser comprimido levemente, por consiguiente,
todo producto que presente dafios por plagas, enfermedades, dafio mecanico, etc. debera ser
rechazado (Rikolto, 2019). Segun este parametro, si la metodologia indicaba que el repollo a
muestrear correspondia con un repollo no conforme con los estandares de calidad, se
volvieron a elegir dos numeros al azar (hilera y posicién) hasta que fuera una muestra que

cumpliera con los estandares de calidad de un repollo comercial.
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Los 3 repollos de cada una de las altitudes se analizaron como una muestra compuesta.
La toma de cada repollo se realiz6 utilizando guantes de latex estériles de manera que no se
alterara la microbiota presente. Las muestras fueron empacadas en bolsas plasticas
identificadas con etiquetas adhesivas, cerradas apropiadamente para impedir la
contaminacidn con agentes externos (Andrews y Hammack, 2022). De la misma forma, para
controlar la temperatura y evitar la exposicion a rayos solares, las muestras fueron
transportadas en hielera, con hielo almacenado en bolsas en su parte inferior, seguido de una
rejilla plastica donde se colocaron las muestras (evitando el contacto directo del hielo con las
muestras), de manera que la temperatura se conservé entre 4 y 8 °C hasta el momento de

llegada al laboratorio (ICA, 2019).

4.2.3 Analisis microbioldgicos

4.2.3.1 Recuento de coliformes totales y E. coli

Se realizoé el recuento de coliformes totales y E. coli por el método de Petrifilm, para
evaluar el cumplimiento de BPA y BPM, asi como la presencia de materia fecal en los
repollos recién cosechados, de acuerdo con el procedimiento P-SA-MM-008 del Centro
Nacional de Ciencia y Tecnologia de Alimentos (CITA), basado en el Método 991.14
Coliform and Escherichia coli Counts in Foods de la AOAC (2005) y Recuento de E. coli y
Coliformes Totales de PETRIFILM 3M (2000).

4.2.3.2 Recuento de mohos y levaduras

Se realiz6 el recuento de mohos y levaduras, como indicador de deterioro del repollo,
de acuerdo con el procedimiento P-SAMM-007 del Centro Nacional de Ciencia y Tecnologia
de Alimentos (CITA), basado en la Norma Oficial Mexicana NOM-111-SSA1-1994, el
Bacteriological Analytical Manual Chapter 18: Yeasts, Molds and Mycotoxins de Tournas et
al., (2001), el Compendium of Methods for the Microbiological Examination of Foods de
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Salfinger y Tortorello (2015) y en el Microbiological Examination Methods of Food and
Water de Da Silva et al. (2013).

4.2.3.3 Recuento total aerobio mesdfilo

Se realiz6 el recuento total de aerobios mesofilos como indicador de la calidad
microbiologica general del repollo, de acuerdo con el procedimiento P-SA-MM-001 del
Centro Nacional de Ciencia y Tecnologia de Alimentos (CITA), basado en el Bacteriological
Analytical Manual Chapter 3: Aerobic Plate Count, de Maturin y Peeler (2001), el
Compendium of Methods for the Microbiological Examination of Foods de Salfinger y
Tortorello (2015) y en el Microbiological Examination Methods of Food and Water de Da
Silva et al. (2013).

4.2.3.4 Analisis de Listeria monocytogenes

Se realizo la prueba de presencia / ausencia de la bacteria L. monocytogenes de
acuerdo con el procedimiento P-SA-MM-021 del Centro Nacional de Ciencia y Tecnologia
de Alimentos (CITA), basado en las instrucciones de trabajo del Compendium of Methods
for the Microbiological Examination of Foods de Salfinger y Tortorello (2015), del
Bacteriological Analytical Manual Chapter 10: Detection of Listeria monocytogenes in
Foods and Environmental Samples, and Enumeration of Listeria monocytogenes in Foods de
Hitchins et al., (2001) y del kit API Listeria sp. de Biomerieux (2010). Este tltimo, es un
método de identificacion simplificado y estandarizado que permite interpretar los resultados
de un perfil bioquimico completo a los que se somete la bacteria aislada, para asi reconocer
la especie segun la informacion almacenada en una extensa base de datos (BioMérieux, s.f.).
Por lo tanto, si el género Listeria sp. es identificado, la confirmacion bioquimica por medio
del API Listeria permitira identificar si es L. monocytogenes como tal o si es otra especie de

este mismo género.
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4.2.3.5 Seleccion de un microorganismo indicador
Para finalizar el andlisis microbioldgico de este objetivo, se seleccioné el recuento
con las mayores cargas microbiologicas para funcionar como microorganismo indicador en

el apartado 4.3.4 correspondiente al segundo objetivo.

4.2.4 Disefio experimental y analisis estadistico

Con el fin de evaluar las muestras de repollo cosechadas en tres zonas de distinta
altitud de la finca, se utilizé un disefio de bloques al azar de un factor (la zona de la finca
estudiada) y tres niveles (zona alta, zona media y zona baja de la finca). Se realizaron 3
repeticiones independientes, siendo cada una de ellas el muestreo que se realizé cuando se

visito la finca.

Las visitas se realizaron en un periodo de dos meses y se consideraron las condiciones
climaticas de ese periodo (estacion lluviosa y principios de la estacion seca) ya que podrian
influir en los resultados. Sin embargo, cada una de las visitas corresponde a un bloque, de
manera que el disefio impide que la variabilidad de las condiciones ambientales de la finca
en su respectivo dia de muestreo influya. Asi, predomina en los resultados la diferencia de

las cargas entre cada altitud y no entre cada dia de muestreo.

Las variables respuesta fueron el recuento total aerobio, recuento de mohos y
levaduras, recuento de coliformes totales, recuento de E. coli y la presencia o ausencia de L.
monocytogenes. Los datos de los recuentos fueron estudiados estadisticamente por medio de
un analisis de varianza (ANDEVA) para determinar si existian diferencias significativas
entre los recuentos obtenidos de los repollos en las diferentes zonas. Para la prueba de
ausencia / presencia de L. monocytogenes, al no detectar su presencia no se realizo el analisis

estadistico.

Para todos los andlisis se trabajo con un nivel de significancia de 0,05 y con el paquete

estadistico JMP 9®. Para efectos no significativos se report6 la potencia de la prueba.

_27 -



4.3 EVALUACION DE LA REDUCCION DEL INDICADOR MICROBIOLOGICO
SELECCIONADO EN EL REPOLLO, ANTES Y DESPUES DE CADA UNA DE LAS
ETAPAS DE DESINFECCION

4.3.1 Seleccion de un microorganismo indicador

Segun los resultados del apartado 4.2.3.5 se selecciono el recuento total aerobio como
indicador microbioldgico, ya que, al ser el recuento mas alto, se consideré como el mas apto
para ver una reduccion de este después de los procesos desinfeccion, segun su grado de

efectividad.

4.3.2 Descripcion de las etapas de desinfeccion del repollo y recoleccion de datos.

Durante la primera etapa de la cadena de produccion del repollo, este se cosecha y se
lleva inmediatamente a la planta empacadora de la finca, donde es inmerso en una tina de
desinfeccion. Esta tina se prepara agregando 300 mL de cloro comercial al 4% en 200 L de
agua potable para una concentracion de 60 ppm de cloro. El repollo permanece en esta por
aproximadamente 10 min, para luego ser transportado al Centro Agricola. En la segunda
etapa, el Centro Agricola recibe el repollo del proveedor y lo somete a un segundo proceso
de desinfeccion, para el cual se depositan 2 mL de un desinfectante comercial al 2,5% de
perdxido de hidrogeno por cada litro de agua adicionado. Esto equivale a una concentracion
de 50 ppm de peroxido de hidrogeno en el tanque de desinfeccion, durante un tiempo de 1 —
2 min. Posteriormente, el repollo se corta, se ralla y se somete a un tercer proceso de
desinfeccion por inmersion con cloro comercial al 6%, donde se combina una igual cantidad
de mililitros de cloro que de litros de agua para una concentracion final de 60 ppm de cloro,
por un tiempo de 5 min aproximadamente. Finalmente, el repollo es empacado y almacenado

en refrigeracion (4 °C a 8 °C) hasta el momento de su transporte.

Cada uno de estos tratamientos fue estudiado para el cumplimiento del objetivo.

Ademas, durante las visitas de muestreo descritas a continuacion, se utilizo la herramienta
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evaluativa de las buenas practicas de manufactura (Anexo II), la cual se completé mediante

entrevistas a los encargados de cada etapa y observaciones de los procesos.

4.3.3. Muestreo de repollos sometidos a diferentes procesos de desinfeccion

Como se menciond anteriormente, el repollo del Centro Agricola es sometido a tres
procesos de lavado y desinfeccion desde la cosecha hasta que se empaca; por lo tanto, se
realizd un muestreo del repollo antes y después de ser sometido a cada uno de los métodos
de desinfeccion, con el propodsito de valorar el efecto de cada uno de estos. Las condiciones
de cada etapa se muestran en el cuadro I a continuacion.

Cuadro I. Condiciones en las que se realiza cada uno de los procesos de desinfeccion
durante la cadena de obtencion del repollo minimamente procesado del Centro Agricola

estudiado.
. Tiempo
Proceso de | Desinfectante Conce_ntracmn de Temperatura PH
. ) . del desinfectante o del
desinfeccion utilizado contacto e
(ppm) . agua
(min)
1 Cloro 60 10 No se controla | 6-7
2 Pe.r OX,ldO de 50 1-2 No se controla | 6-7
hidrogeno
3 Cloro 60 5 No se controla | 6-7

Para efectuar las pruebas, mientras se monitored la temperatura del agua que se
encontraba a temperatura ambiente, se tomaron tres muestras de distintos repollos antes y
después de cada uno de los procesos de desinfeccion. En el caso de los dos primeros procesos,
los repollos a muestrear eran enteros, por lo que se hizo un corte al lado izquierdo del repollo
con un cuchillo estéril (aproximadamente 50 g) antes de la desinfeccion, como se muestra en
la figura 2. Posterior a la desinfeccion, se hizo otro corte al lado derecho del mismo repollo
(aproximadamente 50 g) como se muestra en la figura 3. Con el primer corte (figura 2), se
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obtuvo la carga inicial del repollo previo a su proceso desinfectante y con el segundo corte
(figura 3), se evitd que se recolectara una muestra donde el alcance del desinfectante haya
sido mayor al alcance que se tiene en un repollo compacto normal entero después del proceso

de desinfeccion.

Figura 2. Corte que se realiz6 al repollo entero antes del proceso de desinfeccion.

Figura 3. Corte que se realiz6 al repollo entero después del proceso de desinfeccion.

En el caso del ultimo proceso, se tomaron tres muestras distintas del repollo rallado
para hacer una muestra compuesta, antes y después de su desinfeccion (50 g

aproximadamente).

Las muestras fueron recolectadas en la planta empacadora de la finca y en el Centro
Agricola. Con esta metodologia se pretende considerar todas las posibles contaminaciones

que pueden darse dentro de la planta, cuando el repollo pasa de una operacion a otra.

