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Resumen

La presente investigacion tuvo como objetivo determinar la calidad microbioldgica de la
pulpa cruda y pasteurizada de mango, procesada industrialmente, como proyecto piloto en
Costa Rica. El consumo de frutas tropicales se ha incrementado en los tltimos 20 afios al
mismo tiempo que los brotes por enfermedades transmitidas por alimentos asociados a F.
coli O157:H7, Salmonella, Cyclospora sp, Cryptosporidium sp, virus de la hepatitis A y de
Norwalk en frutas frescas, jugos, cremogenados, pulpa, etc. Se analizé pulpa cruda y
pasteurizada de mango, a la cual se le realizaron recuentos y se obtuvo un recuento aerobio
mesdfilo para pulpa cruda entre 10% y 10° UFC/g, el recuento de mohos y levaduras entre 0
y 10> UFC/g vy el recuento de bacterias aciduricas entre 0 y 10* UFC/g. En el caso de la
pulpa pasteurizada el recuento total aerobio estuvo entre 0 y 10° UFC/g, el de mohos y
levaduras entre 0 y 10* UFC/g y el de bacterias aciduricas entre 0 y 10* UFC/g. Ademas, el
recuento de esporulados aerobios estuvo entre 0 y 10 UFC/g. A 23 muestras se les realizo
el conteo de coliformes totales, fecales y de £. coli y todas resultaron negativas. Ademas se
analizd la presencia de Salmonella por PCR tiempo real y por cultivo tradicional
encontrandose todas las muestras negativas para este patdgeno. La deteccion de Salmonella
por la técnica de PCR Bax ® System constituye un método facil, rapido, sensible y
especifico para el analisis de pulpa de mango. El conocimiento de la microbiologia del
mango es de suma importancia ya que a partir de esta se pueden disefiar tratamientos que
permiten mejorar y alargar la vida anaquel del producto, de interés a nivel econdmico e

industrial para el pais.

Palabras clave: pulpa de mango, microbiologia, Salmonella.



Introduccion

Las frutas tropicales han alcanzado gran valor econémico en la industria alimentaria
actual, mostrando un gran futuro comercial, ya que son la base a partir de la cual se elabora
una amplia gama de productos (Salamanca ef al., 2008a). Los estudios dirigidos al
aprovechamiento comercial de las frutas, el conocimiento de la composicion quimica y sus
componentes volatiles, son factores que contribuyen a las decisiones en el desarrollo de
nuevos productos alimenticios (Salamanca er al., 2008b). De igual manera, el perfil
microbiologico es de mucha importancia en cuanto a inocuidad y vida util de estos
productos. Entre las diferentes frutas de importancia comercial producidas en nuestro pais
se encuentran la pifia, papaya, banano, naranja, melon, sandia y mango.

A continuacion se exponen algunos aspectos relevantes sobre frutas tropicales que
forman parte de la dieta del costarricense y que son la base de la economia de nuestro pais.

La pifia se cultiva principalmente en regiones tropicales y subtropicales (D1 Cagno
et al., 2010). Los paises con mayor produccion son Hawai, México, Costa Rica, Brasil,
Kenia, Filipinas, entre otros (Dominguez, 2004). Como fruta tropical, su cultivo es solo
superado por el banano y los citricos. En Costa Rica es un cultivo que ha tenido mucho
auge en los ltimos afios y ha llegado a ser una importante fuente de divisas como fruta de
exportacion a Estados Unidos y Europa (Referencia electronica 9). Para el afio 2007 ocupo
el segundo lugar como uno de los principales productos de exportacion del sector agricola
(Referencia electronica 1).

La papaya es una de las frutas tropicales mas conocidas y consumidas a nivel
mundial. En las empresas procesadoras de jugos y néctares, se utiliza la pulpa verde como
materia prima para la elaboracion de estos productos (Garcia et al., 2004). En las
exportaciones de productos frescos de Costa Rica, para el 2007 representé un 0.2% de
éstas. (Referencia electronica 1)

Por otra parte la actividad bananera representa para la economia nacional la segunda
fuente de divisas, superada unicamente por el café (Referencia electronica 2). El banano

ocup6 el primer lugar tanto dentro de los principales productos de exportacion del sector
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agricola (35.4%) como en productos frescos exportados (48.5%) para el afio 2007
(Referencia electronica 1).

Con respecto a los citricos, la FAO publicé que la produccion y el consumo mundial
de naranjas han aumentado considerablemente desde mediados del decenio de 1980. Los
mayores productores de naranja en el mundo son Brasil con 18 millones de tm, Estados
Unidos con 11,7 millones de tm y México a mayor distancia con casi 4 millones de tm.
(Referencia electronica 5). Costa Rica produce y exporta concentrados de jugo de naranja,
la mayor parte de los cuales provienen de la zona de Guanacaste y San Carlos.

El melon es un importante producto de exportacion de Costa Rica. En el afio 2007
genero ingresos por 82 millones de dolares. Dentro de los principales productos frescos de
Costa Rica, el melon representa el 6% de estas exportaciones en el 2007. Y ocupa el cuarto
lugar dentro de los productos de exportacion del sector agricola costarricense en el mismo
afio (Referencia electronica 1).

En general, todas las frutas mencionadas anteriormente se encuentran contaminadas
tanto por fuentes externas como internas y es por esto que cada alimento dependiendo de su
composicion fisico-quimica permite el desarrollo de un tipo especifico de microorganismos
(Garcia et al., 2004). El crecimiento de microorganismos patégenos en las frutas ha sido
evaluado en diversos estudios que ponen de manifiesto el riesgo potencial de causar brotes
en la poblacion. Se destacan como causantes de enfermedades de origen alimentario
Salmonella enteritidis, Listeria monocytogenes, Staplylococcus aureus y Escherichia coli.

La intoxicacidn por S. aureus se debe a la ingestion de exotoxinas, que provocan
nauseas, vomito, dolores abdominales y diarrea. En el caso de E£. coli O157H7, Listeria
monocytogenes 'y Salmonella sp. causan infeccion provocando desordenes
gastrointestinales. A continuaciéon se revisan algunos reportes realizados en diferentes
frutas de interés comercial.

Se ha estudiado el crecimiento de microorganismos patégenos como Salmonella
enteritidis y Listeria monocytogenes en pulpa de melon, sandia y papaya y se confirmé que
estas frutas de baja acidez son un buen sustrato para la sobrevivencia y crecimiento de

ambas bacterias, y que las temperaturas bajas retrasan pero no detienen el crecimiento de



las mismas (Penteado & Leitao, 2004a y b).

Frutos minimamente procesados como melon cantaloupe y el mango Keitt
proporcionan condiciones tales como pH y fuente de carbono que favorecen la
sobrevivencia de Escherichia coli y Staphylococcus aureus. (Castro et al, 2004).

Por ofro lado la carga microbiana por organismos no patdgenos, causantes de
deterioro, se ha evaluado y se ha encontrado que en el caso de la papaya, la pulpa de la
variedad Cartagena presento el valor mas alto de recuentos de mohos y levaduras, mientras
que la de Maradol presenté un mayor niimero de coliformes totales y aerobios mesdfilos
(Garcia et al., 2004).

El meldn se puede considerar como una fruta de alta humedad (aw: 0.985) y baja
acidez (pH: 6.55), condiciones que aunadas a su aporte nutricional la caracterizan como un
buen sustrato para el crecimiento microbiano (Millan ez al., 2001). Al mismo tiempo, es
bien conocido el hecho de que frecuentemente hay brotes de Salmonella en meldn, a tal
punto que su produccion ha sido inclusive eliminada por compaiiias americanas en el area
centroameérica, como en el caso de un brote por Salmonella en melén proveniente de
honduras en el afio 2008.

En los ultimos afios el mercado para mango esta creciendo (Referencia electronica
8) y constituye un producto de gran relevancia a nivel nacional. Para el 2007 el mango
ocupd un 0.3% de las exportaciones de productos frescos costarricenses (Referencia
electronica 1). El cultivo de mango se ha convertido en una fuente de empleo en las zonas
rurales de Alajuela, Guanacaste y San José (Referencia electronica 2). Se han realizado
estudios sobre agentes microbiologicos asociados a cremogenados de mango encontrandose
recuentos aerobios mesofilos de 580 UFC/g, 40 UFC/g para los mohos y 520 UFC/g para
levaduras y un valor promedio de pH de 3.98 + 0.12 (Salamanca & Abril , 2008).



