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RESUMEN EJECUTIVO

La idea del presente estudio surgié de la motivacion por atender a una necesidad
identificada desde el campo laboral, misma que fue apoyada y avalada por la
compafiia en la cual laboro, Tecnas S.A.

El uso del cloro como desinfectante de frutas y vegetales no esta regulado en
Colombia, sin embargo constituye el principio activo mas utilizado para tal fin,
basicamente por su bajo costo y facil alcance.

Es preocupante la practica coman de no controlar la concentracion ni condiciones
de uso del cloro, hecho que se observa con mas frecuencia en restaurantes y
servicios de alimentacion industrial, en la desinfeccion de frutas y vegetales para
ensaladas. En muchos casos se utiliza indiscriminadamente, lo que ademas de
posibles efectos para la salud, genera la alteracibn de las caracteristicas
sensoriales de los productos y con ella el rechazo por parte del consumidor.

Los acidos organicos se presentan como una alternativa para sustituir al cloro, por
su buen desempefio antimicrobiano, su condicion  de productos GRAS
(generalmente reconocidos como inocuos) y el riesgo menor que implica para
quienes lo manejan, asi como para el consumidor.

Este estudio, se propuso como objetivo principal determinar la reduccién de E.coli
y Salmonella spp en lechuga fresca utilizando un producto a base de &cidos
(Citrosan®).

Adicional a este propésito, el trabajo buscé determinar la concentracion de uso
mas efectiva, asi como el tiempo de contacto Optimo en el tratamiento de
desinfeccién de lechuga con Citrosan®.

Para el ensayo, se inocularon lechugas frescas con poblaciones conocidas de
cuatro cepas de Salmonella spp y E.coli, que luego se sometieron a un tratamiento
de desinfeccion con un producto a base de acidos (Citrosan®). Posterior a la
desinfeccién, se cuantificd la reduccion de la poblacién de los microorganismos
inoculados.

Las variables concentracion y tiempo de contacto para la desinfeccion, fueron
definidas previamente en un ensayo in vitro, enfrentando estos mismos patégenos
al desinfectante.

Los resultados de este estudio mostraron reducciones superiores al 99% en las
poblaciones inoculadas de E. coli y cercanas al 90% en las de Salmonella spp.
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En las lechugas inoculadas con E. coli, la reduccion de la poblacion alcanzé los
2.09 + 0.14 Log UFC/g, en tanto que en las inoculadas con Salmonella spp la
reduccion fue de y 0.98 + 0.19 Log UFC/g.

El estudio revel6 que el mejor efecto antimicrobiano de la mezcla a base de acidos
organicos (Citrosan®) frente a poblaciones altas (10° UFC/g) de los patégenos
inoculados, se obtuvo con una concentracion de 2000 ppm y un tiempo de
contacto de 5 minutos.

Los ensayos in vitro y de inoculacién demostraron mayor sensibilidad de E.coli
respecto a Salmonella spp frente al tratamiento de desinfeccion con el producto a
base de acidos organicos Citrosan®.

El desinfectante a base de acidos organicos Citrosan® constituye una alternativa
efectiva y segura como tratamiento para reducir microorganismos patégenos en
vegetales, dada la necesidad imperante de mitigar el  riesgo microbiologico
asociado al consumo de este tipo de productos, que generalmente se consumen
crudos.
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ABSTRACT

This study evaluated a sanitizer product based on organic acids (Citrosan®) on
reducing E. coli and Salmonella spp. A mixture of two strains of each pathogen in a
high population size (10° CFU /g) was inoculated directly onto lettuce pieces (5x5
cm), distinguishing the inner and outer surfaces of the lettuce leaf. Disinfection
treatment of inoculated lettuce was performed by immersion in 1.5 L of sanitizer
solution (2000 ppm) for 5 minutes, with agitation (150 rpm) at room temperature.
Results showed that E. coli was more sensitive than Salmonella spp against the
action of the Citrosan®. Inoculated lettuce with E. coli, showed population
reductions of 2.9 + 0.14 log CFU/g, whereas in those inoculated with Salmonella
spp population reductions were 0.98 + 0.19 log CFU/g. These reductions showed
an effective disinfectant capacity of the product Citrosan® on lettuce.
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1. INTRODUCCION

1. 1. Antecedentes

Tecnas S.A es una empresa colombiana ubicada en la ciudad de Medellin, con 24
afios de experiencia y mas de 260 empleados; se especializa en el disefio,
desarrollo, fabricacion, maquila y venta de productos, ingredientes y aditivos para
la industria de alimentos en general, brindando un acompafamiento técnico

integral.

El principal compromiso de Tecnas S.A, esta en satisfacer al cliente, mediante el
suministro de productos para la industria de alimentos de consumo humano,
seguros, sanos, innovadores y de calidad. A través de la Divisiobn Limpieza,
Desinfeccion e Inocuidad LDI, Tecnas S.A de la mano de la firma Mexicana Diken
Internacional, ofrece un portafolio de productos variado y de especialidad y con un
equipo técnico de alta competencia, orienta a la industria de alimentos en el

propdsito fundamental de asegurar la inocuidad de sus productos.