Para la toma de muestras se utilizaron guantes de latex estériles de manera que no se
alterara la microbiota presente. Posteriormente, estas fueron empacadas en bolsas plasticas
identificadas con etiquetas adhesivas, cerradas apropiadamente para impedir Ia
contaminacion con agentes externos (Andrews y Hammack , 2022). De la misma forma, para

controlar la temperatura y evitar la exposicidn a rayos solares, las muestras fueron
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transportadas en hielera, con hielo almacenado en bolsas en su parte inferior, seguido de una
rejilla plastica donde se colocaron las muestras (evitando el contacto directo del hielo con las
muestras), de manera que la temperatura se conservara entre 4 y 8 °C hasta el momento en

que llegara al laboratorio (ICA, 2019).

4.3.4. Anélisis microbioldgicos

Para realizar el andlisis microbioldgico, se siguié el mismo procedimiento descrito en

el punto 4.2.3.3. para el recuento total aecrobio mesofilo.

4.3.5. Disefio experimental y analisis estadistico

Para este objetivo se realizd una estimacion por intervalo al 95%, reportando
promedio e intervalo de confianza de la reduccion en la carga microbiologica alcanzada del
recuento total aerobio como microorganismo indicador para cada una de las 3 etapas de
desinfeccion. Con base en la magnitud de la reduccioén observada y las metas establecidas,
se determind si cada uno de los procesos de desinfeccion contribuia con la calidad final del

producto.

Se realizaron tres repeticiones independientes del experimento, representadas cada
una de ellas por muestreo, el cual se ejecut6 en las visitas a la planta empacadora de la finca

y al Centro Agricola donde se realizan los procesos.

El calculo de la reduccion microbioldgica alcanzada (RMA), se hizo mediante la
sustraccion de la carga microbiologica del repollo después del proceso de desinfeccion (CB),
a la carga microbioldgica del repollo antes del proceso de desinfeccion (CA) como se muestra

en la siguiente férmula:
CA (log) — CB (log) = RMA (log)

Seguidamente, se realiz6 el andlisis del limite inferior del intervalo de confianza,

comparandolo con la referencia, tomando como parametro que una reduccion de 3 log es
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reconocida como efectiva para reducir las bacterias adheridas a superficies de producto fresco

por medio de desinfectantes (Chang, 2015).

4.4 COMPARACION DE LA EFICACIA DE TRES DESINFECTANTES DISTINTOS
DURANTE TRES TIEMPOS DE CONTACTO, POR MEDIO DE LA REDUCCION
EN EL RECUENTO DE E. coli INOCULADO EN EL REPOLLO

4.4.1 Muestreo de repollos para valorar la efectividad de 3 agentes desinfectantes

Se realizaron 3 visitas finales a la finca. En cada visita se tomaron repollos al azar
listos para cosechar no desinfectados, utilizando el método de muestreo del objetivo 1 como
una forma de garantizar la aleatoriedad, pero sin considerar el efecto de la altitud. La toma
de cada repollo se realizd con guantes de latex estériles de manera que no se alterara la
microbiota presente. Las muestras fueron empacadas en bolsas plasticas identificadas con
etiquetas adhesivas, cerradas apropiadamente para impedir la contaminacion con agentes

externos (Andrews y Hammack , 2022).

De la misma forma, para controlar la temperatura y evitar la exposicion a rayos
solares, las muestras fueron transportadas en hielera con hielo almacenado en bolsas en su
parte inferior, seguidas de una rejilla plastica donde se colocaron las muestras (evitando el
contacto directo del hielo con las muestras), de manera que la temperatura se conservé entre

4 y 8 °C hasta el momento en que llegaron al laboratorio (ICA, 2019).

4.4.2 Descripcion de los tratamientos de desinfeccion evaluados

Los repollos recolectados, después de ser inoculados con la cepa E. coli, fueron
utilizados para valorar la efectividad de 3 desinfectantes distintos a la concentracion maxima
recomendada o establecida: 50 ppm de perdxido de hidrogeno por recomendacion del

fabricante, 200 ppm de cloro y 80 ppm de &cido peracético como valores maximos permitidos
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(FDA, 2022b; FDA, 2022a), tomando en cuenta que una concentraciéon mayor no seria
aplicable a un proceso industrial y una concentracién menor no permitiria ver la maxima

capacidad del agente.

Se partié del tiempo minimo recomendado a la maxima concentraciéon de cada
desinfectante y se afiadieron dos tiempos de contacto mayores. En el caso del peroxido de
hidrogeno y del 4cido peracético, el tiempo de contacto recomendado a su maxima
concentracion es de 1 min, por lo que adicionalmente se probaron tiempos de contacto de 5
y 10 min. Para el cloro, el tiempo recomendado es de 5 min, por lo que los otros tiempos
fueron de 10 y 15 min. Ademas, se evalud un control negativo de proceso con solamente
agua a los mismos tiempos de contacto, con el fin de determinar si existia efecto de arrastre
por parte del agua. Estas condiciones se describen en el cuadro II a continuacion.

Cuadro Il. Disefio experimental para el analisis de la reduccion de la carga microbioldgica
alcanzada en el recuento de E. coli. para comparar la eficacia del agua potable (tratamiento

control), del peroxido de hidrogeno a 50 ppm, del cloro a 200 ppm y del acido peracético a
80 ppm durante tres tiempos de contacto.

Tratamiento Desinfectante y concentracion Tiempo de contacto (min)
1 Agua potable (tratamiento control) 1
2 Agua potable (tratamiento control) 5
3 Agua potable (tratamiento control) 10
4 Peréxido de hidrogeno — 50 ppm 1
5 Peroxido de hidrogeno — 50 ppm 5
6 Peréxido de hidrogeno — 50 ppm 10
7 Cloro — 200 ppm 5
8 Cloro — 200 ppm 10
9 Cloro — 200 ppm 15
10 Acido peracético — 80 ppm 1
11 Acido peracético — 80 ppm 5
12 Acido peracético — 80 ppm 10
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4.4.3. Inoculacion y analisis microbiologicos

4.4.3.1 Preparacion del indculo de E. coli ATCC 25922

Se llevo a cabo la inoculacion de E. coli ATCC 25922 en los repollos. Se prepar el
indculo colocando una colonia aislada de E. coli en 5 ml de caldo tripticasa soya (CTS), el
cual se incub¢ a 35 + 2°C por 5 + 1 hora. Posteriormente, se trasvasaron mas de 100 mL de
CTS a un erlenmeyer que se incub6 a 35 + 2 °C por 18 + 2 h con agitacion a 200 rpm para

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

4.4.3.2 Inoculacion del repollo con E. coli ATCC 25922

Al preparar el tanque de inmersion, se inocul6 agua desionizada con una poblacion
aproximada de 7 log UFC/mL de E. coli (agregando 98 mL de in6culo al tanque de 7 L de
agua desionizada) y se tomo la temperatura inicial. Al sumergir el repollo a inocular, este
permanecio6 un tiempo de 30 min, tal como se hizo en un estudio del 2018 para la inoculacion
de otros vegetales. Después, los repollos enteros inoculados fueron secados al aire (Gullian

y Sanchez, 2018).

Seguidamente, las muestras fueron sometidas al proceso de desinfeccion respectivo.
En este, para mantener la proporcion de repollos en agua similar a la proporcion usada en la
desinfeccion del Centro Agricola (300 kg de repollo en 200 L de agua), se utilizé una tina de
10 L de capacidad, donde se colocaron 3 kg de repollo (de 2 a 3 repollos aproximadamente)
en 2 L de agua desionizada. Los repollos fueron agitados dentro de la tina para que toda la
superficie de los mismos estuviera en contacto con el desinfectante durante el tiempo de

contacto.

Por la naturaleza del estudio, fue necesario que en cada repeticion existiera un control
negativo y uno positivo de repollos (Gullian y Sanchez, 2018). El control negativo se uso
para determinar la posible poblacion inicial de E. coli en el repollo (este repollo no se inoculd
y solamente se le realizo recuento). Los resultados por debajo del limite de cuantificacion de
la técnica se consideraron despreciables en comparacion con lo inoculado. Por otra parte, el

control positivo se uso para determinar la carga real inicial que se inoculd (este repollo no se

-34 -



sometid a un proceso de desinfeccion y se le realizé el recuento después de ser inoculado y

secado).

4.4.3.3 Recuento de E. coli ATCC 25922
Con el fin de evaluar la efectividad de los desinfectantes a distintos tiempos de
contacto se realizo el recuento de E. coli en agar MacConkey antes y después de cada proceso

de desinfeccion de los repollos.

Esto se hizo seglin el procedimiento descrito en el Bacteriological Analytical Manual
Chapter 3: Aerobic Plate Count, de Maturin y Peeler (2001) para el recuento total aerobio,
adaptandolo al uso de agar MacConkey para contabilizar las colonias de E. coli

especificamente (Maturin y Peeler, 2001)

4.4.4 Disefio experimental y analisis estadistico

Una vez determinada la carga inicial de E. coli inoculado, por medio de los resultados
de los controles positivos y negativos en cada repeticion, se procedio a realizar el calculo de
la reduccion microbioldgica alcanzada (RMA) para cada proceso de desinfeccion. Este se
hizo mediante la sustraccion de la carga microbioldgica del repollo después del proceso de
desinfeccion (CB), a la carga microbiologica del repollo inicial (CI) como se muestra en la

siguiente formula:

CI (log) — CB (log) = RMA (log)

Se realizaron tres repeticiones independientes del experimento (representadas cada
una de ellas por muestreo). Los repollos fueron recolectados de la misma finca del proveedor
para luego recrear los procesos de desinfeccion a nivel de laboratorio. Con el fin de
determinar si existian diferencias significativas entre las reducciones logaritmicas logradas
por los tratamientos, se realiz6 un andlisis de varianza (ANDEVA), con un nivel de

significancia de 0,05 y con el paquete estadistico IMP 9®. Para efectos no significativos se
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report6 la potencia de la prueba. En caso de haber diferencias significativas, se realizé una

prueba de Tukey.

Ademas, se indico cudl de los desinfectantes es més efectivo segiin los parametros
relevantes para el ente que realice la desinfeccion (tiempo de operacion, costos del
desinfectante o una mayor reduccién microbioldgica), considerando que una reduccion de 3
log es reconocida como efectiva para reducir las bacterias adheridas a superficies de producto

fresco por medio de desinfectantes (Chang, 2015).

-36 -



5. RESULTADOS y DISCUSION

5.1 COMPARACION DE LA CALIDAD DEL REPOLLO RECIEN COSECHADO EN
TRES ZONAS DE DISTINTA ALTITUD DE LA FINCA ESTUDIADA.

De los repollos recolectados de la finca, se analiz6 el recuento total aerobio (RTA),
el recuento de mohos y levaduras (RMYL), el recuento de coliformes totales (RCT) y el
recuento de E. coli, en las tres zonas (alta, media y baja) para detectar si existian diferencias
significativas entre estos. Ademas, se determind la presencia o ausencia de L. monocytogenes
en los repollos de las tres zonas. Los resultados se muestran en el cuadro III.

Cuadro I11. Resultados obtenidos del recuento total aerobio, recuento de mohos y

levaduras y recuento de coliformes totales y E. coli, asi como la presencia / ausencia de L.
monocytogenes en repollos de tres altitudes distintas de una finca.