Justificacion

De acuerdo con lo anteriormente expuesto, es evidente la importancia econdmica de
las frutas tropicales para la economia de los paises del area. El mango particularmente se
exporta desde hace pocos afios y ha cobrado cada vez mas relevancia. Por lo tanto, es
importante la aplicacion de los conocimientos microbioldgicos para garantizar la inocuidad
y la calidad del producto y su procesamiento. El efecto de los microorganismos en
productos derivados de frutas es una causa importante de deterioro y genera pérdidas
econdmicas para las empresas exportadoras. La enumeracion y caracterizacion de los
microorganismos presentes, tanto en la fruta fresca como en los productos derivados,
permitirdn definir claramente las causas microbioldgicas del deterioro, lo cual sera de gran
ayuda para establecer las medidas necesarias para evitarlo o retardarlo, generando un
producto de mejor calidad y una vida 1til mayor (Pouch & Ito, 2001).

El objetivo de este proyecto es determinar la calidad microbiologica de la pulpa
cruda y pasteurizada de mango procesada industrialmente. Esta informacion sera utilizada
para obtener el disefio de procesos y estudios similares en el futuro.

Actualmente hay pocos estudios dedicados a este tema y estos se centran sobre todo
en el drea de inocuidad y no en la calidad de los productos, por lo que la presente
investigacion puede aportar informacién valiosa en este tema de gran importancia

economica.



Objetivo General

Determinar la microbiologia de la pulpa cruda de mango y la pulpa pasteurizada de mango,

procesada industrialmente en Costa Rica como proyecto piloto.

Objetivos especificos

e Realizar ensayos microbioldgicos en pulpa de mango, recuento total acrobio mesofilo,
recuento de esporulados aerobios, recuento de mohos y levaduras, y recuento de

bacterias aciduricas.

¢ Determinar la presencia de Salmonella por la técnica de reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR) Bax ® System en las muestras de pulpa cruda y pasteurizada de

mango procesada.



Capitulo 1

Generalidades de las frutas tropicales

Las frutas tropicales como el mango, papaya, fresa, banano, melon, sandia y pifia
forman parte importante del mercado debido a su alta preferencia por parte del consumidor
y su disponibilidad. Ademas de su atractivo color y olor, las frutas tropicales poseen
cantidades importantes de compuestos bioactivos con capacidad antioxidante, tales como
las vitaminas C y E, carotenoides y polifenoles, especialmente flavonoides. Estudios
epidemiologicos han demostrado que el consumo de frutas tiene un efecto benéfico en la
salud y contribuye a la prevencion de procesos degenerativos, particularmente
aterosclerosis y cancer (Robles er al., 2007). Se pueden consumir como fruta fresca o
industrializada en jugos, néctares, vinos, vinagres, mermeladas, pastas, siropes, confites,
trozos en almibar y otros (Gonzalez, 1997). El procesamiento minimo de los frutos puede
afectar el contenido, composicién, actividad y biodisponibilidad de los antioxidantes
presentes en ellas (Robles et a/., 2007). Un incremento en las ventas de frutas frescas en
EU en aprox 3,3 billones de dolares en 1994 a 15 billones de ddlares en el 2005 demuestran
la popularidad de estos productos (Strawn & Danyluk, 2010).

La carga inicial de microorganismos estd determinada por diversos factores, dentro
de los cuales se pueden mencionar, la calidad microbioldgica del agua utilizada para riego,
la presencia de animales en las zonas aledaifias al cultivo, la técnica a la hora de cosecharlas,
entre otros (Pouch & Ito, 2001; Izquierdo er al., 2007). Dentro de las causas de pérdida de
calidad de estas se encuentran, el deterioro de origen microbiano, la sobremaduracion y la
gran sensibilidad a bajas temperaturas por ser frutas de clima tropical (Yahia et a/., 1991).

Las frutas tropicales usualmente se consumen frescas y sin ningun tratamiento que
prevenga el crecimiento de microorganismos. Por esta razén pueden convertirse ficilmente

en vehiculo de transmision de microorganismos patogenos (Pouch & Ito, 2001).



1.1. Pifia, fresa y naranja

Dentro de las frutas tropicales que poseen un pH acido se encuentran la pifia, fresa y
naranja, el valor de pH depende de las caracteristicas intrinsecas de cada una pero
generalmente se encuentran en un rango de 3-6.

En el caso de la pifia, esta pertenece a la familia Bromeliaceae. Las condiciones
Optimas para la siembra de esta fruta son una altitud entre 300 y 900 metros sobre el nivel
del mar, una temperatura de 25 °C, ademas requiere suelos con pH 4acido. El rango de
temperaturas optimas de almacenamiento que se recomienda es de 7.5 a 12 °C, con
humedades relativas de 70 a 95%. Los nutrientes principales de la pifia son los
carbohidratos simples. Las proteinas y grasas estan presentes en cantidades sumamente
bajas. En cuanto a minerales destaca su contenido de potasio, magnesio, cobre y
manganeso. Las vitaminas mas abundantes son la vitamina C y en menor cantidad la
vitamina B1 y B6. Contiene acidos citrico y malico, responsables de la acidez del fruto. La
pifia es rica en carotenos y azucares (Dominguez, 2004). En muchos paises la pifia se
consume principalmente en forma de jugo. Las industrias procesadoras de esta fruta
enfrentan el reto de mantener el aroma y sabor exotico del producto por lo que deben
optimizar y mejorar el procesamiento del producto para alcanzar un jugo de mejor calidad
(De Vasconcelos er al., 2010). Las pifias frescas y congeladas son vectores potenciales para
la trasmision de E. coli 0157:H7 y Salmornella por lo que Strawn sefiala que se deben
implementar procedimientos preventivos durante la produccién y procesamiento post
cosecha (Strawn ef a/., 2010).

La fresa es una planta que pertenece a la familia de las Rosaceas (Cardenas &
Solano, 2003) y su desarrollo también se ve influido por la temperatura, la luminosidad y la
duracién del dia. En Costa Rica las zonas de produccion estan entre los 1300 y 2000 m
sobre el nivel del mar. La temperatura dptima es de 14°C y necesita 12 horas de luz para
producir (Matamoros, 1986). La fresa crece bien en una amplia variedad de suelos. El
rango de pH anda ente 3.5 y 5.8 y el suelo debe ser rico en materia orgdnica (Barahona,

1992). La mejor forma para cultivarla es utilizando plastico negro, ya que se ha



comprobado que se obtienen frutos de mejor calidad, se controlan en forma eficiente las
malezas y conserva la humedad del suelo (Matamoros, 1986). El contenido nutricional
cambia de acuerdo con la variedad, fertilidad del suelo y las condiciones climaticas. Es rica
en vitamina A y C. Contiene acido citrico, malico, tartarico, etc. (Matamoros, 1986;
Barahona, 1992). Las fresas normalmente contienen un gran nimero de microorganismos,
sus recuentos oscilan entre 10° y 10° UFC/g y debido a su alta acidez, son las levaduras y
hongos filamentosos los grupos predominantes. Estas poblaciones se multiplican
dramaticamente durante el almacenaje del producto, produciendo eventualmente su
deterioro (Cardenas & Solano, 2003). E. coli O157: H7 puede sobrevivir bien en jugos de
frutas acidas, como es el caso de las fresas, en ambas temperaturas de incubacion (4°C y
temperatura ambiente) y también podria crecer en jugos con valores de pH (> 5,7) mas alto
(Mutaku et al., 2005).

La naranja pertenece a la familia de las Rutaceas. Se desarrollan entre los 400-1200
m sobre el nivel del mar. La mejor calidad se obtiene a temperaturas entre los 18°C y los
34°C. Necesita mas de cinco horas de de luz al dia. Se pueden cultivar con precipitaciones
desde 900 hasta 2500 mm. El suelo para sembrar debe ser de textura franca, bien drenado y
con una profundidad de 1 a 2 metros (Referencia electronica 2), poseen la capacidad
inherente de soportar pH acidos entre 5,5 a 6,8. EIl aumento de las bacterias lacticas
provoca el deterioro organoléptico del jugo (Vanderzant & Splittstoesser, 1992). En un
estudio de Araya se encontr6é que el jugo concentrado de naranja presenta alta estabilidad
(los conteos microbioldgicos resultaron menores a 10 UFC/ml), esto lo atribuyen a la alta
acidez del producto (3,77). Ademas la estabilidad se vio favorecida por las temperaturas de
congelacion empleadas (-12 y -20,5°C) ya que esto ayuda a retardar las reacciones
quimicas y la actividad de las enzimas y de los microorganismos existentes. Gran cantidad
de brotes de salmonelosis asociados a jugo de naranja para ¢l afio 2001 llevaron al estudio
de la sobrevivencia de Salmonella aislada de diferentes fuentes (humanos, animales y
brotes de productos) en jugo de naranja suplementado con calcio y se encontré que este

afecta significativamente la sobrevivencia de este patdgeno. (Sharma er a/., 2001).
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1.2. Melén, banano y papaya

El banano, el melon y la papaya se caracterizan por ser frutas tropicales con una
acidez semejante, de manera que podrian clasificarse como relativamente 4acidas, ya que
poseen un pH promedio de 4 a 6.