El trabajo experimental de este estudio se desarroll6 en el Laboratorio de
Microbiologia de la Fundacion INTAL (Instituto de Ciencia y Tecnologia
Alimentaria), el cual es un centro de investigacion y formacion técnica en el

sector Agroalimentario.

Desde el contexto anterior, el presente trabajo de grado resultd en una
oportunidad de avanzar en un estudio que ayudaria a dar respuestas y alternativas
ante una necesidad identificada en el sector de los alimentos y que daria a Tecnas
herramientas soélidas para argumentarlas. EI consumo de frutas y vegetales
frescos ha mostrado un aumento a nivel mundial y con él también se ha

incrementado el nimero de brotes de enfermedades asociadas a este tipo de



productos. Diversos microorganismos patdégenos son frecuentemente vinculados
con vegetales crudos, los cuales en su mayoria provienen del tracto intestinal de
animales de sangre caliente, incluido el hombre. Se destacan Salmonella spp, E.
coli, entre otros. (Harris et al., 2003; Beuchat, 1998).

El tema de inocuidad alimentaria ligada al consumo de productos agricolas frescos
trae consigo una preocupacion, dado que normalmente se consumen crudos, no
son sometidos a un tratamiento letal como la coccion que elimine los
microorganismos presentes. En este sentido, se han dirigido esfuerzos tendientes
a generar medidas que contribuyan a minimizar el riesgo de enfermedades

asociadas a los ya mencionados productos.

Las medidas mas efectivas, se enfocan a trabajar desde la prevencion,
empezando por el campo con las Buenas Préacticas Agricolas, avanzando en los
diferentes eslabones de la cadena, que involucran etapas de procesamiento y
transformacién a nivel industrial, transporte y distribucién, hasta llegar al
consumidor final; alli cobran importancia las Buenas Préactica de Manufactura.
(Universidad de Maryland; FDA, 2002).

No obstante la prevencién no es suficiente, es inevitable establecer mecanismos
adicionales que corresponden a la descontaminacion de los vegetales y para tal fin
se dispone de métodos variados que incluyen la aplicacion de productos
guimicos, la utilizacion de técnicas como la irradiacién, ozonizacion, tratamiento
con luz UV-C (Gil, 2009), y mas recientemente con agua electrolizada. (Koseki y

colaboradores, 2003).

En el tratamiento con agentes quimicos, existen diversas alternativas, que varian
segun sean los principios activos y su mecanismo de accion en la eliminacién de

microorganismos; cada uno de ellos tiene sus ventajas y desventajas y en la



mayoria de los casos, su efectividad esté ligada a factores como pH, temperatura,

cantidad de materia organica presente, entre otros. (Beuchat, 1998).

A nivel mundial el cloro es el desinfectante mas utilizado para la desinfeccion de
frutas y vegetales crudos, asi como para otros usos en la industria de los
alimentos. Constituye una alternativa econémica, de facil alcance y medianamente
efectiva. Al cloro también se le han atribuido caracteristicas negativas, como los
son los efectos adversos para la salud, asociados la formaciéon de compuestos
potencialmente cancerigenos, aunque estos no se tienen claramente definidos;
altas cargas de contaminacion en las aguas de vertido, marcada inestabilidad
frente a la presencia de materia organica, asi como frente a otros factores (Gil y

colaboradores, 2009); ademas de ser altamente corrosivo.

La actividad inhibitoria o letal del cloro esta influenciada por ciertos parametros,
por lo que es clave brindar las condiciones adecuadas para su desempefio; uno de
ellos es la temperatura y mas critico aun es el control del pH de la solucién, el
cual determina su eficacia en gran medida. (Parish et al.,, 2003). Estas
condiciones en muchos casos o0 bien, son desconocidas por el personal
responsable de su manejo, o simplemente se les resta importancia al momento del
uso, lo que puede llevar a su inefectividad, aun cuando las dosis aplicadas sean

altas.

1.2. Problemaéatica

En Colombia, tal como en otros paises del mundo, el uso del cloro no esta
regulado. Es muy utilizado para la desinfeccion de frutas y vegetales en
restaurantes, servicios de alimentacién, plantas de procesos de transformacién de

e incluso en el hogar.



Es inaceptable encontrar que en ocasiones, usuarios del cloro motivados méas por
su afan de lograr en sus productos resultados microbiolégicamente admisibles por
las autoridades sanitarias, que por el concepto de inocuidad, sobredosifican el
quimico al punto de convertirlos en productos reprobables por parte del
consumidor. Este hecho es mas frecuentemente observado en vegetales en

mezcla para ensaladas.