Recuento Recuento de Recuento Presencia/
total Recuentode | coliformes de E. coli Ausencia de L.
Zona | aerobio mohos y totales ' monocytogenes
| levaduras | (log b o
(log _ | (log UFCIg)* (log X UFCig)* (Presencia
UFC/qg) UFC/g) ausencia/ 25 g)
Alta 5,1£0,7 2,3+0,6 2,5+0,5 <1 Ausencia
Media | 4,6 £0,3 2,4+0,4 2,5+0,6 <1 Ausencia
Baja 50+1,3 2,3+0,6 2,1+£0,7 <1 Ausencia

*Los promedios se muestran con sus intervalos de confianza respectivos a un 95% de

confianza (n=3).

Se demostréo que no existen diferencias significativas entre los promedios de los
recuentos de los repollos de las tres zonas de la finca para el recuento total aerobio (P=0,5276;
1-B = 0,9796), el recuento de mohos y levaduras (P=0,9963; 1-8 = 1,0000) y el recuento de
coliformes totales (P=0,4095; 1- = 0,9999) con un nivel de significancia del 5%. No se

detecto el crecimiento de E. coli en ninguna de las muestras de las zonas.
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Por otra parte, no se logra detectar la presencia de L. monocytogenes en ninguna de
las muestras de las zonas estudiadas. En la zona baja se determiné la ausencia de Listeria sp.;
sin embargo, tanto en la zona alta como en la zona media se logré identificar en un 100% de
las muestras la presencia de L. ivanovii por medio del sistema de identificacion API Listeria

sp. de Biomerieux (2010).

Los resultados indican que, bajo las condiciones caracteristicas de la finca estudiada,
se puede descartar la teoria de que la acumulacion de materia organica en la parte inferior de
las laderas promueva el crecimiento de los microorganismos estudiados en los repollos de

manera significativa.

Estos resultados pueden justificarse por la correcta aplicacion de las buenas practicas
de agricultura y la implementacion de practicas de manejo de cultivos sostenibles en la finca
estudiada. Estas ultimas, también denominadas “précticas agroconservacionistas” (MAG,
2008) buscan el aumento de la biomasa microbiana saludable del suelo y su contenido de
carbono, contribuyendo a mejorar su estructura y reduciendo su erosionabilidad (Acosta et
al., 2015). Por ejemplo, el dejar los residuos de la cosecha y triturarlos para reintegrar los
nutrientes al suelo y el realizar una labranza menos disruptiva o minima, se fomenta el retorno
del carbono y nitrégeno al suelo y evita el rompimiento de las redes fungicas del terreno

(Quang, 2021).

Asimismo, el procurar que el cultivo cubra la mayor parte del suelo, lograr el
aprovechamiento del agua mediante drenajes eficientes, procurar la fertilidad del suelo y
buscar la maxima productividad, disminuye la velocidad de la escorrentia y mejora la
penetracion del agua en el suelo, reduciendo la cantidad de suelo perdido por la erosion
(Raudes y Sagastume, 2009). Todas estas practicas se realizaban en la finca en estudio segiin

la informacion recolectada en las visitas realizadas (Ver Anexo I).

Ademas, gracias a que la finca en estudio aprovechaba el agua de lluvia, no utilizaba
agua de riego ni estaba propensa a que las fuentes de agua (pozos, rios, estanques) se
contaminaran, por lo que el factor de riesgo disminuia, evitando asi la introduccion de

patdgenos y la proliferacion de microorganismos no deseados en todas las zonas. Una de las
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practicas a futuro que se podria recomendar a este tipo de terrenos, es el uso de barreras vivas
como hileras de arboles o muros de retencion para evitar la erosion de los suelos (Raudes y

Sagastume, 2009).

Especificamente, para analizar el resultado de cada recuento, se tomo en
consideracion que los repollos muestreados se encontraban en contacto directo con la tierra,
el agua y demds componentes ambientales que promueven el crecimiento natural de

microorganismos dentro del campo.

Para el resultado del recuento total aerobio o RTA, se obtuvieron resultados alrededor
de 5 log UFC/g en las 3 altitudes. El recuento total aerobio indica la calidad microbiologica
de los alimentos, mas no determina la presencia de microorganismos patdégenos por lo que
no se puede utilizar directamente como indicador de inocuidad. En el caso de materias crudas
como los vegetales, los recuentos altos son esperados (6 — 7 log UFC/g) (Food Standards
Australia New Zealand, 2016). Johnston et al. (2006), coincidentemente determind que en
vegetales de hojas verdes los recuentos totales aerobios oscilan entre 5y 6 log UFC/g. Por lo

tanto, los resultados obtenidos estaban dentro del rango esperado.

De la misma forma que el recuento anterior, el recuento de mohos y levaduras actiia
solamente como indicador de calidad mas no de inocuidad, ya que ambos grupos de
microorganismos pueden causar deterioro y descomposicion en el alimento, afectando su
textura, sabor, olor y color (Tournas et al., 2001). La presencia de mohos en las verduras es
indeseada, ya que algunos pueden producir micotoxinas mientras que otros son conocidos
por causar alergias cuando son capaces de producir grandes cantidades de conidios (Oliveira
etal., 2010). Los recuentos obtenidos que rondan los 2 log UFC/g no indicaron que existiera

una deficiencia de calidad del producto.

Mritunjay y Kumar (2017), al analizar diversas muestras de vegetales frescos,
obtuvieron un recuento de mohos y levaduras menor a 4 log UFC/g en la mayoria de repollos.
De la misma manera, Kim y Cheigh (2022), obtuvieron recuentos de mohos y levaduras entre
2,32 y 4,26 log UFC/g para muestras de repollo. En este caso, los resultados rondaron los 2,3

log UFC/g por lo que se asemejan a los de estos estudios.
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Por su parte, las bacterias coliformes pertenecen a la familia Enterobacteriaceae e
incluyen especies de los siguientes géneros: Citrobacter, Enterobacter, Escherichia, Hafnia,
Klebsiella, Serratia y Yersinia (Curutiu et al., 2019). Para este recuento se obtuvieron
recuentos bajos entre 2,1 y 2,5 log UFC/g tomando en cuenta las muestras de las tres zonas.
Hasta este momento, no hay normas establecidas para los niveles de coliformes en frutas y
verduras frescas porque estos productos naturalmente tienen altos niveles de coliformes y a
veces son parte de la microbiota natural de estos alimentos (Abadias et al., 2008). Sin
embargo, los altos recuentos de estos pueden indicar una mayor posibilidad de contaminacién

fecal (Espigol et al., 2018).

Johnson et al. (2006) determind que los recuentos de coliformes totales en repollos
eran de menos de 1 log hasta 4,5 log UFC/g, mientras que Mritunjay y Kumar (2017)
obtuvieron menos de 4 log UCF/g en los repollos muestreados. Por lo tanto, se puede decir
que el recuento obtenido en este estudio fue esperado y no reflejé una calidad higiénica

deficiente del producto.

El recuento de E. coli, por su parte, es el mejor indicador de contaminacion fecal y su
no deteccion en el producto fue un indicador de que en la finca estudiada se llevaban a cabo
satisfactoriamente las buenas practicas de agricultura. Sin embargo, su ausencia no asegura
la ausencia de otros patogenos entéricos (Erkmen y Bozoglu, 2016) ni asegura que otros
patégenos en general no estén presentes, considerando que diferentes cepas de E. coli tienen
caracteristicas de supervivencia y crecimiento distintas (Food Standards Australia New
Zealand, 2016). No obstante, si permite especular que la probabilidad de que otros patdgenos
de tipo entérico estén presentes sea baja. Johnson et al. (2006) respalda que bajo condiciones
adecuadas de cultivo los resultados para E. coli son menos de 1 log, lo cual coincide con los

resultados obtenidos en este estudio.

Por otra parte, la deteccion de L. ivanovii en los repollos de dos zonas de la finca
indica que en el terreno existian todas las condiciones ambientales necesarias para que L.
monocytogenes también se pudiese desarrollar, dada la similitud de las cepas. Ambas estan

ampliamente distribuidas en la naturaleza, son patégenas y pueden invadir las células
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huésped, replicarse en el citosol y multiplicarse de célula en célula al polimerizar la actina

(Guillet et al., 2010).

La infeccion con L. monocytogenes puede generar listeriosis, una enfermedad
responsable del 19% del total de muertes causadas por todos los patogenos relacionados con
alimentos; en su forma mas severa, tiene una tasa de hospitalizacion del 90% y un indice de
mortalidad del 20 — 30%. Con tan solo una cantidad inicial de 10 a 100 UFC de L.
monocytogenes presente, se puede contagiar de listeriosis un consumidor; no obstante, la
dosis infecciosa necesaria para el desarrollo de la enfermedad depende principalmente de las

cepas y la susceptibilidad de los individuos (Chen et al., 2017).

Por su parte, L. ivanovii se considera patdogeno principalmente en rumiantes, ya que
la listeriosis asociada con la infeccion de L. ivanovii, es extremadamente rara en humanos
(Hitchins et al., 2022) y en los ultimos afios solo se han notificado algunos casos en personas

inmunocomprometidas (Gan et al., 2020).

L. monocytogenes es tolerante a la sal y es capaz de sobrevivir y crecer en
temperaturas por debajo de 1°C, a diferencia de otros patogenos. Ademads, es omnipresente
en el medio ambiente y se puede encontrar en ambientes humedos, suelo y vegetacion en
descomposicion (Hitchins et al., 2022). Existen registros de cepas de Listeria sp. que han
sobrevivido en distintas superficies gracias a la formacion de biopeliculas, provocando la
contaminacion de los productos (Nyenje et al., 2012). Estas consisten en un conjunto de
células microbianas dentro de una matriz de sustancia polimérica extracelular que les permite

adherirse y sobrevivir tratamientos de desinfeccion (Chen et al., 2017).

La alta resistencia de las biopeliculas de L. monocytogenes en plantas de elaboracion
de alimentos ha sido ampliamente estudiada contrario a las de L. ivanovii. Sin embargo, la
alta prevalencia descubierta en los ultimos afios de L. ivanovii en efluentes de aguas
residuales y alimentos listos para el consumo, ha desencadenado estudios que muestran que

esta también tiene la capacidad de formar biopeliculas duraderas (Nyenje et al., 2012).

Dado los hechos anteriores, la presencia de este género representa un peligro

constante para la industria de alimentos. Ciertas intervenciones como el minimizar el
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potencial de contaminacion precosecha y el lograr un mejor entendimiento de la ecologia de
los patégenos, puede minimizar la aparicion de brotes asociados con L. monocytogenes

(Erickson, 2010).

La deteccion en los repollos de las dos zonas superiores de L. ivanovii hace un
llamado a buscar detener la proliferacion de su género. Listeria sp. al ser un contaminante
ambiental, puede ser introducido por trabajadores, equipo u otros productos. Por ejemplo,
Prazak et al. en un estudio del 2002, detectd la presencia de L. monocytogenes en una
superficie no desinfectada o limpiada frecuentemente de una planta procesadora de repollos,
lo que generd la contaminacion de estos al entrar en contacto con dicha superficie. Por lo
tanto, los cuchillos y las cajas no desinfectadas correctamente o incluso los trabajadores que
pudieron estar en contacto con un area contaminada y que después estuvieron presentes en la
finca, pueden haber sido una de las causas de la contaminacion, considerando que la bacteria

puede persistir en superficies por hasta 100 dias (Olaimat y Holley, 2012).