El melon pertenece a la familia Cucurbitaceae (Morales, 1999). El deterioro del
producto se da porque la fruta cosechada es un sistema biologico independiente que ha
perdido el suministro de agua y nutrientes de la planta (Yahia & Rivera, 1991). Los
microorganismos causantes de enfermedades en el melon son: Botrytis cinérea, que
produce una podredumbre gris. Geotrichum candidum produce una podredumbre blanca
acuosa (Morales, 1999). El crecimiento de microorganismos patogenos en las superficies
intactas de las frutas no es comun, sin embargo, existen reportes de crecimiento de £.coli
O157:H7 en la superficie de la sandia y el melon. El melon es considerado un alimento
potencialmente peligroso en el Codigo Alimentario de la FDA debido a que es capaz de
soportar el crecimiento de patogenos debido a la baja acidez (pH 5,2-6,7) y a la actividad de
agua alta (0,97-0,99). En un estudio realizado por Sharma y colaboradores en el 2005 se
encontro que Salmonella y E. coli O157:H7, quienes se encuentran adaptadas a ambientes
acidos, pueden aumentar su tolerancia térmica en jugo de melon y sandia, por lo que esto es
importante para el desarrollo de nuevos procesos de pasteurizacion.

El banano pertenece a la familia Musaceae (Gonzalez, 2001). La temperatura
adecuada para su cultivo va desde los 18,5°C a 35,5°C. La pluviosidad necesaria varia de
120 a 150 mm de lluvia mensual. La principal enfermedad que afecta al banano es la
sigatoka amarilla (Mycospharella musicola) y la principal plaga es el picudo negro
(Cosmopolites sordidus) que produce la muerte de las raices. Entre los nematodos €l mds
importante es barrenador (Radopholus similis) el cual produce necrosis en las raices
(Referencia electrénica 2).

La papaya es una planta perteneciente a la familia Caricaceae, originaria de centro y
suramérica, por lo cual, se desarrolla de manera éptima en Costa Rica. Su cultivo es muy

delicado y las plantas deben ser protegidas contra el viento y deben ser sembradas en suelos
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permeablesy con buen drenaje, aireados, fértiles, ricos en materia organica, con un pH
neutro (6-7), y sobre topografias planas (Gonzélez, 1997). Est4 compuesta de un 85% de
agua, 10% azicares y 5% fibras y otras sustancias (Duran, 1985). Las principales
enfermedades que atacan a la papaya en el campo son fungosas. Pueden ser del tipo de
pudriciones superficiales, basales o infecciones internas. La mas importante de ellas es la
antracnosis causada por el hongo Colletitrichum gloeosporiodes. En cuanto a plagas que
atacan al cultivo, se puede mencionar que las principales son la mosca de la fruta, Ceratitis
capitata, la cual causa pudricion en frutos a la madurez y la mosca Toxotripana

curvicauda, la cual causa un aborto de frutos o dafios en éstos (Gonzalez, 1997)

1.3 Mango

1.3.1 Generalidades del mango

El mango es una fruta popular y conocida como el rey de las frutas. Se cree que es
una de las frutas mds antiguas cultivadas, su origen es encontrado en la regién de Indo-
Burma. Es un cultivo de clima tropical y subtropical, por lo que su distribucion geografica
se encuentra entre los trépicos de Cancer y Capricornio. Crece en zonas tropicales a alturas
de 4000 m sobre el nivel del mar, y a 2000 m en zonas donde las estaciones estén muy
marcadas. Las condiciones de clima que requiere para un buen desarrollo y alta produccion
son: una ¢época seca de por lo menos tres meses de floracion, una temperatura Optima
considerada entre 24 a 27°C, suelos cuyo pH esté alrededor de 5.5-5.7 y una altitud maxima
de 600 metros; para su buen desarrollo se prefieren los suelos bien drenados, profundos y
fértiles (Salamanca & Abril, 2008). En su mayor parte, este fruto es consumido fresco, pero
también puede consumirse en forma procesada, ya sea como enlatados, congelados,
deshidratados.

Es una fruta climatérica que en estado de maduracion, ideal para consumo, dura
pocos dias. El tamafio del fruto varia de 2,5-30 cm de largo. Su forma es ovalada o redonda.

El color depende de la zona donde esté cultivado, pero abarca mezclas de verde, amarillo y
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rojo. Es considerado uno de los frutos tropicales mas importantes por su sabor, coloracién y
aroma caracteristicos y atrayentes (Reis et al., 2006).

Es una planta dicotiledonea que pertenece a la familia Anacardiaceae (Referencia
electronica 2) que incluye alrededor de 600 miembros y que de acuerdo a su clasificacion

taxonomica se ubica de la siguiente manera:

Cuadro I Clasificacion taxonémica del mango

Clase Dicotiledoneas
Subclase Rosidae

Orden Sapindales
Suborden Anacardiineae
Familia Anacardiaceae
Género Mangifera
Especie indica

Tomado de Mora & Gamboa, 2002

En el mundo se producen aproximadamente 14 millones de toneladas por afio,
proveniente de los 111 paises que producen mango, pero su mayor parte se consume en los
paises productores. Las exportaciones son hechas entre otros por Haiti, Kenia, India,
Burkina Faso, Pakistan, Filipinas, Tailandia, México y Brasil;, los dos tultimos son los
mayores exportadores en el mundo y ambos exportan a Estados Unidos de Ameérica,
principalmente. Los paises importadores son Estados Unidos, Francia e Inglaterra y en los
ultimos afios también los holandeses y alemanes aumentaron el consumo (Referencia

electronica 8).



13

1.3.2 Composicion

La semilla del mango abarca del 9 al 27% aproximadamente del peso total de la
fruta. El color del pellejo y la pulpa varia con la madurez y el cultivo. La parte comestible
del fruto total corresponde entre el 60 y 75%. El componente mayoritario es el agua en un
84%. El contenido de azlcar varia de 10-20% vy las proteinas en un 0,5%. El acido
predominante es el acido citrico, aunque también se encuentran el acido malico, succinico,

uronico, tartarico y oxalico en cantidades menores (Referencia electronica 10).

1.3.3 Importancia nutritiva

Representa un valioso suplemento dietético, pues es rico en vitaminas A y C,
minefales, fibras, antioxidantes, pequeiias cantidades de vitaminas del complejo B, ademas,
es bajo en calorias, grasas y sodio (Reis et al., 2006). Su composicion depende de la
variedad, asi como del estado de madurez que tenga. El contenido de acido ascorbico y la
acidez total disminuyen durante el desarrollo del fruto, mientras que los carotenoides y
azucares totales aumentan. A continuacion se exponen los componentes nutricionales que

han sido reportados en la literatura que revelan su importancia en la dieta.
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Cuadro II. Componentes nutricionales del mango fresco

| Componentes Valor medio
Agua(g) 81.8
Carbohidratos (g) 16.4
Fibra 0.7
Vitamina A (U.I) 1100
Proteinas (g) 0.5
Acido ascorbico (mg) 80
Fosforo (mg) 14
Calcio (mg) 10
Hierro (mg) 0.4
Grasa (mg) 0.1
Nlacina (mg) : 0.04 B
Tiamina (mg) 0.04

Disponible en hup: www abcagro com frutas/frutas_tropicales/mango4.asp

1.3.4 Cosecha y maduracion

Una maduracion adecuada al momento de recoleccion es indispensable ya sea para
la venta del producto fresco o para su procesamiento. Esta fruta si se recolecta demasiado
verde se produce una maduracion anormal v desarrolla arrugamiento del pellejo, sabor,
color y aroma pobres atin si se usan maduradores artificiales como el acetileno o etileno, los
cuales solo mejoran el color. Si se cosecha sobremadurado tampoco es bueno, va que no se

pueden almacenar satisfactoriamente v se puede desarrollar una pulpa muy suave

(Referencia electronica 10).