1.3. Justificacion

Los acidos organicos prometen ser una alternativa viable en el intento de reducir
el amplio uso del cloro en la desinfeccidén de frutas y vegetales crudos, dado el
reconocimiento de su buen desempefio como antimicrobianos (Beuchat, 1998).
Adicionalmente, no implican un riesgo mayor en el manejo, como tampoco para el

consumidor.

Ante la preocupacion que deriva del riesgo microbiolégico en vegetales frescos,
especificamente lechugas y ensaladas que la contienen, por su frecuente
vinculacion con patégenos como Salmonella spp y E.coli, este proyecto de grado
se enfoc6 en evaluar un producto a base de &cidos organicos (Citrosan®), como

alterativa de desinfectante para frutas y vegetales frescos.

Diversos tipos de acidos organicos estan contenidos naturalmente en muchas
frutas y vegetales, algunos de ellos son el acido lactico, acético, succinico,
tartarico, benzoico y sorbico. Su actividad antimicrobiana esta directamente ligada
al pH por cuanto la mayoria de los microorganismos no resisten valores inferiores
a 4.0. (Beuchat 1998, Universidad de Maryland; FAO 2002).

El Citrosan®, contiene en su composicion proporciones de varios de estos acidos

organicos como son el acido lactico, citrico y soérbico, entre otros; que en



combinacion con extractos de semillas de citricos, produce un efecto sinérgico

antimicrobiano.

1.4. Objetivo Principal:

Determinar la reduccién de E.coli y Salmonella spp sobre lechuga fresca utilizando
un producto desinfectante a base de acidos organicos (Citrosan®).

1.4.1. Objetivos especificos:

- Evaluar la concentracion de uso de un producto a base de 4cidos organicos
(Citrosan®), recomendada por el fabricante en la desinfeccion de lechuga
fresca.

- Determinar el tiempo de contacto para la desinfeccion de lechuga fresca
con un producto a base de acidos organicos (Citrosan®).



2. MARCO TEORICO

Los frutas y hortalizas frescas constituyen un componente esencial de la dieta de
muchas personas a nivel mundial y dia a dia su consumo viene en aumento,
obedeciendo a varios factores como la tendencia hacia una alimentacion mas
sana, los cambios que demandan los nuevos estilos de vida, el aumento en el

comercio global, entre otros.

En el mismo sentido, en los ultimos afios la frecuencia de brotes asociados
epidemioldégicamente a frutas y vegetales crudos ha mostrado incremento en
paises industrializados; por ejemplo, en los Estados Unidos la proporcién de
brotes de enfermedades transmitidas por alimentos asociados a productos frescos
paso del 0.7% en los afios 70s a 6% en los afios 90s. (Sivapalasingam, 2004),
hecho que se atribuyd a los cambios en la dieta de la poblacion y al aumento en

las importaciones de alimentos (Altekruse et al., 1997 citado por Beuchat).

También en Estados Unidos, entre 1996 a 2008, se dieron ochenta y dos brotes
de enfermedades relacionados con productos frescos; de estos, 28 (34%) fueron
asociados al consumo de verduras de hoja verde. Las enfermedades transmitidas
por los alimentos en la mayoria de estos brotes (85,7%) fueron causadas por
Escherichia coli (E. coli O157: H7). Otros patégenos como Cyclospora y
Salmonella también han sido la causa de los brotes vinculados con verduras.
(FDA, 2003).

No obstante, y en concordancia con lo expresado por Beuchat (1998), los brotes
documentados en paises industrializados son mas escasos respecto a paises en
via de desarrollo, en donde las enfermedades causadas por frutas y vegetales

contaminados son frecuentes; sin embargo es de tener en cuenta que en la



mayoria de estos paises la investigacién no esta en un alto grado de desarrollo,
sumado a que no existen sistemas fuertes de vigilancia de enfermedades
transmitidas por alimentos (ETA’s), lo que implica de un lado, que muchos brotes
no sean detectados y de otro, que al no existir la cultura de reportarlos, predomine
el subregistro.

La contaminacion de los vegetales en el campo es muy probable por diversos
factores que incluyen el riego con agua contaminada con heces fecales, infiltracion
de aguas residuales en los campos, presencia de animales en el campo o0 una
fertilizacion de suelos de forma incorrecta. (FDA/CFSAN2001; Universidad de
Maryland; FAO 2002). De igual manera, la contaminacion puede darse en la post
cosecha, esto es en las etapas de transporte, transformacion, en servicios de

alimentacion e incluso en el hogar. (Beuchat 1998, Harris 2003).

Una amplia variedad de microorganismos patdgenos transmitidos por los
alimentos que son frecuentemente asociados con los productos frescos
provienen en su mayoria de ambientes entéricos,
es decir, que se encuentran en el tracto intestinal y la materia fecal de los
animales y el hombre.