Consecuentemente, el transito de mayor cantidad de trabajadores en las dos zonas
altas de la finca donde se detect6 L. ivanovii, (ya que es donde se realiza la carga de producto
a los camiones), puede ser la causa de la presencia del género Listeria sp. en estas zonas. Se
ha detectado que aves que beben de alcantarillas son capaces de introducir L. monocytogenes
y bacterias entéricas a otros terrenos. Por lo que la entrada y/o presencia de animales salvajes
y domésticos, incluyendo mamiferos, aves, reptiles e insectos funcionan como entradas

directas de L. monocytogenes a este tipo de terrenos (Miceli y Settanni, 2019).

Por lo tanto, es necesario reforzar las buenas practicas de agricultura enfocadas en
evitar la propagacion de la bacteria en los repollos, como la desinfeccion constante de los
cuchillos, cajones y demas herramientas en contacto con los repollos, el proporcionar a los
trabajadores la indumentaria y los recursos apropiados para el cultivo en la finca (por ejemplo
botas limpias y agentes desinfectantes para el correcto lavado de manos, considerando la
ausencia de servicios sanitarios y lavamanos en el terreno), el tener un apropiado control de
plagas para evitar el transito de animales y contar con herramientas que alejen a las aves de
la finca y el evitar crear zonas de acumulacion de producto en descomposicion donde la
bacteria pueda reproducirse con mayor facilidad (FDA, 2017).
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Ademads, es importante conseguir semillas descontaminadas que eviten que L.
monocytogenes pueda internalizarse en el producto (Miceli y Settanni, 2019), asi como
mantener un registro de las fechas de plantacion, fumigacion, abono y prevenir la entrada de

escorrentias de campos que trabajen con animales (MAG, 2008).

En el aspecto de agroquimicos y fertilizantes, en la finca se utilizaban agroquimicos
autorizados segun la recomendacion del fabricante y se contaba con un plan de muestreo de
quimicos indeseables. No obstante, si bien los agroquimicos se almacenaban en un lugar
fuera del 4rea de cultivo es necesario que se retiren los envases plasticos de estos y de otros
productos utilizados del terreno (Anexo I), ya que estos podrian causar contaminaciones
quimicas, servir de refugio a animales como roedores y otras plagas o incluso almacenar agua
contaminada. Asimismo, en la finca se daba la correcta aplicacion del abono organico antes
de la siembra (no durante la cosecha ni en los terrenos adyacentes), sin embargo, es necesario
mencionar que, para prevenir la contaminacion de los repollos por patdgenos, es requerido
un protocolo estandar de pasteurizacion y acondicionamiento del abono que elimine los

abundantes niveles de microorganismos patdégenos que pueden contener (Laborde, 2018).

En Costa Rica la principal causa de degradacion del suelo es la hidrica, por lo que es
necesario que los productores conozcan las caracteristicas agroecoldgicas de su finca e
identifiquen los riesgos que amenazan la produccion para evitar la degradacion del suelo
(MAG, 2008). En la finca estudiada, si bien se consideraba la topografia del terreno y el
patron de lluvias para identificar posibles contaminaciones, se detectd que existian zonas
ganaderas que a pesar de no estar aledafias (Anexo 1), si estaban en zonas cercanas visibles,
lo cual podria introducir contaminaciones con el viento o incluso por la escorrentia del
terreno, por lo que se debe tener esto en consideracion para buscar formas de prevenir la

contaminacion del repollo cultivado.

Los resultados obtenidos en esta parte de la investigacion demuestran la importancia
de la seleccion de practicas agricolas adecuadas para el terreno en el que se produce, de

manera que se evite la erosion del suelo y se logre un producto inocuo y de calidad.
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5.2 EVALUACION DE LA REDUCCION DEL RECUENTO TOTAL AEROBIO
ANTES Y DESPUES DE CADA UNA DE LAS ETAPAS DE DESINFECCION PARA
COMPROBAR SU EFECTIVIDAD.

Con base en los resultados del apartado 5.1 se selecciono un indicador microbioldgico
que permitiera observar una reduccion microbioldgica después de aplicar cada proceso de
desinfeccion. Es decir, un grupo de microorganismos que estuviera en una carga significativa

en el repollo salido del campo y pudiera ser reducido con el tratamiento de desinfeccion.

De esta forma, se selecciond el recuento total aerobio como indicador. Se partio del
supuesto de que habria una carga inicial de 4 - 5 log UFC/g y que se podria estudiar las
reducciones a partir de esta; a manera de confirmacion, antes de cada tratamiento, se realizo
el analisis microbiologico para conocer con exactitud la carga presente en el repollo y poder
determinar asi la reduccion posterior. Los resultados obtenidos se muestran en el cuadro IV.
Cuadro IV. Carga microbioldgica inicial y final del repollo en cada uno de los procesos de

desinfeccion realizados en la cadena de produccion y su respectiva reduccion
microbioldgica alcanzada.

Carga Carga Reduccion
microbiolégica microbiolégica microbiolégica
inicial final alcanzada
(log UFC/g)* (log UFC/g)* (log UFC/g)*
Desinfeccion 1
Cloro 60 ppm 57408 45409 1,2+£0,2
por 10 min
Desinfeccion 2
Perodxido de
hidrégeno 4,7+0,7 3,9+0,8 0,8+0,2
50 ppm
por 1-2 min
Desinfeccion 3
Cloro 60 ppm 41+02 32+0,1 0,9+0,2
por 5 min

*Los promedios se muestran con sus intervalos de confianza respectivos a un 95% de

confianza (n=3).
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Para esta seccion se define una desinfeccion exitosa como aquella que logre una
reduccion de 3 log UFC/g (Chang, 2015), sin embargo, ninguno de los procesos de
desinfeccion realizados a lo largo de la cadena de produccion del repollo logra alcanzar los
3 log UFC/g propuestos de reduccién microbiologica (Chang, 2015), ni los 2 log UFC/g de
reduccion planteados por la FDA en los tanques de lavado de producto fresco (FDA, 2018).

Existen muchos factores que pueden afectar la eficacia de una solucion desinfectante,
tales como la calidad del agua, el tipo de desinfectante, los métodos de tratamiento y los
agentes patogenos presentes (Gil et al., 2009). Algunos estudios concluyen que el lavado
postcosecha logra una reduccion insignificante en los niveles de patdgenos humanos, y
contrario a su propdsito, puede aumentar significativamente el potencial de contaminacidon
cruzada entre lotes (Warriner y Namvar, 2013). Y es que, a pesar de que a nivel de laboratorio
se puede alcanzar la eliminacion de patogenos al aplicar directamente el desinfectante sobre
estos, la bibliografia evidencia que en condiciones comerciales la reduccion real se limita a

1-2 log, independientemente del desinfectante o del tiempo de contacto aplicado (Barrera et

al., 2012).

En el caso de los vegetales de hoja verde como el repollo, las hojas con dafios
mecanicos o biodticos tienden a ser lugares ideales para la multiplicacion de microorganismos
por la disponibilidad de nutrientes, mientras que las hojas enteras son superficies propensas
a la formacion de biopeliculas protectoras (Rosberg et al., 2020). Esto quiere decir que el
proceso eficaz de desinfeccion de repollo es mas dificil de alcanzar en comparacion con otros

productos frescos.

Una vez que el repollo ha sido cosechado, se le remueven las hojas superficiales
dejando solamente la cabeza compacta. Luego, este es llevado a su primera desinfeccion en
la planta empacadora de la finca. Esta se realiza en tanques de lavado de 200 L, donde el
agua se cambia de manera regular y se le agregan 300 mL de cloro comercial al 4% como
desinfectante, para una concentracion de 60 ppm de cloro en el tanque. Los repollos son
depositados en el tanque hasta que este quede cubierto y permanecen en ¢l por un maximo

de 10 min de manera estatica.
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La primera etapa de cualquier proceso de desinfeccion o lavado de un producto fresco
tiene como objetivo eliminar la suciedad general del campo y los desechos. La carga
microbioldgica de este agua de lavado aumenta rapidamente, por lo que es necesaria una
gestion adecuada del agua mediante su filtracion y renovacion, respetando la relacion
producto/agua y la aplicacion del agente desinfectante para mantener la carga microbiana del

agua a un nivel bajo (Holvoet et al., 2012).

En este caso, si bien la dosificacion del desinfectante se realizaba cuidadosamente,
tanto el llenado del tanque como el cambio del agua se hacia segun el criterio del operario.
Estos son dos factores cruciales que podrian estar afectando la eficacia del tratamiento. En
primer lugar, el sobrecargar el producto en el tanque, reduce el tiempo de contacto del
antimicrobiano con el producto y aumenta la frecuencia de contacto directo producto -
producto. En segundo lugar, la acumulacion de materia orgédnica en el tanque de lavado,
producto del cambio no frecuente del agua, actia como una barrera fisica protectora de las
bacterias contra los desinfectantes y neutraliza la accion antimicrobiana (Murray et al., 2017).
Por lo tanto, existen factores externos al desinfectante que podrian estar interfiriendo en el

tratamiento.

El desempeno del cloro se ve afectado por su reacciéon con la materia organica
presente en el agua de lavado, ya que un 50% del consumo del desinfectante se produce
dentro de los primeros 5 min del tratamiento. Esto constituye un gran desafio a nivel
industrial, ya que lo deseado seria lograr reducir la demanda de cloro una vez que el producto
fresco se deposita en los sistemas de lavado, con el fin de que el efecto desinfectante se pueda

mantener (ShihChi et al., 2016).

Consecuentemente, el monitorear la concentracion de cloro en el agua y el tomar
acciones correctivas para que esta se mantenga en el valor deseado, es de vital importancia
cuando se trata de producto fresco. No obstante, se debe recordar que, a nivel de una
produccion mediana — pequeiia, el cambio frecuente del agua y las mediciones constantes del
cloro representan un gasto econdmico adicional, por lo que el enfoque investigativo se
deberia mantener en estabilizar la concentracion de cloro deseada en los tanques y buscar

alternativas que faciliten el proceso realizado por los agricultores en todos los ambitos.
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En términos de desinfeccion, existe la posibilidad de que los microorganismos estén

protegidos por procesos como la internalizacion o la formacion de biofilms (Daraba, 2021).

La internalizacion es el proceso mediante el cual un patdogeno puede pasar a las hojas
del vegetal por medio del sistema vascular o bien, por penetracion de los tejidos internos
usando las heridas o aberturas naturales de las hojas (Daraba, 2021). Generalmente ocurre
durante las etapas de enfriamiento y lavado, donde el agua puede ser un vehiculo para la
internalizacion del patogeno a través de sitios deformados, lesiones y estomas (Cai et al.,
2018). Considerando que el repollo es traido del campo en cajas plésticas por carreteras en
malas condiciones, la generacion de hundimientos y micro fisuras en algunos de los
productos es inevitable, generando vias de internalizacion como las mencionadas cuya
efectividad puede ser potenciada al momento en que el producto entra en contacto con el

agua de desinfeccion.