1.3.5 Conservacién

El propésito de la conservacion de alimentos es alargar la vida anaquel. Se debe 2=
considerar que el proceso de preservacion puede no retener todas las caracteristicas
deseables de la fruta. Las principales formas de conservar las frutas son: minimamente
procesadas, enlatadas, congeladas, deshidratadas, irradiadas, cristalizadas y deshidratadas

osmdticamente o sometidas a altas presiones, entre otras (Referencia electronica 10).
1.3.5.1 Tratamiento térmico

Las altas temperaturas pueden traer cambios deseables, como la muerte de
microorganismos € inactivacion de enzimas; o indeseables, como son la pérdida de factores
de calidad y degradacion de nutrientes; como las vitaminas. El proceso depende del tipo de
alimento, composicion quimica y tipo de microorganismos que puedan dafiar al alimento o
a la salud de los seres humanos. Para obtener un producto de calidad, se debe optimizar el
tratamiento basandose en las diferencias existentes de la dependencia de la temperatura,
entre la inactivacion de microorganismos y los cambios sensoriales (Referencia electronica
10). Para determinar el tratamiento térmico de un producto, se debe de conocer la velocidad
de destruccion de microorganismos, enzimas o parametro de calidad de interés, historial de

temperaturas del producto (Referencia electronica 10).

1.3.6 Control poscosecha

Uno de los desafios para la comercializacion exitosa de mangos es su vida util
limitada (tipicamente 14 a 28 dias en la etapa verde madura y hasta una semana en la etapa
madura). La tecnologia postcosecha que extiende la vida anaquel de los mangos sin afectar
por el contrario su calidad al momento del consumo es de valor considerable para la
industria (Yahia, 2006). El manejo postcosecha del mango es importante para su

comercializacion exitosa. El factor mas critico que afecta la vida postcosecha del mango es
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el manejo de su temperatura. El rango de temperaturas entre 20 a 23 °C resulta en la fruta
de mejor aspecto y buen sabor. Los mangos se pueden sostener entre 10 a 13 °C para
ampliar su vida util. EI mantenimiento de los mangos fuera de este rango de temperaturas
da lugar a una fruta de menor calidad, y puede dafiar la fruta. La tasa de maduracion se
puede acelerar con el tratamiento de mangos verde maduros con 100 ppm de etileno
durante 24 horas. La humedad relativa se debe mantener entre 90 y 95% durante todos los
puntos de la cadena postcosecha para reducir al minimo las pérdidas de agua y el
desecamiento de los mangos (Yahia, 2006). Varios métodos se han evaluado para alargar la
vida postcosecha de los mangos, estos métodos generalmente se basan en el control de la

disponibilidad o accion del O, el CO, y el etileno durante la maduracion. Los estudios de

investigacion en estas técnicas demuestran generalmente un retraso en la maduracion (y asi

una extension en la vida util) en un rango de entre 2 y 10 dias (Yahia, 2006).
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Capitulo 2.

Flora microbiana de las frutas

2.1 Flora microbiana normal

Las fuentes de flora microbiana normal de frutas y vegetales son muy amplias.
Fuentes importantes de contaminacién incluyen las plantas, animales, suelo, agua, polvo.
Ademads, las actividades llevadas a cabo durante la cosecha como el contacto con las manos
de los trabajadores y el equipo utilizado durante la misma (Pouch & Ito, 2001).

El pH es el factor mas importante que determina el tipo de microorganismos que
colonizan y deterioran las frutas. Muchas bacterias se inhiben por estos valores bajos de pH
encontrados de manera natural en las frutas. Por lo que sélo los microorganismos capaces
de tolerar esas condiciones (pH < 5.4) como mohos, levaduras y bacterias acidtricas son
los que predominan (Pouch & Ito, 2001).

Los recuentos aerobios reportados en productos frescos como las frutas pueden ser
tan altos como 10° UFC/g, pero normalmente se encuentran en el rango de 10*-10° UFC/g,
Existen muchos factores que influyen sobre estos recuentos, como las condiciones
climaticas, pluviosidad, presencia de animales en los alrededores, dafio fisico en los frutos,
entre otros. Normalmente los recuentos altos de microorganismos se asocian con deterioro,
pero en muchos casos podemos observar recuentos altos en el rango de 10°-10” UFC/g en
ausencia de deterioro (Pouch & Tto, 2001).

Luego de ser cosechadas y durante el almacenamiento, las poblaciones de
microorganismos tienden a incrementar, el grado de aumento depende de las condiciones
de almacenamiento como temperatura y humedad. Ademas, los mismos procedimientos
durante el proceso van a afectar el tipo de los microorganismos presentes. Ejemplos de
estos procedimientos son el lavado, cortado o picado, extraccién, congelado, entre otros. Si
se realizan correctamente, siguiendo las buenas practicas de manufactura, algunos de estos

procesos lograran bajar la carga microbiana, pero por el contrario, si no se realizan de la
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manera adecuada pueden mas bien ser fuente de contaminacién extra, aumentando los

recuentos microbianos (Pouch & Ito, 2001).

2.2 Flora microbiana de deterioro

Las perdidas postcosecha de frutas tropicales son un serio problema debido al
rapido deterioro durante el manejo, transporte y almacenamiento, los procesamientos de las
mismas agravan el problema, ya que, se incrementa la actividad metabdlica y
descompartimentalizacion de enzimas y  sustratos, causando oscurecimiento,
ablandamiento, deterioro microbioldgico y desarrollo de sabores y olores indeseables. El
procesamiento minimo da como resultado el incremento en la tasa de respiracion y
produccion de etileno del producto en minutos y puede reducir la vida media de 1-2

semanas a solo 1-3 dias, atn cuando las temperaturas sean las éptimas (Robles er a/., 2007).

2.2.1. Mohos y levaduras

Los hongos son agentes microbianos preferentemente aerobios, el pH asociado a su
actividad oOptima, es ligeramente 4cido (en un rango de 2 a 9). Estos microorganismos son
capaces de crecer a valores de actividad de agua reducida, condiciones que le permiten
adaptarse a las condiciones de habitat que ofrecen los cremogenados de frutas, como es un
agente aerobio, su actividad metabdlica queda restringida y por ello actua sobre la
superficie exterior de los concentrados. Los géneros Penicillium y Aspergillus, son
osmotolerantes y soportan altas concentraciones de azucares disueltos y entornos viscosos,
asi como reducidos valores de pH (Salamanca et al., 2008 a). Muchos hongos pueden
cambiar las condiciones iniciales de pH del sustrato a unas mas favorables para su
crecimiento: usualmente en un pH de 4-6.5. La temperatura de crecimiento varia de los 5-
35°C; con algunas excepciones que pueden crecer arriba o debajo de este rango. Tanto las
condiciones célidas como la humedad favorecen el crecimiento de hongos y la produccion

de micotoxinas (Vanderzant, 1992).
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El recuento de mohos y levaduras en los alimentos es til para evaluar la calidad de
los alimentos y el grado de deterioro, y se esta convirtiendo en un componente esencial para
los programas de garantia microbiolégica. El desarrollo de medios de cultivo para aislar los
hongos de los alimentos ha mejorado y nuevas técnicas para la deteccién de hongos en los

alimentos se han desarrollado (Taniwaki, 2001).