Estos incluyen entre otros Salmonella spp, E.coli O157:H7, Campylobacter jejuni.
También pueden provenir de otras fuentes como el suelo, agua, vegetales en
descomposicion, animales; este es el caso de C. botulinum, asi como de Listeria
monocytogenes, que ademas de los entornos ya mencionados, puede ser
facilmente aislada en las instalaciones de procesamiento de alimentos. (Harris et
al., 2003). Al mismo tiempo, se han visto comprometidos una variedad de
productos vegetales, de donde la lechuga aparece en repetidos casos. (Ver
Cuadro 1)

Cuadro 1. Brotes de enfermedades de origen alimenticio asociados con frutas y

hortalizas frescas.



Agente

Bacillus cereus
Campylobacter
Campylobacter jejuni
Clostridium botulinum
Clostridium botulinum
Cryptosporidium
Cyclospora
Cyclospora
Cyclospora

. coli 0157

. coli 0157

. coli 0157

. coli 0157

. coli 0157
Fasciolia hepatica

mmmmm

Giardia

Virus de la hepatitis A
Virus de la hepatitis A
Virus de la hepatitis A
Virus de Norwalk
Salmonella agona
Salmonella miami
Salmonella muenchen
Salmonella oranienburg
Salmonella poona
Salmonella saint-paul
Salmonella stanley

Salmonella thompson
Shigella flexneri
Shigella sonnei
Shigella sonnei

Shigella sonnei

Alimento
implicado/sospechoso

Semillas germinadas

Pepino

Lechuga

Ensalada de hortalizas

Tallos de bambu

Sidra de manzana
Frambuesas

Albahaca

Frambuesas

Semillas germinadas de rabano
Jugo de manzana

Sidra de manzana

Lechuga iceberg

Semillas germinadas de alfalfa

Berros
Hortalizas incluidas las
zanahorias

Lechuga iceberg

Frambuesas

Fresas o Frutillas

Ensalada rapida

Repollo picado y cebollas
Sandia

Jugo de naranja

Sandia

Melones “Cantaloupe”
Semillas germinadas de frijoles

Semillas germinadas de alfalfa
Hortalizas de raices y algas
secas

Ensalada mixta
Lechuga iceberg
Perejil

Ensalada rapida

Referencia
bibliografica

Portnoy et.al. ( 1976)
Kirk et al. (1997)
CDC (1998)

PHLS (1978)

CDC (1999)

CDR (1991)
Herwaldt et al. (1997)
CDC (1997)

CDC (1998)

OMS (1996)

CDC (1996)

Besser et al. (1993)
CDR (1997)

CDC (1997)
Hardman (1970)

Mintz et al. (1993)
Rosenblum et al. (1990)
Ramsey et al. (1989)
Niu et al. (1992)

Lieb et al. (1985)

Clark et al. (1973)
Gayler et al. (1955)
CDC (1999)

CDC (1979)

CDC (1991)
O’Mahony et al. (1990)
Mahon et al. (1997)

Kano et al. (1996)
Dunn et al. (1995)
Kapperud et al. (1995)
CDC (1999)

Martin et al. (1986)

Fuente Universidad de Maryland/FDA, 2002 adaptado de Beuchat 1998).




Con frecuencia los productos agricolas frescos son identificados como vehiculo de
patdogenos causantes de gastroenteritis humana; las ensaladas que contienen
mezclas de vegetales crudos han sido asociadas como la causa de patdégenos

causantes de la llamada diarrea del viajero. (Beuchat, 1996).

El Departamento de Drogas y Alimentos de los Estados Unidos FDA, en procura
de minimizar la incidencia de brotes de enfermedades transmitidas por productos
frescos, emprendié en el 2004 un Plan de Accion de Seguridad de Productos
(FDA, 2004); en donde para el 2006 como parte dicho plan, surgié la Iniciativa
Plurianual de seguridad de Hojas verdes. El primer afio estuvo enfocado a la
lechuga, de donde deriva la Iniciativa de Seguridad de la lechuga (FDA, 2006), en
respuesta a los recurrentes brotes de E.coli O157:H7 asociado con lechugas
frescas.

Para el afio 2007, el plan enfocado a la seguridad de hojas verdes avanzé
incluyendo a las espinacas, al tiempo que dio inicio al mismo trabajo con otros
productos como el tomate, creandose asi la Iniciativa de Seguridad del Tomate.
(FDA, 2009).

En vista del panorama y de los reportes disponibles, La FDA como un mecanismo
para disminuir riesgos de enfermedad, centré sus esfuerzos en cinco grupos de
productos que categorizé como los responsables basicos de los brotes asociados
a frutas y vegetales frescos (CAST, 2009), estos son: melones, lechugas y

verduras de hojas verde; tomates, cebollas verdes y hierbas. (FDA, 2007).

Es grande la preocupacion con respecto a la inocuidad alimentaria que genera el
consumo de productos agricolas frescos, dado que normalmente se consumen
crudos, esto es, no son sometidos a un tratamiento letal previo que elimine los

microorganismos presentes. Este hecho ha traido como consecuencia un aumento
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en el interés y la atencién por tomar medidas que contribuyan a minimizar el riesgo

de enfermedades asociadas a este tipo de productos.