Incluso cuando el producto no presente lesiones, las barreras fisicas como la corteza
o la piel del vegetal no necesariamente previenen la infiltracion de los microorganismos, ya
que aquellos presentes en el agua de lavado son capaces de internalizarse bajo ciertas
condiciones. Por ejemplo, cuando el producto caliente, como lo es el repollo recién
cosechado, se sumerge en agua a menor temperatura como la que proviene de las tuberias de
una zona del pais particularmente fria, la diferencia de presion entre el producto y el agua
permite que los patogenos lleguen al interior del producto (Li et al., 2008). O bien, si la
temperatura de una solucion desinfectante es inferior a la de un producto fresco en un tanque
de lavado contaminado con patdogenos al momento de la desinfeccion, esto causaria la
internalizacion del microorganismo y de una proporcion del agua de lavado en las estructuras

interiores y tejidos del vegetal (Yoon y Lee, 2017).

Por otra parte, la formacion de biofilms es la primera parte de la colonizacion
bacteriana (Daraba, 2021). Los biofilms son comunidades de microorganismos en las que las
células estan unidas por una matriz extracelular de exopolisacaridos, proteinas y acidos
nucleicos (Elhariry, 2011). Una vez formado, este tiene la capacidad de proteger el resto de
las bacterias adheridas contra los factores de estrés ambientales (desecacion, radiacion UV,

etc.) y contra la respuesta inmune de la planta (Daraba, 2021).
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Por lo tanto, la eliminacion de las células adheridas requiere de una ruptura quimica
de las fuerzas de fijacion a través de la aplicacion de enzimas, detergentes, tensioactivos,
desinfectantes y/o calor, o bien, de la aplicacion de una fuerte fuerza de cizalla (lavado o
raspado) de la superficie, la cual no es contemplada en esta etapa de desinfeccion estudiada
(Elhariry, 2011). Sin embargo, aunque se recomendara aplicar algln tipo de fuerza sobre el
producto, la adherencia de las bacterias a productos frescos como el repollo se ve favorecida
por las irregularidades de la superficie (rugosidad, grietas, hoyos), lo que reduce la eficacia
de lavado y desinfeccion para eliminar las células adheridas (Giaouris y Simdes, 2018) y

representa un gasto de recursos.

Al finalizar esta primera etapa de desinfeccion, se podria suponer que la razon por la
cual no se logrd una reduccion de 3 log, es la alta interaccion del cloro con la materia orgénica
acumulada en los tanques, en conjunto con los mecanismos protectores de los
microorganismos en superficies rugosas como el repollo. Por lo tanto, es necesario que las
condiciones de la operacioén se controlen de manera mas efectiva, tomando en cuenta la
relacion agua — producto en el tanque, evitando la exposicion de los repollos al sol o a
cualquier circunstancia que pueda generar un diferencial de temperatura con el agua de
desinfeccion y realizando un cambio de agua constante, respetando la concentracion del cloro
y el tiempo de contacto con el producto. Cabe mencionar que, en el caso del cloro, su forma
mas activa como desinfectante se da cuando este se encuentra como acido hipocloroso, el
cual se forma dependientemente del pH del medio. Si se utilizaran disoluciones de hipoclorito
de sodio a un pH entre 6,5 y 7,0, considerando que el agua puede tener un pH basico entre
10-12, se podria maximizar la eficacia del proceso de desinfeccion (Schneider y Fatica,
2009). Por lo tanto, el acidificar el medio de desinfeccion podria ser una mejora al proceso

realizando las pruebas respectivas que garanticen la efectividad de la operacion.

Siguiendo en la cadena de producciodn, la segunda desinfeccion se realiza cuando el
repollo llega al Centro Agricola donde se procesa. Esta desinfeccion se lleva a cabo con 50
ppm de perdxido de hidrégeno, por 1- 2 min en tanques de lavado respetando una relacion
de 3 partes de producto y 2 de agua en cada desinfeccion. En este caso el Centro Agricola

lleva a cabo una verificacion del procedimiento cada cierto tiempo. Esta verificacion se
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realiza con bandas indicadoras de la concentracion de peroéxido, antes de introducir los
repollos, a la mitad del tiempo de contacto (1 min) y después de que los repollos han sido
retirados del tanque, demostrando que la cantidad de desinfectante adicionada se mantiene

en 50 ppm en los tanques de lavado.

Esta verificacion no toma en cuenta la pérdida de la concentracion del desinfectante
si se desinfectaran varias tandas de producto con esta misma agua. El Centro Agricola recibe
grandes cantidades de repollo de diferentes fincas, haciendo que la microbiota presente en el
producto antes de la desinfeccion sea variada. Ademas, existe la posibilidad de que algunos
lotes no fueran transportados en las mejores condiciones; por ejemplo, en la finca en estudio,
el productor transportaba los repollos en cajas plasticas sobre un camion de cajon abierto,
donde se exponian directamente al ambiente (sol, polvo, suciedades, etc.), ya que los
productores consideran que los tiempos de transporte son muy cortos para aumentar la
proteccion (Anexo I). De esta manera se introdujeron dos posibles causas de la baja
reduccion: la contaminacion cruzada y el agotamiento del desinfectante en el agua de lavado

por acumulacion de materia organica.

Al analizar la posible contaminacion cruzada en repollos, se debe considerar que, de
haber hojas contaminadas en un lote de produccion, estas pueden liberar células microbianas
en el agua de lavado. En presencia de un nivel insuficiente de agente desinfectante, los
microorganismos mads resistentes en el agua de lavado pueden permanecer viables y pueden
ser transferidos a hojas no contaminadas. Aunque el lote de produccion inicialmente solo
contenia una pequefia proporcion de hojas contaminadas, el uso de un nivel insuficiente de
agente antimicrobiano en el agua de lavado causard la contaminacion cruzada de otros lotes,
una mayor proporcidon de hojas portadoras de los microorganismos y un mayor riesgo de

transmision de enfermedades en caso de haber patdogenos presentes (Gombas et al., 2017).

El peroxido de hidrogeno es una alternativa amigable con el ambiente en comparacion
con el cloro, ya que no produce gases toxicos en el espacio de trabajo y se descompone como
agua y oxigeno. Sin embargo, algunos estudios enfocados en la inactivacion de bacterias y
esporas bacterianas mostraron que el perdxido por si solo es un desinfectante de accion lenta,
por lo que requiere de altas dosis y altos tiempos de contacto para lograr dicha inactivacion
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(Van Haute et al., 2015). Un tiempo de contacto de 1 — 2 min como el que utiliza el Centro,
por lo tanto, se podria considerar como insuficiente para que el peroxido de hidrogeno logre
una inactivacion superior, por lo que el recomendar aumentar este tiempo podria ser

beneficioso siempre y cuando se pruebe que no hay dafios a la calidad del producto.

Por otra parte, la concentracion sugerida por el fabricante del desinfectante al Centro,
es relativamente baja en comparacion con otros estudios que demuestran desinfecciones
efectivas del agua de lavado bajo condiciones mas favorables, como reducciones de 3 log o
mas al utilizar una concentracion de 5% de peroxido de hidrogeno con agitacion vigorosa a
una temperatura de 50-60 °C para manzanas y 70-80 °C para melon. Sin embargo, altas
concentraciones de este desinfectante pueden causar problemas de calidad sensorial y
nutricional, como el pardeamiento de los productos o la oxidacidon de antocianinas (Joshi et

al., 2013).

Olmez y Kretzschmar (2009), determinaron que la eficacia antimicrobiana del
perdxido de hidrogeno es comparable con la del tratamiento con cloro de 100 a 200 ppm a
temperatura ambiente, tal y como se obtuvieron los resultados en este estudio. Sin embargo,
estos autores mencionan mayores reducciones en los recuentos microbianos y la
conservacion de una mayor calidad general del producto cuando se aplica perdxido de
hidrégeno a temperaturas mas altas entre 50-60 °C (Olmez y Kretzschmar, 2009). Por lo
tanto, otra prueba a recomendar para obtener mayores reducciones microbiologicas en el
Centro Agricola y evitar la internalizacion de microorganismos por diferencial de
temperatura, podria aumentarse la temperatura del agua de desinfeccion, con el costo

asociado que esto conlleva.

La combinacion de la contaminacion cruzada, los mecanismos protectores de los
microorganismos (internalizacion y formacion de biofilms) y la lenta accion del desinfectante
que hace que la concentracion y el tiempo de contacto implementados no sean efectivos, asi
como el efecto de la acumulacion de la materia orgédnica antes observado, se podrian sefialar

como posibles factores que impidieron la reduccion de los 3 log en este caso.
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Por ultimo, la tercera desinfeccion se realiza cuando el repollo ha sido troceado y
rallado de forma manual por los operadores. Antes de empacarlo, este recibe una tltima
desinfeccion, al combinar una igual cantidad de mililitros de cloro comercial al 6% que de
litros de agua, para una concentracion final de 60 ppm de cloro, por un tiempo de 5 min

aproximadamente.

Si bien el Centro contaba con un sistema de BPM y sistemas de higiene, siguiendo
protocolos de limpieza y desinfeccion tanto para el personal, como para los equipos y
materiales en contacto directo con el alimento (Ver Anexo II), la posibilidad de una mala
manipulacion por parte de un operario o el contacto con cualquier superficie mal desinfectada
como las tablas de picar, los cuchillos o los guantes, representa una entrada de
microorganismos no deseados en el agua de lavado que afectan la eficacia de la desinfeccion

(Ilic, 2011) y hace necesaria una revision de los procedimientos establecidos.

A diferencia de las desinfecciones anteriores del repollo entero, los productos frescos
que atraviesan algun tipo de transformacién fisica como el rallado del repollo, sufren la
liberacion de agua y nutrientes que facilitan el crecimiento de los microorganismos presentes,
especialmente si el producto pasa mucho tiempo a temperatura ambiente (Sivapalasingam et
al., 2004). En el caso analizado, la zona de procesamiento de vegetales se encontraba a una
temperatura de 14 — 16 °C aproximadamente y el tiempo entre operaciones era optimo, de
manera que el producto no pasaba mucho tiempo en condiciones en las que pudieran

proliferar los microorganismos.

El efecto del desinfectante se ve disminuido por la liberacién de exudados y la
adherencia de las bacterias; la accidon de cortar el tejido vegetal libera agua y nutrientes que
pueden reducir significativamente la disponibilidad de cloro. Esto también puede conducir a
la reduccion de la eficacia del desinfectante en la eliminacion de la contaminacion cruzada.
Las bacterias se adhieren en mayor medida al corte que al vegetal entero sin cortar, al tener
una mayor superficie disponible, lo que resulta en diferencias significativas en la eficacia de

los tratamientos de lavado y desinfeccion (FAO y WHO, 2008).
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Al reconsiderar la posible entrada de microorganismos por el nivel de contacto
caracteristico del producto con los operarios y los utensilios durante esta etapa, la facil
interaccion del cloro con los componentes organicos e inorganicos (Komaki et al., 2018) y
el agotamiento de este cloro libre dentro de los tanques de lavado por la diseminacion de
contaminacion entre diferentes lotes (Murray et al., 2017), se establecen las posibles razones

de la baja efectividad de este tratamiento en los resultados observados.