2.2.2. Bacterias aciduricas

Son bacterias que tienen la capacidad de sobrevivir en presencia de considerables
cantidades de acido. Dentro de este grupo se encuentran las bacterias acido lacticas
constituyen un grupo bacteriano heterogéneo formado por bacilos y cocos gram positivos,
que tienen en comun la habilidad de fermentar azlicares, formando acidos (entre ellos el
acido lactico) que lleva a la acidificacion del medio pudiendo alcanzar un pH de 3,5. Estas
bacterias tienen un metabolismo anaerobio facultativo y no tienen actividad catalasa. Por
otro lado, estas bacterias contribuyen al desarrollo de caracteristicas organolépticas; sabor,
olor, textura (Charlier er a/., 2009). También se pueden encontrar bacterias pertenecientes a
los géneros Acetobacter, Gluconobacter y Zymomonas. Algunos géneros de importancia en
el grupo de acidolacticas son Leuconostoc y Lactobacillus, pues se consideran muy
termoresistentes. Otros aciduricos que se pueden encontrar son Bacillus coagulans,
Clostridium pasteurianum v Alicylobacillus acidoterrestis de gran importancia en

productos acidos (Pouch & Ito, 2001).
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Capitulo 3

Microorganismos patogenos

Las enfermedades transmitidas por alimentos (ETA) han sido consideradas como un
grave problema de salud publica a escala mundial. En el continente americano, las ETA
figuran entre las primeras cinco causas de muerte en menores de 5 afios. Cada afio aumenta
el nimero de personas afectadas por ETA, causadas por la ingestién de alimentos mal
procesados o pobremente manipulados o preparados. Las ETA se ponen de manifiesto por
diversos sintomas entre los que se pueden incluir; vomitos, diarrea, colicos, dolores
intestinales, fiebre y postracion. Se considera por lo tanto, que la mayoria de los alimentos
son peligros potenciales para el consumidor, cuando no se siguen las buenas practicas de
fabricacion y por lo tanto no hay una manipulacion adecuada de los alimentos (De Curtis e#
al., 2000).

El aislamiento de microorganismos patdgenos en alimentos es una tarea dificil si se
toma en cuenta que ¢stos se encuentran en muy bajas concentraciones, son labiles y pueden
ser inhibidos por la flora de competencia. Esto también depende mucho de la sensibilidad
de las técnicas utilizadas. Existe una correlacion entre la presencia de E. coli en los
alimentos y la presencia de agentes ctioldgicos productores de enfermedades (Vanderzant,
1992).

Los brotes de enfermedades asociadas al consumo de jugo de frutas han sido un
problema de salud publica que ha ido en aumento desde inicios de los 90’s. De 1995 al
2005, se reportaron al centro de control de enfermedades (CDC) 21 brotes asociados a
jugos; 10 implicaban jugo de manzana o sidra, 6 se relacionaban al jugo de naranja, y 3 a
otros tipos de jugo de fruta. Estos brotes causaron 1366 enfermedades, con una media de 21
casos por brote. Entre los 13 brotes de etiologia conocida, 5 fueron causados por
Salmonella, 5 por Escherichia coli 0157:H7 y 3 por Cryptosporidium. Se ha encontrado
que menos brotes han sido asociados a jugos desde que se implemento la regulacion

HACCP para jugos (Vojdani et al., 2008).



Dentro de los patgenos de alimentos asociados con el consumo de frutas v
hortalizas frescas se encuentran los siguientes: Cyclospora cayetanensis, Escherichia coli
O157. H7, el virus de la hepatitis A, Listeria monocytogenes, Norovirus, Salmonella spp. y
Shigella spp. (Referencia electronica 6). A continuacion se exponen algunos de los mas

importantes.

3.1. Bacterias patégenas

El consumo de frutas tropicales per capita se ha incrementado en un 33% en los
ultimos 20 afios. En los ultimos 20 afios los brotes por enfermedades transmitidas por
alimentos asociadas a £ coli O157:H7 y Salmonella en frutas y jugos se ha incrementado.
Brotes de salmonelosis han sido relacionados al consumo de mango y papaya. Se han
documentado 4 brotes de Salmonelosis en EU, estos ocurrieron en 1998, 1999, 2001 y
2003, en todos los casos se trataba de mango importado. Sa/monella puede internalizarse en
la pulpa del mango intacto durante los tratamientos postcosecha. En el caso de £. coli
0157:H7 puede sobrevivir en la pulpa de mango por 13 dias a 6°C o 10°C y en jugo de
mango 8 dias a 7°C y 6 dias a 25°C. E coli O157:H7 puede crecer en jugo de papayaa 4 y
20°C (Strawn & Danyluk, 2010).

E. coli O157. H7 es una bacteria potencialmente mortal que produce grandes
cantidades de potentes toxinas que pueden causar graves dafios en el revestimiento de los
intestinos. Enfermedades humanas asociadas con E. coli O157: H7 pueden incluir diarrea
sin sangre, colitis hemorragica, sindrome urémico hemolitico y parpura trombotica
trombocitopénica. £. coli O157: H7 se ha asociado con carne, productos frescos, leche
cruda, zumo de manzana y agua contaminada (Referencia electronica 6).

Salmonella es la segunda causa mas comin de enfermedades transmitidas por
alimentos en los Estados Unidos y es responsable de millones de casos de enfermedades
cada afio (Referencia electronica 6). Su dosis infectante varia de 10° v 10°/ g y segtin el tipo

de alimento y el huésped puede llegar a ser tan baja como 6 x 10'/g (Vanderzant, 1992).
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Los sintomas tipicos de la salmonelosis son nauseas, vomitos, calambres
abdominales, fiebre, diarrea leve, y dolor de cabeza, estos sintomas generalmente duran 6-
48 horas. Los brotes de Salmonella se han asociado con el consumo de huevos crudos y
cocidos, carne mal cocida, productos lacteos elaborados con leche sin pasteurizar,
camarones, productos frescos, chocolates, jugos de frutas no pasteurizados y ademéds
contaminacién de aguas (Referencia electronica 6 y referencia electronica 4). La
recuperacion de Salmonella de frutas homogenizadas con un pH menor a 4,53 es
significativamente menor que aquellas con un pH entre 5,53 y 5,99, por lo que se
demuestra que la acidez en una fruta puede ser un factor protector, ya que es letal para la

bacteria este tipo de ambiente (Burnett & Beuchat, 2001).

3.2. Protozoarios

Recientemente Cyclospora cayetanensis 'y Cryptosporidium sp. han emergido como
importantes patogenos vinculados con el consumo de frutas frescas (Calvo et al., 2004).

Las infecciones por Cyclospora (ciclosporiasis) son causadas por el protozoario
Cyclospora cayetanensis. La infeccion se transmite por la ingestion de alimentos o de agua
contaminados con heces infectadas. El huésped natural de este pardsito no ha sido
identificado, sin embargo, el agua contaminada para ¢l riego y la aplicacion de plaguicidas
y la higiene de los trabajadores se ha sugerido que son las rutas mas probables de
contaminacion. El cuadro clinico se caracteriza por diarrea acuosa, pérdida de apetito,
pérdida de peso, distension abdominal y colicos, fiebre baja, nauseas, vomitos y fatiga. Los
brotes de ciclosporiasis se han relacionado con frambuesas frescas, lechuga y albahaca.
Frambuesas y moras se han implicado en al menos cinco brotes, dos relacionados con
numerosos estados y provincias de Canada (Referencia electronica 6). En 1996 ocurrié un
gran brote de ciclosporidiosis en América del Norte, se reportaron 1465 casos, de los cuales
66,8% fueron confirmados por laboratorio. El consumo de frambuesas provenientes de

Guatemala fueron las causantes del brote (Herwaldt & Ackers, 1997).



La criptosporidiosis intestinal se caracteriza por producir diarrea acuosa. La . s:s
infecciosa es inferior a 10 organismos y presumiblemente, un organismo puede iniciar unz
infeccion. Los ooquistes se desprenden en las heces del individuo infectado. La incidencia
es mayor en los centros de atencion infantil diurna donde se sire comida. Fuentes de
contaminacion pueden ser por manipulacion directa o por uso de fertilizantes a base de
estiércol. Se han asociado grandes brotes relacionados con el suministro de agua
contaminada que sugiere que el agua de riego contaminada puede ser otra via de
contaminacion (Referencia electronica 7). Ademas, se han reportado brotes por consumo de

jugo de manzana no pasteurizado (Pouch & Ito, 2001).

3.3. Virus

Los virus son responsables de diversas epidemias de origen alimentario. La
investigacion de la presencia de virus en los alimentos se convirtié en una necesidad de
salud publica como consecuencia de la aparicion de epidemias viricas que comenzaron en
los afios cuarenta v se intensificaron en los ochenta, claramente relacionadas con el
consumo de frutas y vegetales, leche, carnes, agua y pescados contaminados (Ferran &
Torres, 1998).

El virus de la hepatitis A puede causar una enfermedad que se caracteriza por la
aparicion repentina de fiebre, malestar general, nduseas, anorexia y malestar abdominal,
seguidos en pocos dias de ictericia. El virus de la hepatitis A se excreta en la materia fecal y
se transmite por via fecal-oral. Por lo que los alimentos y el agua pueden transmitir el virus
(Referencia electronica 6).