El control del riesgo microbioldgico implica todo un sistema que abarque la cadena
gue bien se ha denominado “de la granja a la mesa”; asi, las buenas practicas
deben partir desde el cultivo, con las Buenas Practicas Agricolas (BPA), incluso
antes de la cosecha, pasando por la industria procesadora y transformadora y
hasta las etapas de distribucion y preparacion. Ya en la industria, las Buenas
Practicas de Manufactura (BPM) contemplan varias medidas dirigidas tanto al
control sanitario del entorno de procesamiento, incluyendo el personal
manipulador, asi como procedimientos para la descontaminacion de vegetales
donde se realizan etapas de lavado y desinfeccidbn que logran disminuir la
poblacion de microorganismos mas no su eliminacion total. (Universidad de
Maryland; FDA, 2002).

En procura de minimizar el riesgo de enfermedad asociada al consumo de
productos agricolas crudos, en muchas regiones del mundo es combinada la
aplicacion de buenas practicas durante la produccién, transporte y procesamiento,
con la implementacion del sistema Analisis de peligros y puntos criticos de control
HACCP; no obstante, la posibilidad de contaminaciéon no puede ser totalmente
eliminada, por lo que es conveniente implementar mecanismos de

descontaminacion efectivos.

Existen diversos métodos utilizados para la descontaminacién de vegetales, los
tradicionales incluyen tratamientos fisicos, tratamientos quimicos y sus

combinaciones.

En los primeros debe tenerse en cuenta que el procedimiento y equipo utilizados

sean los apropiados segun el tipo de producto e involucran accion mecanica
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como el cepillado y aplicacion de agua a chorro. Los tratamientos quimicos se
realizan usualmente durante el enjuague del producto e implican la adicion de un

agente desinfectante. (Parish et al., 2003).

Desinfectar, segun la FDA (1998): “se refiere al tratamiento aplicado a las frutas y
hortalizas que logra destruir o reducir considerablemente la cantidad de
microorganismos que constituyen un peligro para la salud, y otros que se desea

eliminar, sin alterar la calidad del producto o su inocuidad para el consumidor’.

En este contexto, cabe destacar la importancia de la etapa de desinfeccion y de
asegurar que esté antecedida por una Optima remocién de suciedad, por cuanto
este se convierte en uno de los factores que en gran medida limitan la efectividad

del desinfectante.

La eficacia de cada uno de los métodos en la eliminacion de microorganismos
depende de factores asociados al pH, temperatura, tiempo de contacto, cantidad
de materia organica presente, asi como al tipo, cantidad y estado fisiolégico de
células bacterianas presentes; naturaleza de los tejidos de frutas y vegetales,
entre otros (Beuchat, 1998).

Dentro de los métodos de descontaminacién aplicados a la superficie de frutas y
vegetales, se destaca la generacién y aplicacion de ozono tanto en su forma
acuosa (aplicado al agua de lavado), como en su forma gaseosa (para el uso en
vegetales durante el almacenamiento). Adicionalmente, se han explorado nuevas
tecnologias que van desde la desinfeccion mediante luz UV-C, el uso de
ultrasonidos y el tratamiento con agua electrolizada (Gil, 2009); Koseki y
colaboradores (2003) han adelantado estudios de aplicacion de agua electrolizada

en lechuga.
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Otro sistema de desinfeccibn que se destaca es la irradiacién (radiacion
ionizante), la cual fue aprobada por la FDA en el afio 2008, mediante una
modificacion de la reglamentacion de aditivos alimentarios, que permitié su uso
para el control de patégenos y extension de vida util en lechugas y espinacas
frescas. (FDA, 2008).

Como agentes quimicos desinfectantes aplicados a la superficie de frutas y
vegetales frescos enteros o picados, se incluyen el cloro, didxido de cloro, clorito
de sodio acidificado, peréxido de hidrogeno, acido peracético, acidos organicos,

entre otros.

El cloro ha sido utilizado con fines de saneamiento en la elaboracion de alimentos
desde hace varias décadas y es quizas el desinfectante mas utilizado en la
industria alimentaria. Las dos formas méas comunes de cloro libre son el cloro
liquido y los hipocloritos, los cuales se han empleado con frecuencia en la
desinfeccién de superficies en produccién de plantas de procesamiento, reduccién
de la poblacion microbiana en el agua utilizada durante la limpieza y empaque, asi
como para la desinfeccién de frutas y vegetales enteros o picados. Para este
altimo fin, el cloro ha sido considerado medianamente efectivo y es utilizado
normalmente a concentraciones de 50-200 ppm con un tiempo de contacto de 1-2
minutos. (CFSAN/FDA, 2001).