En este caso, el no detectar la reduccion microbiologica esperada es de especial
cuidado al considerar que es el tltimo punto de control del producto antes de ser empacado
para su consumo directo. Como se mencion6 anteriormente, si bien el estudio del recuento
total aerobio no permite levantar una alerta de inocuidad por la naturaleza del mismo, si
resalta la importancia de mantener las buenas practicas de agricultura y de manufactura
ademas de los métodos de desinfeccion, para lograr una mejor calidad microbioldgica del

producto.

Nuevamente no se logra la eficacia esperada de parte del cloro al igual que en la
primera desinfeccion. La efectividad del cloro ha sido cuestionada por multiples casos en
donde se vincul6 producto fresco con un brote después de que estos habian sido sometidos a
este desinfectante, sin embargo, la relacion efectividad — costo y su amplio espectro de
aplicacion, hace que sea un tratamiento comun y preferido dentro de la industria (Galanakis,
2021). Seglin estos resultados se reitera la necesidad de buscar mecanismos para mantener la

concentracion del cloro libre dentro de los tanques.

Al considerar el efecto acumulativo de las tres desinfecciones se observa que existe
una reduccion de la carga inicial microbiologica, sin embargo, hasta no realizar una
evaluacion mas profunda, todos los tratamientos de desinfeccion que se aplican actualmente
al repollo estudiado, son necesarios para el proceso de garantizar la inocuidad del producto
al actuar como una de las barreras preventivas ante patogenos, asi como para contribuir con

la vida util y calidad microbiologica del repollo rallado.

En Costa Rica el Reglamento Técnico Centroamericano: Criterios Microbiologicos

para la Inocuidad de Alimentos (Poder Ejecutivo, 2018), no establece ningin pardmetro para
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el recuento total acrobio en vegetales como criterio de inocuidad; este solamente dicta que
las hortalizas procesadas deben tener una carga < 10 UFC/g de E. coli y ausencia de
Salmonella sp. y de L. monocytogenes. Pascual (1992), sugiere que el recuento de aerobios
mesofilos en frutas y verduras debe de ser de 2 a 5 log UFC/g como parametro aceptable, el
Poder Ejecutivo Federal (1995), establece que en ensaladas de vegetales crudos el RTA no
sobrepase los 5 log UFC/g, mientras que Degaga et al. (2022), clasifica los recuentos totales
aerobios de los alimentos en: bueno ( <4 log UFC/g), promedio (4.0 - 6.7 UFC/g), pobre (6.7
- 7.7 log UFC/g) y alimentos en mal estado ( > 7.7 log UFC/g). por lo que el recuento final
de 3 log UFC/g que se obtuvo después de la ultima desinfeccidon, no solo evidencid que el

repollo se consideraba aceptable, sino también de una buena calidad microbioldgica.

Seguidamente, la seccion evaluada de lavado y desinfeccion (Anexo II), muestra que
se cumplen todas las pautas a seguir correctamente, como lo es el control diario del cloro del
agua, la desinfeccién de los tanques de lavado, el establecimiento de condiciones de
desinfeccion y su respectivo registro, asi como las correctas condiciones de temperatura para

almacenar el producto.

Las multiples operaciones de procesamiento que requieren los productos frescos
como el repollo, funcionan como puertas de contaminacion cruzada, en donde una pequefia
parte contaminada de un lote puede ser responsable de la contaminacion de toda una
produccion. Por lo tanto, ademas de las desinfecciones del producto, el mantenimiento
periodico y la limpieza durante los turnos, la limpieza diaria, la desinfeccion de superficies
de equipos en contacto directo con el repollo como las cajas de almacenamiento y el equipo
de corte como los cuchillos y las tablas de picar, es esencial para reducir peligros microbianos

(Gil etal., 2015).

De la misma manera, la evaluacion mostré6 que en la seccion de higiene de los
trabajadores e instalaciones y el transporte del producto final se cumplia con todas las BPM
(Anexo II). No obstante, siempre se recomienda que todos los involucrados en la cadena de
producto fresco, reciban capacitacion para implementar y reforzar efectivamente el conjunto

de barreras preventivas ante patégenos ademas de los procesos de desinfeccion.
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La Organizaciéon Mundial de la Salud describe los programas prerrequisitos como
"practicas esenciales de inocuidad alimentaria que deben implementarse antes y durante la
instalacion del HACCP (Sistema de Analisis de Peligros y Control de Puntos Criticos)”. Los
programas prerrequisitos aplicados correctamente, incluidas las buenas practicas de higiene,
las BPA y las BPM, junto con la formacion y la trazabilidad, deben proporcionar las bases
para un sistema HACCP eficaz (Lee et al., 2021). En la evaluacion realizada al Centro
Agricola (Anexo II), se detectd6 un muy buen manejo de sus programas prerrequisitos, asi
como de su sistema HACCP. Dentro de sus programas, el programa de control de
proveedores sobresalid gracias a la naturaleza de este tipo de institucion gubernamental, la
cual se encarga de instruir y evaluar a los productores, procurando el desarrollo agricola de
la comunidad para desarrollar productos bajo estandares de calidad e inocuidad (P. Castillo,

comunicacion personal, noviembre del 2020).

Aun con estas medidas, es necesario que, a nivel de industria de producto fresco y
alimentaria en general, se incorporen normas nuevas y mejoradas en conjunto con
regulaciones, de manera que se logren alimentos inocuos, por medio de sistemas de inocuidad
alimentaria interrelacionados con la calidad, la eficiencia, la fiabilidad, la intercambiabilidad,

la economia y el respeto del medio ambiente (Lee et al., 2021).
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5.3 COMPARACION DE LA EFICACIA DE 3 DESINFECTANTES DISTINTOS
DURANTE 3 TIEMPOS DE CONTACTO, POR MEDIO DE LA REDUCCION DE E.
coli INOCULADO EN EL REPOLLO.

Por ultimo, se procedid a comparar el efecto de diferentes tratamientos desinfectantes
contra una bacteria indeseada especifica como lo es E. coli. Con este fin se seleccionaron el
peroxido de hidrogeno y el cloro por su aplicacion a nivel industrial en la seccion anterior, y
se decidio probar el cido peracético tras investigar tedéricamente su efectividad en producto
fresco. Estos se aplicaron a concentraciones de 50 ppm, 200 ppm y 80 ppm respectivamente

y se realiz6 una prueba solamente con agua potable como tratamiento control.

Los repollos enteros inoculados con E. coli, se sometieron a los tratamientos
desinfectantes en concentraciones permitidas por la FDA (FDA, 2022a; FDA, 2022b) para
observar la reduccion microbiologica lograda. La prueba de la AOAC mencionada en el
apartado 3.5.4, determina que la desinfeccion es eficaz si muestra una reducciéon de 5 log de
las poblaciones microbianas en suspension (EPA, 2019). Los productos quimicos de uso
doméstico como el peroxido de hidrogeno logran mas de 5 log de reduccion de E. coli
O157:H7, L. monocytogenes y S. Typhimurium cuando se realiza una prueba de suspension
(Yang et al., 2009). Sin embargo, como en condiciones reales las desinfecciones son de 1-2
log UFC/g solamente (Barrera et al., 2012), el alcanzar los 3 log UFC/g propuestos

inicialmente seria considerado una desinfeccion exitosa (Chang, 2015).

La supervivencia de patdogenos humanos en la superficie de las hojas depende de
varios factores como la tolerancia a la radiacion UV, la competencia con la microbiota natural
del producto y la disponibilidad de nutrientes y agua (Rosberg et al., 2020). En un
tratamiento, el microorganismo seleccionado para evaluar la desinfeccion determina la
reduccion lograda por el agente, asi como la estrategia de desinfeccion mas apropiada para

su inactivacion (Banach et al., 2020).

En este caso se selecciond E. coli ya que es resistente a los tratamientos desinfectantes
(Fallahzadeh et al., 2021), funciona como indicador de otros patdégenos como Salmonella

enteritidis (Dewaele et al., 2011) y su ausencia en producto fresco es un buen indicador de
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la inocuidad del producto y del ambiente en el cual fue cultivado y procesado (Yi et al.,
2021). Especificamente, la cepa E. coli ATCC 25922 utilizada es una cepa de control de
calidad secuenciada del genoma completo que no produce verotoxina y es considerada una
cepa de control para pruebas de susceptibilidad antimicrobiana y de calidad, tanto en el
campo farmacéutico como en la industria alimentaria (ATCC, 2008). El RTCA: Criterios
Microbiolédgicos para la Inocuidad de Alimentos (Poder Ejecutivo, 2018), dicta que tanto en
vegetales “frescos” como en los “pelados y cortados, empacados” debe de haber ausencia /
25 g de la cepa patdgena de este microorganismo E.coli O157:H7, mas no establece ningin

parametro adicional.

Las reduccion microbiologica de E. coli alcanzada por cada tratamiento desinfectante
sobre los repollos inoculados, se muestran en el cuadro V a continuacion.
Cuadro V. Reduccion microbioldgica alcanzada después de someter muestras de repollo

inoculadas con E. coli a tratamientos desinfectantes con cloro, acido peracético, peroxido
de hidrogeno y agua por 3 tiempos de contacto distintos.

Tratamientos desinfectantes . Rrom?dios de la reduccion
microbiologica alcanzada (log UFC/g)*

Acido peracético (80 ppm) 1 min 1,8+0,1 a
Cloro (200 ppm) 10 min 1,4 +£0,1 ab

Acido peracético (80 ppm) 5 min 1,27 £0,02 ab
Peroxido de hidrégeno (50 ppm) 1 min 1,2+0,1 ab

Acido peracético (80 ppm) 10 min 1,18 £ 0,03 ab
Cloro (200 ppm) 5 min 1,2+ 0,1 ab
Perdxido de hidrogeno (50 ppm) 5 min 1,0+ 0,1 b
Cloro (200 ppm) 15 min 0,9+0,1 bc

Peroxido de hidrogeno (50 ppm) 10 min 0,8 + 0,1 bed
Agua 5 min (tratamiento control) 0,4+0,1 cd
Agua 10 min (tratamiento control) 0,3+0,1 cd

Agua 1 min (tratamiento control) 0,26 +0,02d

*Los promedios se muestran con sus intervalos de confianza respectivos a un 95% de

confianza (n=3).
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Segun los resultados obtenidos se determind que, sin importar el tiempo de contacto
del producto con el agua, el nivel de reduccion microbioldgica va a ser el mismo, ya que los
tres tiempos a los que se evalud el tratamiento control, no presentaron diferencias
significativas entre si. Consecuentemente, un tratamiento con solamente agua potable podria

remover en promedio 0,32 log UFC/g de E. coli aproximadamente.

Los primeros siete tratamientos desinfectantes evaluados fueron significativamente
diferentes de la reduccién microbioldgica alcanzada por el agua y aunque ninguno de estos
pudo ser considerado como eficaz ya que no se lograron alcanzar los 3 log UFC/g esperados,
se podrian considerar los Optimos para probar su efectividad bajo condiciones comerciales y
sobre otros microorganismos especificos como L. monocytogenes o Salmonella sp. en un
estudio futuro. Dentro de estos estan el acido peracético en sus 3 tiempos de contacto (1 min,

5 min y 10 min), el cloro a los 5 y 10 min, y el peroxido de hidrégeno a 1 y 5 min.