Los norovirus son un grupo de virus de cadena simple de ARN, sin envoltura, que
causan gastroenteritis aguda en humanos. Los Norovirus se transmiten por via fecal-oral,
mas comunmente a través de agua o alimentos contaminados (Referencia electronica 6). Se

han asociado a brotes por consumo de melon (Pouch & Ito, 2001).
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3.4. Microorganismos indicadores de contaminacion fecal

Los indicadores de contaminacion son importantes en salud piblica. Los coliformes,
que pertenecen al grupo de las enterobacterias, se caracterizan por ser bacilos Gram
negativos, oxidasa negativos y fermentadores de lactosa con produccion de acido y gas.
Incluye los géneros Lnterobacter, Citrobacter, Klebsiella y Escherichia. Los tres primeros
géneros estan asociados a vegetales, polvo, ambiente, etc; mientras que Escherichia esta
asociado a contaminacion de origen fecal (Vanderzant, 1992), debido a que su habitat
natural es el intestino de los animales de sangre caliente. De esta forma la presencia de
coliformes totales y fecales en frutas y vegetales no se asocia con agentes productores de

enfermedad, pero si con la presencia de £. coli.
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Capitulo 4
Inocuidad de las frutas y buenas practicas agricolas

Como ya se menciond, entre los grupos de alimentos implicados con mayor
frecuencia, en afios recientes con enfermedades entéricas en el ser humano, estan las frutas
y vegetales crudos. Resultado de esto se han producido brotes importantes que afectan la
salud del ser humano, por lo que se diversos grupos interesados en el bienestar de la
poblacion han tratado de establecer parametros que permitan evitar al maximo las
enfermedades por estas causas (Beuchat, 2006).

La reduccion al minimo del riesgo microbiano asociado al consumo de alimentos,
frutas y vegetales, involucra el analisis de riesgo microbiano por agua, estiércol animal y
desechos organicos municipales solidos, la salud e higiene de los trabajadores, las
instalaciones sanitarias, la sanidad en el campo, la limpieza de las instalaciones, de
empaque y el transporte de los productos que se venden al consumidor sin procesar o con
un procesamiento minimo (Referencia electronica 6). Todos estos aspectos forman parte de
las buenas practicas agricolas, ya que como su definicion lo indica, son un conjunto de
principios, normas y recomendaciones técnicas aplicables a la produccion, procesamiento y
transporte de alimentos, orientadas a cuidar la salud humana, proteger el medio ambiente y
mejorar las condiciones de los trabajadores y su familia (Izquierdo ef a/, 2007).

El agua puede transmitir una gran variedad de patdgenos como, E. coli, especies de
Salmonella sp., Vibrio cholerae, especies de Shigella sp., asi como Cryptosporidium
parvum, Giardia lamblia, Cyclospora cayetanensis, Toxoplasma gondii y los virus
Norwalk y de la hepatitis A. Incluso pequefias cantidades de estos microorganismos en los
alimentos pueden causar enfermedades (Referencia electronica 7).

La materia fecal humana y animal constituye una importante fuente de
microorganismos patégenos para el ser humano dentro de los cuales se encuentran E. coli

0157:H7, Salmonella y Criptosporidium (Referencia electronica 7).



Las enfermedades infecciosas acompafiadas de diarrea o lesiones abiertas
(furinculos, llagas, heridas infectadas) constituyen asimismo una fuente de
microorganismos patogenos (Referencia electronica 7).

Las operaciones que carezcan de suficiente control en el manejo de las aguas de
desechos, ya sean en los campos o en las instalaciones de empaque, pueden aumentar
considerablemente el riesgo de contaminacion del producto (Referencia electronica 6).

La contaminacidn directa o indirecta de las frutas antes, durante y después de la
recoleccion puede ocurrir como resultado del contacto con la tierra, los fertilizantes del
agua, los trabajadores o el equipo de recoleccion (Referencia electronica 6).

La falta de limpieza en las operaciones en el lugar de empaque puede aumentar
considerablemente el riesgo de contaminacion de las frutas y el agua que se use con las
mismas, ya que pueden existir microorganismos patogenos en el suelo, desagiies y
superficies del equipo que se esté utilizando (Referencia electronica 6).

Por ultimo, las operaciones de carga, descarga, almacenaje y transporte pueden dar
lugar a contaminacion indirecta por contacto con otros productos, ya sean alimentos o no, y

con superficies contaminadas (Referencia electrénica 6).



Materiales y métodos

Se utilizaron dos tipos de muestras: pulpa cruda y pulpa pasteurizada de mango.
Las muestras se generaron como plan piloto en una planta procesadora de frutas de la
provincia de Guanacaste. Después de la recoleccion en envases asépticos fueron
transportadas en hielo hasta el laboratorio donde se mantuvieron a 3.5°C hasta su analisis.
Se analizaron un total de 51 muestras de pulpa de mango procesadas industrialmente, 25 de
pulpa cruda y 26 de pulpa pasteurizada. A cada muestra se le midio el pH y se le realizaron
los siguientes analisis microbioldgicos: recuento total acrobio mesofilo, recuento de mohos
y levaduras, recuento de bacterias aciduricas, recuento de esporulados aerobios, recuento o
nimero mas probable por gramo (NMP/g) de coliformes totales, fecales y de £. coli y
presencia de Salmonella sp. por técnica de PCR y cultivo tradicional. Se utilizaron los
métodos descritos en Compendium of Methods for the Microbiological Examination of
Foods (Pouch & Ito, 2001). Para la deteccion de Salmonella, se siguié la metodologia
descrita en ¢l BAM (Referencia electronica 3) y la prueba de reaccion en cadena de la
‘polimerasa utilizando el Bax ® System (Referencia electronica 11). A continuacion se

describen brevemente los métodos.
Recuento total aerobio meséfilo (RTAM)

Se prepard una dilucién madre de 10g en 90ml de agua peptonada estéril 0,1%
(APE), se sembré 1 ml de la muestra y se hizo una dilucién 107 de la cual también se

sembro 1 ml en placa de agar estandar con 0,5% de cloruro de trifenil tetrazolio (TTC). Se

incubd a 35°C por 48h y se realizo el conteo de las colonias.

Recuento de mohos y levaduras (RML)

A partir de la dilucién madre de 1/10 se prepar6 una dilucién de 102 en APE 0,1%.

Se sembré por vaciado 1ml de cada dilucién en placas de Petrifilm para hongos (3M,



Microbiology). Se incubé a temperatura ambiente por 5 dias y se realizo el conteo de las

colonias.
Recuento de bacterias aciduricas (RBA)

A partir de la dilucién madre de 1/10 se preparé una dilucion de 107 en APE 0,1%.
Se sembro 1 ml por vaciado de las dos diluciones en placa de agar jugo de naranja. Se

Incubo a 35°C por 48h y se realizo el conteo de las colonias.

Recuento de esporulados aerobios (REA)

Se tomaron 10 ml de la diluciéon madre y se puso en un bafio maria a 80°C por 10
minutos. Se dejé enfriar y se sembro 1 ml por vaciado en placa de agar estandar con 0,5%

TTC. Se incub6 a 35°C por 48h y se realizo el conteo de las colonias.

Conteo de coliformes totales y E. coli

A partir de la dilucion madre de la pulpa cruda de mango se realizaron diluciones
seriadas que se inocularon en petri-film de E. col/i que también cuantifica coliformes
totales. Se incubaron las placas de E. coli por 24 h a 44,5°C y los coliformes totales a
35°C.

Para la pulpa pasteurizada de mango se cuantifico por medio del Numero Mas
Probable/gramo (NMP/g), de manera que se realizaron diluciones de 10, 107y 107y cada
una se inoculo en 3 tubos de caldo laurl simple con campana Durham, se incub6 48h a
35°C, se leyd por turbiedad y los tubos que presentaron gas se inocularon en caldo bilis
verde brillante y se incubaron a 35°C para confirmar los coliformes totales y se inocularon
en caldo EC a 44,5 ° C para confirmar la £. coli. Los tubos que presentaron gas se
cuantificaron segin la tabla de NMP para los coliformes totales y para E. coli. En caso

donde la lectura de los 3 tubos fuera 0,0 y 0 se reportaba como < 3 NMP/g.



PCR para Salmonella sp.