En una solucion de cloro estan contenidas moléculas de HOCI (acido hipocloroso)
y sus iones H+ y —OCI en equilibrio. La actividad inhibitoria o letal del cloro
depende de la cantidad de cloro libre disponible como HOCI en su forma no
disociada; el equilibrio se ve influenciado por la temperatura y muy ampliamente
por el pH, de donde a medida que este desciende, el HOCI se ve favorecido. No
obstante, en este punto debe considerarse la susceptibilidad a la corrosién que

pueden presentar ciertos materiales de superficies y equipos en la industria a pH
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bajos. Dado este hecho, controlar el pH resulta un factor determinante en el efecto
desinfectante de las soluciones de cloro; el rango 6ptimo de pH del agua es de
6.0-7.5, por cuanto hay una cantidad suficiente de HOCI para la desinfeccion, al

tiempo que puede minimizarse la corrosion de los equipos. (Parish et al., 2003).

Otros factores influencian negativamente la efectividad del cloro como
desinfectante; en contacto con materia organica, asi como con la exposicion a la

luz, el aire u otros metales, pierde rapidamente su actividad.

El uso de desinfectantes permitidos para la desinfeccion de frutas y vegetales en
el marco de la legislacion, resulta un tanto complejo e incluso incierto y varia

segun la regulacién de cada pais.

En Estados Unidos por ejemplo, los sanitizantes aplicados al producto se
consideran aditivos y estan regulados por el Departamento de Drogas y Alimentos
de los Estados Unidos FDA (James, 2006).

A nivel Europeo no existe una reglamentacion Unica armonizada al respecto, por lo
cual cada Estado miembro, basado en la Directiva Europea (89/107/EEC) sobre
aditivos alimentarios autorizados, adopta segun sus consideraciones los criterios y

niveles maximos permitidos. (Gil, Ml y colaboradores, 2009).

Por ejemplo, Espafia asi como muchos otros paises no cuentan con una
legislacién que regule los sanitizantes de uso en frutas y vegetales frescos; en
paises como Alemania y Suiza el cloro esta prohibido, en contraste con Inglaterra
y Francia donde el cloro y sus derivados estan autorizados como “Coadyudantes

Tecnologicos”, necesarios para el lavado de productos de IV Gama. (Gil, 2007).
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Segun Reglamento CE N° 1333/2008 (sobre aditivos alimentarios), del Parlamento
Europeo y del Consejo de la Union Europea (2008), los coadyuvantes tecnolégicos
0 coadyuvantes de proceso “se definen como toda sustancia que no se consuma
como alimento en si misma, se utilice intencionadamente en la transformacion de
materias primas, alimentos o sus ingredientes para cumplir un determinado
proposito tecnoldgico durante el tratamiento o la transformacion, y pueda dar lugar
a la presencia involuntaria, pero técnicamente inevitable, en el producto final de
residuos de la propia sustancia o de sus derivados, a peticion de que no presenten
ningun riesgo para la salud y no tengan ningun efecto tecnolégico en el producto

final”.

En la actualidad, se ha buscado prescindir del amplio uso del cloro y sus
derivados, tanto por el riesgo medioambiental que representa, dada la alta
cantidad de contaminantes que se vierte a las aguas, asi como por el posible
riesgo para la salud debido a la formacion de compuestos potencialmente
cancerigenos (trihalometanos), los cuales son productos de reaccion del cloro con
la materia organica presente en el agua; sin embargo este ultimo hecho no se ha

caracterizado plenamente. (Gil y colaboradores, 2009).

Adicionalmente, existe preocupacion por las personas que se exponen de manera
prolongada al cloro como desinfectante, por cuanto sus vapores pueden causar
irritacion a la piel y tracto respiratorio.

En la busqueda de alternativas para sustituir el cloro, los acidos organicos tienen
un buen potencial para disminuir la poblacion microbiana de la superficie de frutas
y vegetales (Beuchat, 1998); adicionalmente sus beneficios se dirigen a su origen
natural, son generalmente reconocidos como inocuos (GRAS) (Akbas and Olmez,

2007; Raftari 2009), y no representan un riesgo mayor para el personal operario
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que constantemente esta expuesto a su uso tanto al nivel de la industria e incluso

a nivel domeéstico.

Los &cidos organicos se encuentran presentes naturalmente en frutas y hortalizas
proporcionandoles cierta proteccién natural contra la proliferacién de patdgenos
bacterianos dado que muchos de ellos no pueden crecer a valores de pH
inferiores a 4.0; también se pueden obtener acumulados después de una
fermentacion. Dentro los acidos comunmente contenidos de manera natural en
muchas frutas y vegetales, se encuentran el acético, malico, succinico, tartarico,
benzoico y sorbico. (Beuchat 1998, Universidad de Maryland; FAO 2002).

Los &cidos organicos actian retardando el crecimiento de algunos
microorganismos y evitando el de otros. Algunos pueden tener actividad
fungistatica, mientras que otros son mas efectivos en la inhibicion bacteriana,
aungue no han sido claramente definidas las condiciones bajo las cuales son mas
efectivos. (Parish et al., 2003).