De manera similar, en un estudio donde se evalud la reduccion de E. coli O157:H7
en repollo rallado con diferentes desinfectantes, al probar concentraciones de hasta 2% de
perdxido de hidrogeno, de 450 ppm de cloro y de 50 ppm de 4cido peracético por 1 min, se
obtuvo una reducciéon menor a 1 log UFC/g (Hyun-Hee et al., 2014), a pesar de que este

estudio utilizé el patdgeno y no el indicador.

El tiempo de contacto es un factor limitante del proceso de desinfeccion, ya que a
nivel industrial es necesario que sea lo mas reducido posible, es decir, de 30 segundos a unos
pocos minutos (Banach et al., 2015). Ademas, los tiempos de exposicion de la bacteria al
agente son de vital importancia para mantener la calidad del producto. Las frutas y vegetales
tienen diferentes caracteristicas fisioldgicas. Un tratamiento desinfectante de tiempo
excesivo puede conducir a la pérdida de atributos nutricionales y sensoriales como el color y

la textura de las hojas (Chang, 2015).

Los resultados permitieron observar que no se detectaron diferencias significativas
entre las reducciones alcanzadas en los tiempos de contacto probados para cada uno de los
tratamientos desinfectantes. La reduccion alcanzada en un tiempo de 15 min de inmersion en

cloro, no tuvo diferencias significativas en comparacion con un tiempo de 5 min. De la misma
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forma, reducciones en tiempos de 1 y 10 min de contacto con perdxido de hidréogeno, y
tiempos de 1 y 10 min de contacto con acido peracético, no mostraron diferencias
significativas entre si. Por lo tanto, el utilizar el 4cido peracético durante 1 min, el perdxido
de hidrogeno por 1 min y el cloro por 5 min serian los tratamientos mas eficientes en cuanto
a su rapidez. No obstante, al examinar los resultados de manera practica, es necesaria la
ampliacion del estudio para determinar las condiciones a nivel industrial en las que se puede
potenciar la accion de cada desinfectante sin afectar significativamente los requisitos a nivel

operativo.

A nivel de costos se tiene que el cloro es el desinfectante mas barato de los 3, sin
embargo, es el que requiere un mayor tiempo de accion para obtener los mismos resultados
que los otros. El peroxido de hidrogeno por su parte es mas costoso que el cloro, pero mas
economico que el acido peracético, por lo que a nivel de costo — eficiencia (por el tiempo de
contacto de 1 min) seria el desinfectante mas adecuado. No obstante, es aqui donde se debe
hacer énfasis a los productores en que la eficacia del desinfectante no solo se mide mediante
la reduccion microbioldgica, también se debe considerar la seguridad quimica y
microbioldgica del producto que se utiliza, el efecto sobre el valor nutricional y sensorial del
producto a desinfectar, la relacién costo — eficacia del tratamiento y la inversion inicial
necesaria para su aplicacion (Banach et al., 2015). Por lo tanto, cada productor debe de

realizar un analisis detallado antes de implementar o cambiar su proceso de desinfeccion.

Aun cuando en este estudio no se logra obtener un resultado concluyente, al comparar
los resultados del cloro y el perdxido de hidrégeno en previas investigaciones, se ha
demostrado que la inactivacion de E. coli requiere una exposicion mucho mayor
(concentracion y tiempo de contacto) al peroxido de hidrogeno que al cloro libre (Van Haute
etal., 2015). Debido a la fuerte interaccion del peroxido de hidrégeno con la materia organica
en el agua de lavado, se da un rapido consumo y una cinética lenta de desinfeccion, por lo
que se requiere un alto residuo y una alta demanda de desinfectante para lograr una
desinfeccion exitosa (Banach et al., 2015). Sin embargo, se debe considerar que, si se decide

optar por el uso del cloro, al exceder concentraciones de 200 ppm se estaria incumpliendo la
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dosis méaxima establecida por la FDA (FDA, 2022b) y es posible que aparezcan manchas
amarillas sobre el repollo (Hyun-Hee et al., 2014).

El 4cido peracético es un oxidante soluble en agua con gran potencial como agente
antimicrobiano en el agua de lavado (Van Haute et al., 2015; Vandekinderen et al., 2009).
Ha ganado interés como una alternativa a los desinfectantes a base de cloro porque no genera
subproductos dafiinos y termina descomponiéndose en 4cido acético, agua y oxigeno (Joshi
et al., 2013). Ademas, se ha reportado que este no se ve afectado por la presencia de otros
compuestos organicos en el agua (Joshi et al., 2013; Banach et al., 2020), ya que su nivel de
reactividad es menor en comparacion con el cloro y el peroxido de hidrogeno (Banach et al.,
2015). Los peracidos se mantienen estables bajo condiciones de alta carga organica, mientras
que el hipoclorito es mas susceptible a degradacion bajo esas condiciones (Gombas et al.,
2017), razon por la cual pudo haber obtenido una reduccion microbiologica ligeramente mas
alta en comparacion con los otros desinfectantes. Incluso a una concentracion menor de 50
ppm, se ha visto que el acido peracético es insensible a la presencia de sustancias organicas

y es capaz de mantener la eficacia antimicrobiana (Davidson et al., 2017).

No obstante, Joshi et al., (2013) al realizar una recopilacion de resultados de las
desinfecciones realizadas con acido peracético a la concentraciéon maxima permitida por la
FDA de 80 ppm, informa que las reducciones de bacterias aerobias, coliformes, levaduras y
mohos en producto fresco como el repollo, son menores a 1,5 log UFC/g. Por lo tanto, si se
desea aumentar esta reduccion es necesario enfocar la metodologia de las investigaciones en
lograr un mejor contacto entre el agente desinfectante y los sitios de uniéon microbiana en las

superficies de los productos.

Ademas, para ampliar la efectividad de los desinfectantes es necesario estudiar sobre
el efecto del uso combinado de los agentes, ya que muchos tratamientos individuales por si

solos no son adecuados para garantizar la inocuidad de los alimentos (Joshi et al., 2013).

Es por esto que, las estrategias de desinfeccion como tales, deben centrarse en la
prevencion de la contaminacion cruzada en los tanques de lavado, en lugar de garantizar la

inocuidad de los productos como resultado de la descontaminacion. Gil et al. (2015), plantea
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que las medidas preventivas y las estrategias de control tanto a nivel precosecha como
postcosecha pueden enfocarse en tres puntos: (1) las intervenciones a nivel de gestion, en
donde se dé la creacion de una cultura operativa de inocuidad alimentaria comprometida con
la aplicacion de las estrategias de control preventivo, como lo son las BPA, las BPM y las
buenas practicas de higiene y los procedimientos operativos de limpieza y desinfeccion; (2)
las intervenciones a nivel de infraestructura, mediante la adquisicion y el control de equipos,
herramientas y utensilios necesarios para el adecuado de procesamiento y desinfeccion y (3)
las intervenciones a nivel de la desinfeccion como tal, mediante la regulacion de los quimicos

y procesos fisicos necesarios para que esta sea eficiente.

Ademas, a nivel de desinfeccion el mantener la calidad del agua durante todo el
procesamiento es la principal herramienta para evitar la posible contaminacion entre
productos limpios y contaminados, ya que una vez que el producto se contamina, es poco
probable que la descontaminacion del producto final logre remover los microorganismos
adheridos a este (Banach et al., 2015). Esto se debe a los mecanismos protectores de
microorganismos antes mencionados, como la internalizaciéon en plantas en donde las
bacterias tienen la capacidad de penetrar los tejidos internos y residir en espacios
extracelulares, asi como a la formacion de biofilms (Godfrey et al., 2010). Esta capacidad
representa una amenaza para la inocuidad de los alimentos en la produccién de cultivos, ya
que las bacterias internalizadas son dificiles de eliminar con las practicas de saneamiento

estandares (Wright et al., 2017).
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6. CONCLUSIONES

Al comparar la calidad del repollo recién cosechado en tres zonas de distinta altitud
de la finca estudiada, se concluye que no existen diferencias significativas para el recuento
total aerobio, el recuento de mohos y levaduras y el recuento de E. coli y coliformes totales.
Ademads, no se detecta la presencia de L. monocytogenes en ninguno de los repollos
provenientes de las tres zonas. Esto se atribuye a la buena implementacion de las practicas
agricolas y a la aplicacion de précticas agroconservacionistas en la finca en estudio; estas
evitan la erosion excesiva del suelo y la formacion de acumulaciones de agua y materia
organica en la zona baja del terreno que podrian haber cambiado los resultados obtenidos.
Sin embargo, la deteccion de L. ivanovii en los repollos de la zona alta y media sugiere la

existencia de condiciones ideales para la proliferacion de L. monocytogenes.

Seguidamente, al evaluar la reduccion del recuento total aerobio como indicador
microbiologico en el repollo, antes y después de cada una de las etapas de desinfeccion, se
tiene que ninguno de los tratamientos logra una reducciéon microbiologica superior a 1 log
UFC/g. Por lo tanto, el sugerir que se omita alguno de los procesos de desinfeccion seria
injustificado, considerando que ninguno de los tratamientos logra un parametro de reduccion
microbioldgica de 3 log UFC/g. No obstante, se hace hincapié en la necesidad de ampliar el

estudio, probando la accidn de los desinfectantes contra otros microorganismos no deseados.

Finalmente, al comparar la eficacia del perdxido de hidrogeno a 50 ppm y el acido
peracético a 80 ppm durante 1 min, 5 miny 10 min, y del cloro a 200 ppm durante 5, 10 y 15
min por medio de la reduccion de E. coli ATCC 25922 inoculada en repollos, no se detectan
diferencias significativas en las reducciones alcanzadas entre los diferentes tiempos de
contacto de cada uno de los desinfectantes. Ademas, ninguno de los desinfectantes logra una
reduccion significativamente mayor que los otros. El peroxido de hidrogeno a nivel de costo
— eficiencia (por ser el segundo mas costoso, pero tener un tiempo de contacto de 1 min) seria
el desinfectante con resultados mas favorables a nivel de este estudio. Sin embargo,
nuevamente se hace necesaria la ampliacion del estudio hacia el efecto de los tratamientos

sobre otros patogenos y la valoracién multifactorial de parte de los productores a la hora de
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disenar su sistema de desinfeccion: accidén antimicrobiana, proceso de aplicacion, precio,

requerimientos y consecuencias sobre la calidad y valor nutricional del producto.
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7. RECOMENDACIONES

- El repollo, como producto inocuo y de calidad listo para consumir, debe de ser
cultivado y cosechado bajo buenas practicas de agricultura y con practicas
agroconservacionistas que garanticen que aun con factores como la inclinaciéon del
terreno y la erosion natural (como los presentes en la finca de estudio), no se generen
fuentes de contaminacion cruzada como acumulaciones de agua, desplazamiento de
materia organica concentrada y proliferacion de microorganismos no deseados.

- Es necesario restringir el ingreso de animales o personas a las zonas de cultivo y
mantener un correcto sistema de prevencion de plagas para prevenir la presencia de
E. coli en los cultivos, tal como se observo en la finca.