Se preparo una dilucion madre de 25 g en 225 ml de agua peptonada buferizada, se
ajusto el pH a 6,8+ 0,2 con papel de pH. Se incubo a 35°C por 24h. Posteriormente se tomo
10ul de la dilucion madre y se le agregd a 500ul de Caldo Infusiéon Cerebro Corazon, se
incubo a 35°C por 3h. En un recipiente estéril se prepar6 el reactivo de lisis agregando 150
ul de proteasa mas 12 ml de buffer de lisis, se agregd 200ul de reactivo de lisis mas 5ul de
muestra, se tapo el tubo de lisis y se coloco primero en el bloque que se encuentra a 37°C
durante 20 minutos y luego en el bloque a 95°C durante 10 minutos. Se paso6 al bloque
enfriador, se dejo de 5 a 20 minutos. Se sacaron los tubos de PCR del refrigerador, los
cuales se colocaron en otro bloque enfriador, se abrieron las tapas y se le transfirio 50 pl de
cada muestra lisada, y se cerro herméticamente. Finalmente se pusieron los tubos de PCR
en el detector/ciclador y se llevo a cabo la amplificacion y deteccion del ADN. En cada

determinacion se incluyo un control positivo (Sa/monella) y un control negativo (E. coli.).

Salmonella por cultivo tradicional

La dilucion de 25g en 225 en APB se incubo 24 hora a 35°C, después de este
periodo de preenriquecimiento se inoculdé 0.1ml en 10ml de medio Rappaport-Vassiliadis
(MRV), se incub6 a 42°C por 24 h 'y 1ml en 10 ml de caldo Tetrationato (CTT), se incubo
24h a 35°C (enriquecimiento selectivo). Se rayaron placas de Agar XLD (AXLD) y de
Agar Hektoen entérico (AHE) a partir de la muestra enriquecida en medio Rappaport y se
incubaron 24h a 35°C. Colonias sospechosas de Sal/monella se inocularon en agar TSI y
agar LIA para la confirmacion bioquimica del aislamiento. A un TSI K/A con H,S y un
agar LIA K/K se les debia realizar la confirmacion serologica utilizando sueros
polivalentes, ademas se debia incluir un control con solucion salina. De esta manera se

confirma la presencia de Salmonella en la muestra.
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Esquema de trabajo
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RTAM: recuento total aerobio mesofilo, RML: recuento mohos y levaduras, RBA: recuento de bacterias aciduricas, REA;

recuento esporulados aerobios, CT: coliformes fotales



Resultados

Para las 25 muestras de pulpa cruda de mango se obtuvo los siguientes resultados:

Cuadro III. Recuentos y pH para pulpa cruda de mango.

Pulpa cruda  RTAM RML RBA REA pH
de mango UFC/g UFC/g UFC/g UFC/g
1 6,4X10° | 1,3X10° | 3,1 X10% 20 4,16
3 3X10° | 2,6X10° | 2,6 X10° 10 4,10
5 1.4 X10° 60 3,5 X10° 0 4,10
7 3.3X10° | 1,2X10* 0 20 4,14
9 2.4X10° | 1,5X10° 0 20 3,82
10 90 40 0 0 3,78
11 4.6X10° | 3,7X10° 0 30 4,01
12 79X100  23X10° | 4,7X10° 30 3,90
14 10 50 1,8 X10° 0 3,92
15 3.7 X10° 80 0 30 4,06
16 1,2X10" 4,4 X10° 0 50 4,06
22 1.8 X107 20 45X10° | 9X10° 427
23 30 0 0 0 423
24 3X10° 1,1 X10° 0 4,5X10% | 443
25 1X10° 4.8 X10° 0 9,4 X10° | 4,26
26 3.3X10° 3,8X10° 0 7,6 X10* | 4,42
32 1.5X100 95X10° | 4,3X10° 10 431
33 4.8 X10° 1 X10* 7.2X10° 10 4.45
35 1.9 X10° 0 2,6 X10* 20 4,55
36 1.4 X107 8 X10° 2 X10° 30 4,45
42 5.6 X10° 20 1,6 X10* | 6,3X10° | 4,53
43 8.8X10° 1,5X10° | 1,6 X 10" | 39X10° | 4,60
44 6,1 X10° 1,7X10" 1,4 X10° | 8,6X10° | 4,58
45 78X10° 44X10° | 22X10° | 57X10° | 455
46 3,1 X10° 0 1,6 X10* 8 X10° 456




En el caso de las 26 muestras de pulpa pasteurizada de mango se obtuvo lo siguiente:

Cuadro IV. Recuentos y pH para pulpa pasteurizada de mango.

Pulpa RTAM RML RBA REA pH
pasteurizada UFC/g UFC/g UFC/g UFC/g
de mango
2 1,7 X10* 0 70 20 422
4 30 0 0 0 4,13
6 20 1 X10* 0 0 4,09
3 40 0 0 0 4,09
17 50 5X10° 10 0 3,94
18 80 0 0 0 4,02
19 20 0 0 0 4,06
20 10 0 0 0 4,00
21 20 0 0 10 4,01
27 2.6x10° 0 0 40 478
28 82 x10° 0 0 90 434
29 7.4 x10° 0 1,4 x10° 0 4.40
30 2.1 x10° 8 x10° 40 0 4,31
31 1,3 x10° 0 2.8 x10° 0 428
37 0 0 0 0 451
38 0 0 0 0 4,46
39 50 0 0 0 4,49
40 30 20 20 0 4,49
41 20 0 0 0 4.48
47 9.2 x10” 0 1,2 x10° 20 455
48 3,3 x10° 0 4.6 x10" 0 456
49 0 0 0 0 454
50 1.8 x10° 0 5,9 x10° 0 4,55
51 42 x10° 0 1,5 x10° 0 454
52 55x10° | 1,3x10° 0 20 4,54
53 7.5 x10° 1 x10° 0 38 4,54
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Ademas todas las muestras de pulpa de mango, crudas y pasteurizadas resultaron
negativas para la presencia de Salmonella, tanto por el método tradicional como por medio
de la técnica de PCR Bax ® System (Referencia electrénica 11). Las 23 muestras a las que

se les realizo el conteo coliformes totales y fecales y . coli resultaron negativas.
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Discusion

La poblacién microbiana de frutas se encuentra en el orden de 10° y 10’ UFC/g
para el recuento total, mohos vy levaduras entre 10° y 10° UFC/ g y bacterias 4cido lacticas
entre 10° y 10° UFC/ g. Los contaminantes més comunes reportados en literatura son los
mohos y levaduras, y esto constituye el principal reto para los productores, ya que estos
microorganismos se han relacionado con pérdida de caracteristicas sensoriales como
decoloracion, pérdida de sabor y en algunos casos como productores de enfermedad en el
ser humano (Di Cagno et al., 2010).

En cualquier proceso industrial la carga inicial y el tipo de microorganismos
presentes en la materia prima es fundamental ya que determinan en gran medida la calidad
final del producto. En el caso de la pulpa cruda de mango las cargas microbianas iniciales
para el recuento total acrobio meséfilo se encuentran entre 10* y 10> UFC/g, el de mohos y
levaduras entre 0 y 10° UFC/g y el de bacterias aciduricas entre 0 y 10" UFC/g. Para la
pulpa pasteurizada se obtuvieron recuentos un poco mas bajos tal y como se esperaba
debido a que la pulpa recibe un proceso térmico superior a 74°C. Para la pulpa
pasteurizada el recuento total aerobio meséfilo se encuentra entre 0 y 10° UFC/g, para el de
mohos y levaduras entre 0 y 10° UFC/g y para el de bacterias acidiricas entre 0 y 10
UFC/g. Estos resultados concuerdan con los reportados en literatura (Reyes & Osorio,
2008; Salamanca er al., 2008b) excepto para los recuentos totales aerobios, en los cuales se
obtuvieron recuentos de 2-3 logaritmos mas altos, esto podria explicarse por el tipo de
tratamiento al que es sometida la fruta y a las buenas practicas agricolas y a condiciones
climaticas de nuestro pais. El pH del mango y la presencia de acidos organicos son
propiedades antibacterianas que restringen el crecimiento de muchas bacterias por lo que la
flora que domina la pulpa de mango esta compuesta principalmente por microorganismos
capaces de crecer bajo estas condiciones, es decir, mohos, levaduras y bacterias aciduricas
(Pouch & Ito, 2001; Salamanca et al., 2008«; Charlier et al., 2009). Ademas es importante

la madurez, la acidez, la disponibilidad de agua, las condiciones poscosecha, todos estos
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factores afectan la vida anaquel del mango (Referencia electrénica 6; Yahia, 2006). En la
pulpa de mango estudiada existe una poblacién heterogénea, en la cual, las levaduras y
bacterias acidiricas tienen un papel decisivo en la estabilidad del producto, ya que se vio
que ¢stas fueron responsables de la fermentacion del producto atn bajo condiciones de
refrigeracion. Las bacterias aciduricas juegan un papel dual en la calidad de la pulpa de
mango ya que por un lado pueden promover la conservacion del producto al disminuir el
pH, principalmente por produccion de acido lactico, ya que limita la proliferacion de
microorganismos indeseables como agentes de deterioro y patdgenos. Por otro lado puede
promover el deterioro del producto cuando éstas se encuentran en grandes cantidades y
provocan su fermentacion (Charlier et al, 2009; Salamanca et al., 2008a). En cuanto al
conteo de coliformes los resultados negativos concuerdan con los reportados por varios
investigadores (Reyes & Osorio 2008, Salamanca et al., 20085), estos resultados pueden
explicarse considerando que el pH requerido para el crecimiento de los coliformes debe
estar entre 7-7.2 (Cardenas & Solano, 2003) mientras que el rango de pH para la pulpa
estudiada estuvo entre 3.78-4.78.