Como un grupo, estos compuestos incluyen principalmente acidos saturados de
cadena monocarboxilica y sus derivados (insaturados, hidroxilicos, fendlicos, y las
versiones multicarboxilicas) y a menudo son denominados genéricamente como
acido grasos, acidos grasos volatiles o acidos débiles o carboxilicos. (Cherrington
et al., Citado por Ricke, 2003).

La accion antimicrobiana de los &cidos organicos estad relacionada con la
reduccion del pH y su capacidad de disociacion; al llevar a la disminucion del pH
interno de la célula microbiana por ionizacion de la molécula de acido no
disociada, se genera una interrupcion del transporte de sustrato por alteracion de
la membrana celular, se inhibe la accion de importantes enzimas bacterianas al

tiempo que la célula pierde energia procurando eliminar el exceso de protones



16

desde su interior. (Canibe, s.f). El efecto antimicrobiano de los acidos organicos
aumenta, conforme aumenta su concentracion, asi como la longitud de la cadena
de carbono. La eficacia de los &cidos organicos como desinfectantes varia
ampliamente con el tipo de &cido asi como con el tipo de microorganismo.
(Universidad de Maryland/FDA, 2002).

Dado que la adicion de acidos organicos de manera directa o mediante lavados,
ha mostrado que puede llevar a la reduccién de microorganismos patégenos;
procedimientos simples y cotidianos de aplicacién mas a nivel del hogar, como el
de adicionar jugo de limon a las frutas cortadas, el cual contiene como principal
acido el citrico, o adicionar vinagre a las ensaladas en el cual predomina el acido
acético, pueden contribuir de alguna manera a disminuir el riesgo de enfermedad

asociada a frutas y verduras frescas.(Beuchat,1998)

Actualmente, a nivel comercial existen productos que combinan varios de los
acidos contenidos naturalmente en frutas y vegetales con otros compuestos como
extractos de semillas citricas (Citrosan®), lo que deriva en un efecto
antimicrobiano sinérgico, constituyéndolos en alternativas méas seguras y de

amplia aceptacion por parte del consumidor.

Asi como el cloro es el desinfectante méas utilizado en la industria de IV Gama, o
de las frutas y vegetales frescos, también es el desinfectante peor usado. En
Colombia no es diferente, no existe una legislacion que regule su uso; el cloro es
ampliamente utilizado como desinfectante de frutas y vegetales a nivel de la
industria procesadora, asi como en restaurantes y centros de produccion de

alimentos, justificado basicamente por su bajo costo y facil alcance.

En Colombia resulta preocupante la practica comin de no controlar la

concentracion ni condiciones de uso del cloro, hecho que se evidencia con mas
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frecuencia en restaurantes y servicios de alimentacion industrial, en la
desinfeccidn de frutas y vegetales para ensaladas. En muchos casos, el cloro se
utiliza indiscriminadamente; al caer en el abuso, ademas de los posibles efectos
para la salud, genera la alteracion de las caracteristicas sensoriales de los
productos y con ella el rechazo por parte del consumidor.

El desconocimiento de la quimica de este compuesto, esto es, de las condiciones
Optimas bajo las cuales alcanza su mejor desempefio, lleva en muchos casos a
utilizar dosis cada vez mas altas que no necesariamente consiguen mayor

efectividad.

Ante el panorama expuesto anteriormente sobre el uso y abuso del cloro en
Colombia, ligado a la preocupacion que deriva del riesgo microbiolégico en
vegetales frescos, especificamente lechugas y ensaladas que la contienen, por
cuanto han sido ampliamente vinculadas a patégenos como Salmonella spp y
E.coli; este proyecto de grado se enfoc6 en evaluar un producto a base de &cidos
organicos (Citrosan®), como alterativa de desinfectante para frutas y vegetales

frescos.

Concretamente, de una manera experimental el Citrosan® se enfrentd a lechugas
frescas inoculadas con cepas de Salmonella spp y E.coli. EIl objetivo principal del
experimento, fue valorar la capacidad del producto en la disminucién de la
poblacion de estos patdégenos partiendo de una cantidad de microorganismos
conocida o in6culo conocido. De la misma manera, se buscaba determinar la

concentracion y el tiempo de contacto 6ptimos para el desempefio del producto.

Datos del producto:
Nombre: Citrosan®
Descripcion: Desinfectante fungicida y bactericida de origen natural

(orgéanico).
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Composicion: Mezcla de acidos organicos (Acido lactico, &cido Citrico, acido
ascorbico, entre otros, mas extractos de semillas citricas).
FDA/GRAS: 21 CFR 182.20

Lugar de Fabricacion: México

Datos del Fabricante:
Nombre: Diken Internacional

Ubicacion: Saltillo, Ramos Arizpe

De acuerdo con Beuchat y colaboradores (2003), quienes destacan la importancia
de poner en consideracién una serie de aspectos a la hora de procurar métodos
de evaluacion estandarizados para valorar la efectividad de los desinfectantes en
la eliminaciébn de microorganismos, la evaluacion se estructur6 mediante un
protocolo en donde se tuvieron en cuenta entre otros factores: la poblacion de
cada uno de los patdégenos en el indculo, la composicion de los medios de
crecimiento de las cepas de los patdgenos, las condiciones de almacenamiento
de las muestras de lechuga desde el momento de la aplicacién del in6culo hasta el
tratamiento con desinfectante (Citrosan®); el tiempo y la temperatura en el
tratamiento de desinfeccion, los procedimientos de lavado y la neutralizacion del
desinfectante (Citrosan®) en las lechugas después de su aplicacion, asi como los

procedimientos para el recuento de células viables después del tratamiento.