- Para evitar la proliferacion especificamente de L. monocytogenes, como parte de las
buenas practicas de agricultura se debe revisar cualquier posible fuente que pueda
generar contaminacion cruzada a la zona de cultivo, como el uso de herramientas no
desinfectadas (especialmente si fueron usadas en otros ambientes), la compra de
semillas no descontaminadas o la aplicacion de abono organico no tratado.

- Lamejor manera de garantizar la inocuidad del producto a nivel industrial es prevenir
la entrada de patdgenos antes que buscar como eliminarlos. A nivel de procesamiento,
las reducciones del recuento total aerobio obtenidas con los tratamientos
desinfectantes estudiados, demostraron que la efectividad real de los procesos de
control de microorganismos aplicados en la industria es méas baja que la supuesta.

- Monitorear periddicamente la concentracion del desinfectante en el agua es una
medida de control necesaria para garantizar la eficacia de la desinfeccion. Esto se
puede lograr mediante la adquisicidon de equipos o materiales indicadores que
permitan garantizar que en las etapas de desinfeccion se mantiene el agente en la
concentracion ideal desde el inicio hasta el final del proceso y si es necesario adoptar
alguna medida para que esto se dé o se mantenga.

- Acidificar el medio y mantener un control del pH durante las desinfecciones con cloro
permitird que este se encuentre en su forma mas efectiva contra microorganismos,

conocida como acido hipocloroso, la cual se maximiza en rangos de pH entre 6,5 y
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7,0. Entre mayor sea la concentracion de acido hipocloroso mas eficaz serd la
desinfeccion.

Ampliar el estudio para demostrar si los tratamientos desinfectantes en la industria
son capaces de lograr una reduccion microbiologica mas significativa sobre un grupo
especifico de microorganismos como los coliformes, los mohos o las levaduras. Esto
permitira conocer mas sobre el espectro desinfectante del tratamiento, sus fortalezas
y debilidades y asi facilitar la toma de decisiones para los encargados de produccion.
Ampliar el estudio de la efectividad de los desinfectantes al comprobar su accion
contra microorganismos patogenos como E. coli O157:H7 y Salmonella enterica a
diferentes concentraciones y en diferentes tiempos, como una forma de estudiar el
nivel de inactivacion logrado por los tratamientos, ante una amenaza a la inocuidad
del producto fresco.

Analizar el efecto de diferentes rangos de pH y temperatura sobre los procesos de
desinfeccion, considerando los efectos mas favorecedores que se han evidenciado en
otros estudios al usar rangos de pH mas bajos como en el caso del cloro o de altas
temperaturas como en el caso del peroxido de hidrogeno.

Analizar el efecto de mayores tiempos de contacto sobre los procesos de desinfeccion

industrial considerando la degradacion de los agentes microbianos en el tiempo.
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9. ANEXOS

9.1 ANEXO L.

Cuadro VI. Instrumento de evaluacion de las buenas practicas agricolas en la finca
proveedora de repollo visitada, basado en los manuales de “Buenas Practicas
Agropecuarias” (MAG, 2008), “USDA Good Agricultural Practices Good Handling
Practices: Auditory Verification Checklist” (USDA, 2019) y “Standards for the Growing,
Harvesting, Packing, and Holding of Produce for Human Consumption” (FDA, 2015).

Cumple con el
Aspecto por evaluar aspecto Anotaciones
Si | No | N/A
Agua
Utiliza agua de riego de calidad microbiologica .
g , g g X No usan agua de riego
y quimica comprobada
Las fuentes de agua estan protegidas contra X
potenciales riesgos de contaminacion
Existen barreras para evitar la entrada de agua X
contaminada a las areas de cultivo
Suelo
Se maneja el historial de uso del suelo X
Se toma en consideracion la topografia del Se toma en cuenta que la inclinacion del terreno ante las
terreno y el patron de lluvias para identificar X fuertes lluvias puede afectar los cultivos y se debe tener una
posibles contaminaciones mayor vigilancia de deteccion de plagas
Se aplican medidas para evitar la erosion del .
. . . El producto que no se cosecha y pasa su tiempo de
suelo (siembra directa, minima labranza, uso X . .
aceptabilidad, se tritura y se devuelve al suelo
de coberturas...)
Las areas de cultivo se encuentran alejadas de Aunque no estaban precisamente al lado, las fincas
sitios que puedan ser un riesgo de X ganaderas eran visibles desde la finca, por lo que puede
contaminacion (fincas ganaderas, botaderos...) haber contaminacion por el viento y la escorrentia.
, . L. . No se observaron durante la visita, mas no se descarta la
Las areas de cultivo estan libres de la presencia e . .
. X posibilidad de transito de estos por la zona donde se ubica la
de animales .
finca y sobretodo en horario nocturno.
Se cuenta con un correcto sistema de drenaje
del agua para evitar estancamiento y cimulos X La topografia del lugar favorece el movimiento del agua
de desechos organicos
Agroquimicos y fertilizantes organicos
Se utilizan agroquimicos autorizados por los
organismos nacionales e internacionales, segiin | X
las recomendaciones
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Existe un plan de muestreo para el control de
residuos de quimicos indeseables en los
cultivos

Una de las empresas cliente hace analisis

Los agroquimicos se rotulan y almacenan en
un lugar cerrado lejos del area de cultivo

Los agroquimicos no se almacenan en el lugar, sin embargo,
los recipientes vacios si se encontraban en el terreno

Como fertilizante organico se utilizan desechos
organicos debidamente procesados y
convertidos en abono

El tratamiento de los desechos organicos y la
elaboracion de abono, asi como su lugar de
almacenamiento, se lleva a cabo en areas
alejadas de los campos de produccion

No realizan tratamiento de los desechos organicos

Se aplica el abono organico antes de la siembra
(no durante la cosecha ni en terrenos
adyacentes)

Control de plagas

Existe un programa preventivo de control de
plagas

Se toman acciones correctivas al momento de detectar una
plaga

Se inspecciona periddicamente el area de
cultivo para identificar brotes y aplicar
medidas de control

El producto es vigilado durante el periodo de crecimiento
para detectar enfermedades o brotes.

Higiene gen

eral

Hay servicios sanitarios y lavatorios

La finca esta alejada de las facilidades, mas los encargados

: . . X les indican que no pueden realizar sus necesidades en los
disponibles para los trabajadores .
cultivos
Se entrena a los trabajadores sobre medidas
basicas de higiene (buena higiene, lavado de X Se les da una charla de aspectos basicos antes de entrar

manos y uso del servicio sanitario)

Cosecha y transporte

Se cosecha solamente producto sano en
optimas condiciones

El producto no apto es devuelto al suelo

Todo el equipo utilizado en la cosecha
(cuchillos, machetes, palas...) es desinfectado
y/o limpiado regularmente

Se limpia regularmente

Todo el equipo en contacto con el producto se
encuentra en buen estado

Los trabajadores en contacto con el producto
estan saludables y cumplen normas de higiene

Todos los contenedores de producto son
desinfectados y/o limpiados regularmente.

Limpiados regularmente

El transporte del producto se realiza en
condiciones de acomodamiento, limpieza,
temperatura y humedad adecuada, protegidos
de condiciones ambientales

El producto se transporta distancias cortas por lo que no lo

consideran necesario. Se usan cajas plasticas transportadas

en camiones de cajon de madera que en ocasiones quedan
expuestas al sol y ambiente.
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9.2 ANEXO II.

Cuadro VII. Instrumento de evaluacion de las buenas practicas agricolas postcosecha y
buenas practicas de manufactura en la planta empacadora de la finca proveedora de repollo
y la planta del Centro Agricola visitadas, basado en los principios de “Buenas Practicas
Agropecuarias” (MAG, 2008), “USDA Good Agricultural Practices Good Handling
Practices: Audit Verification Checklist” (USDA, 2019) y “Standards for the Growing,
Harvesting, Packing, and Holding of Produce for Human Consumption” (FDA, 2015), asi
como el reglamento de “Buenas Practicas de Manufactura: Principios Generales” (Poder

Ejecutivo, 2006).

Cumple con el

Aspecto por evaluar aspecto Anotaciones
Si | No | N/A
Recepcion de producto
El producto es almacenado y manipulado en condiciones
adecuadas para evitar la introduccién de contaminaciones
(temperatura, humedad y luminosidad adecuadas, en tarimas X
separadas como minimo a 15 cm de las paredes y al menos 10 cm
del suelo)
Se realiza la clasificacion y seleccion de los repollos segun X El producto no es aceptado si no esta en
determinados motivos de descarte de materia prima condiciones Optimas
Lavado y Desinfeccion
El agua utilizada en los procesos posteriores a la cosecha es X Todos los dias se realiza un monitoreo del
potable y con niveles de cloro controlados cloro del agua
La temperatura del agua de lavado es monitoreada y mantenida en x La temperatura no se monitorea
condiciones apropiadas para el cultivo normalmente
Los tanques y equipos de lavado son limpiados y/o desinfectados X
regularmente.
En ninguna de las desinfecciones se
controla el pH del tratamiento.
Los tratamientos desinfectantes del producto estan establecidos En el caso del primer proceso de
(pH, concentracion del agente, tiempo de contacto y tiempo de X desinfeccion no se controla el tiempo de
permanencia del agua de lavado) y se monitorean permanencia del agua de lavado.
No hay un monitoreo constante en ninguna
de las desinfecciones
Se lleva un correcto registro y documentacion de los procesos de X
desinfeccion realizados
El almacenamiento del producto antes y después de los procesos
de desinfeccion es apropiado (temperatura, humedad y X
luminosidad adecuadas, en tarimas separadas como minimo a 15
cm de las paredes y al menos 10 cm del suelo)
Trabajadores e Instalaciones
Existe reglamentacion y se aplica, sobre la correcta vestimenta y X
normas de higiene
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Los trabajadores deben reportar cualquier
Se realiza un control periddico del estado de salud del personal X enfermedad y no se les permite entrar a
planta en caso de contagio.
Las instalaciones sanitarias y de lavado de manos estan limpias y
en buen estado, con capacidad suficiente para los trabajadores por | X
turno
Existen instalaciones de almacenamiento separadas para: materia .
rima, producto terminado, productos de limpieza y sustancias X Tanto zonas como producto estdn rotuladas
prima, p » P pieza y y debidamente identificadas
peligrosas
El estado de piso, paredes y techo es apropiado para evitar %
acumulacion de suciedad y posibles contaminaciones
El interior de la planta es limpio y ordenado: se cuenta con
espacio suficiente para cumplir satisfactoriamente con todas las X
operaciones de produccion, la colocacion del equipo y las
operaciones de limpieza.
Hay un correcto manejo de los desechos y un buen drenaje del X
agua dentro de las instalaciones (pisos libres de agua acumulada)
Se siguen protocolos de limpieza y desinfeccion de los equipos en %
contacto directo con el alimento
Se siguen protocolos de limpieza y desinfeccion general de la X
planta, asi como el apropiado control de plagas
Transporte
Antes de cargar el producto, el contenedor es limpiado y
desinfectado, se encuentra en buen estado y esta libre de olores y X
suciedad visible
Se realiza un control de las condiciones de transporte de materia X
prima (acomodamiento, luz, humedad y temperatura)
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