Una manera de minimizar los riesgos microbiolégicos en frutas es la aplicacion de
buenas practicas agricolas, por lo que en la produccion de pulpa de mango este es un punto
importante a considerar ya que podria tener un impacto considerable en la carga inicial de
microorganismos y por lo tanto en el producto final.

En cuanto al PCR para Sa/monella todas las muestras resultaron negativas, esto
pudo verse influenciado por el pH de la fruta, ya que se ha reportado que la recuperacion de
este patdgeno es significativamente mayor en pH mayor a 5.53 que en pH menores (Burnett
& Beuchat, 2001). Ademas la mayoria de brotes por Salmonella se han asociado a meldn,
sandia y jugo de naranja sin pasteurizar (Pouch & Ito, 2001). Se han hecho estudios en
donde se ha visto que Salmonella crece en mango almacenado a 23°C y sobrevive a 4°C,
sin embargo, a 23°C crece mas rapido que E. coli O157:H7, esto provoca un agotamiento
de nutrientes y acumulacién subproductos. A 12°C Salmonella crece mientras E. coli
0157:H7 solo puede sobrevivir en el mango (Strawn & Danyluk, 2010). La técnica de PCR

Bax System constituye un manera facil y rdpida de deteccion de este patogeno en pulpa de
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mango sin dejar de lado la gran especificidad y sensibilidad que posee, ya que la técnica
amplifica tres regiones especificas del ADN bacteriano y la técnica de amplificacion se
lleva a cabo en un sistema cerrado por lo que se evita contaminacion con otros acidos
nucleicos, todo esto disminuye la probabilidad de falsos positivos, ademds incluye un
control interno de amplificacion lo que disminuye los falsos negativos. En cuanto a
sensibilidad el método reporta que es capaz de detectar < de 1 UFC/g (Referencia
electronica 11). Entonces con un resultado negativo se puede tener plena seguridad de que
no hay presencia de este patogeno y ante un resultado positivo se procede a la confirmacion
mediante el método tradicional. Por todo lo anterior, este método de screening del Bax ®
System es una importante herramienta para grandes compaififas exportadoras, ya que éstas
necesitan sacar el producto al mercado lo mas rapido posible.

En el caso de otras frutas tropicales como en fresas, se ha reportado que su deterioro
se debia principalmente a la presencia de mohos y levaduras, esto explica la corta vida
anaquel del producto. El recuento de coliformes fue negativo en el 100% de las muestras
analizadas y se encontré un 4% de las mismas positivas para Salmonella. (Cardenas &
Solano, 2003). En otros estudios se ha demostrado que la papaya, melon y sandia son un
buen medio para el crecimiento de Salmonella enteritidis, Listeria monocytogenes y E. coli
O157:H7. Ademas S. enteritidis logra crecer tanto a temperatura ambiente como a 10°C en
estas tres frutas (Valerio & Ramos, 2005). Para el jugo de pifia crudo los recuentos se
encuentran en el orden de 10°-10” UFC/ml pero pueden disminuir hasta < de 10 UFC/ml
después de la pasteurizacion (Peralta & Lopez, 2009). En jugo de naranja se encontrd que a
pesar del pH de 3,76 las muestras fueron positivas en el 66,7 % para coliformes totales y en

el 53% para coliformes fecales.
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Conclusiones

Condiciones desfavorables para los patogenos, como variaciones de temperatura,
humedad, presion de oxigeno, disponibilidad de agua, éstos logran sobrevivir, por lo
que existe un riesgo potencial de producir enfermedad.

No existen coliformes totales en las 23 muestras de pulpa de mango analizadas ni
tampoco presencia de Salmonella en las 51 muestras de pulpa de mango, esto puede
asociarse al pH relativamente acido que presentan las muestras y probablemente a
una adecuada manipulacion durante la produccion de la pulpa.

La deteccion de Sa/monella por la técnica de PCR Bax ® System constituye un
método facil, rapido, sensible y especifico para el andlisis de pulpa de mango.

La fase de preenriquecimiento y enriquecimiento de la muestra es muy importante
porque es una forma de disminuir las probabilidades de falsos negativos por
presencia de inhibidores.

La estabilidad de la pulpa de mango estd determinada por la cantidad de bacterias
aciduricas y de mohos y levaduras presentes.

La pasteurizacion aplicada a la pulpa de mango disminuye los recuentos pero ésta
podria mejorarse, ya sea aumentando la temperatura o el tiempo de pasteurizacion,
para alargar la vida anaquel de la pulpa de mango.

Se sugiere que el producto sea mantenido en congelacion para disminuir el deterioro
y aumentar asi la vida 1til del producto.

Se sugiere disminuir el pH de la pulpa como una forma de control microbiolégico
para evitar el crecimiento de Salmonella.

Se recomienda a la compafiia debe establecer buenas practicas agricolas con el fin
de estandarizar la cosecha y el proceso de produccion de la pulpa de mango y asi

disminuir la carga inicial de microorganismos.
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Se recomienda el estudio de la sobrevivencia de Sa/monella en muestras de pulpa de
mango inoculadas, esto para establecer los parametros dentro de los cuales es
factible su crecimiento.

Se propone realizar un recuento de bacterias psicrotrofas si el producto se desea

almacenar en refrigeracion.



Anexos

1. Cuadro V. Caracteristicas de algunos patégenos que han sido asociados a

brotes por alimentos

Microorganismo Periodo de Sintomas Dosis infectante
incubacién (numero de
células
BACTERIA
Clostridium Del2a36h Nauseas, vomito, fatiga, | Debe haber
botulinum fatigue, mareos, crecimiento y
sequedad en boca, produccioén de la
paralisis muscular, etc. toxina botulinica
Escherichia coli De 2-5 dias Diarrea con sangre, De 10-1000
O157:H7 puede llevar a Sindrome
urémico hemolitico ¢
Insuficiencia renal
Salmonella spp. Del18a72h Dolor abdominal, De 10-10000
diarrea, fiebre, nauseas y
. vomito
Listeria 'Deldiaas Aborto, septicemia y Dependiente de
monocytogenes semanas meningitis en neonatos € | cada persona
§ inmunocomprometidos
PARASITO
Cryptosporidium spp. | De 1 a 12 dias Diarrea acuosa, dolor ~30
abdominal, vomito
Cyclospora spp. De 1 all dias Diarrea acuosa, nauseas, | Desconocido,
calambres abdominales | probablemente baja
VIRUS
Hepatitis A De 25 a 30 dias | Nauseas, dolor De 10a 50
abdominal, ictericia,
orina color oscuro
Norwalk/Norwalk- De12a48h Vomito, diarrea, nauseas, | Desconocido,
like virus calambres abdominales | probablemente baja

Tomado de Referencia electronica 7.
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2. Cuadro VI Patogenos causantes de brotes asociados a frutas frescas y

congeladas.
Salmonella spp. Meldn, sandia, jugo de naranja
sin pasteurizar
E. coli O157:H7 Jugo/cidra de manzana
Virus hepatitis A Frambuesas, fresas congeladas
Norwalk/Norwalk-like virus Melon
Cyclospora cayetanensis Frambuesas
Cryptosporidium parvum Cidra de manzana sin pasteurizar

Tomado de Pouch & Ito, 2001
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