Con base en la investigacion adelantada por Koseki y colaboradores (2003), otros
aspectos importantes se tuvieron en cuenta en el método de analisis para la
evaluacion del desinfectante (Citrosan®) en lechugas frescas, los cuales
estuvieron relacionados con el método utilizado para inocular las lechugas asi

como el punto de inoculacion de las mismas.
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Para la evaluacién del desempefio de los desinfectantes la literatura documenta
tres técnicas principales de inoculacion de microorganismos patogenos en el
producto, estas son: inoculacién por inmersién, inoculacion in situ (spot en inglés)
e inoculaciéon por aspersion (sprinkle en inglés). Los resultados que arrojan estas

técnicas varian ampliamente entre ellos.

El método de inmersion consiste en sumergir las muestras en una suspension de
bacterias. El método de inoculacion in situ consiste en la colocacion de puntos o
gotas de una suspension bacteriana en la superficie del producto con una
micropipeta. El tercer método implica rosear con la ayuda de un micropipeta, una
suspension bacteriana en una a bolsa de plastico conteniendo el producto, al que

se le aplica agitacion suave durante un periodo corto de tiempo. (Koseki, 2003).

La eleccién de uno u otro de los métodos mencionados para la inoculacién de los

patdgenos, influye en los efectos antimicrobianos de los desinfectantes.

De otro lado, y tal como lo concluyen los estudios de Koseki y colaboradores
(2003), juega un papel importante distinguir la superficie de la hoja de lechuga a
ser inoculada, es decir la cara interna o la externa, por cuanto la estructura en
cada caso puede resultar en un factor que limita o al contrario permite el acceso
del desinfectante a los microorganismos inoculados. Los estomas generalmente
se encuentran ubicados en la cara interna de la hoja de las lechugas (Alberts,
citado por Koseki 2003), por lo tanto mas bacterias pueden alojarse en ellos y en
esa misma medida no seran accesibles a los desinfectantes, respecto de las

inoculadas en la cara externa de la hoja de lechuga. (Koseki, 2003).

En este trabajo de investigacién se optd por el método de inoculacioén in situ o de
gota directamente sobre la superficie de las lechugas, al tiempo que en iguales

proporciones se inocularon las caras interna y externa de ellas.
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3. METODOLOGIA

El método de investigacion aplicado al presente estudio corresponde a un método
experimental, sustentado en fuentes secundarias de informacion; la fuente de

datos responde a una investigacion mixta.

Este estudio se desarrollo a través de un método de analisis con el que se evalud
un desinfectante a base de acidos organicos en la desinfeccion de lechuga fresca,

atendiendo a un protocolo que incluye diferentes técnicas documentadas.

3.1. Protocolo
El desarrollo experimental diferencio tres etapas: Caracterizacion, pruebas in vitro

e inoculacion.

Cepas Bacterianas

Como indculo se utilizé una combinacion de suspensiones de dos cepas de E. coli
(ATCC 8739 y ATCC 25922) y una combinacién de suspensiones de dos cepas
de Salmonella spp (Salmonella enteritidis ATCC 13076 y Salmonella typhimurium
ATCC 14028).

Lechugas
Se utilizaron hojas de lechuga Batavia (Lactuca sativa), adquiridas en un punto de

abasto local, provenientes de un mismo cultivo y cosechadas el dia anterior.

3.1.1. Etapa I. Caracterizacion

Andlisis de caracterizacion

En esta etapa se realizaron tres repeticiones por triplicado en dias diferentes.
(Total de muestras 9). Se realizé determinacion de E. coli e investigacion de

Salmonella spp en lechugas fresca
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La determinacion de E.coli y Salmonella spp se realiz6 siguiendo el protocolo

descrito por Holguin y colaboradores (1998).

Preparacién de las lechugas

Las lechugas a analizar se despojaron de sus dos o tres hojas externas, con
ayuda de un cuchillo se les retir6 el centro de la cabeza y las hojas restantes se
lavaron con agua potable a chorro durante 1 minuto. Las hojas intactas lavadas se

cortaron en trozos de 5x5 cm con bisturi estéril. (Ver figura 1).

Figura 1. Corte de trozos de lechugas con plantilla estéril

Se pesaron 11 gramos de trozos de hojas de lechuga, se llevaron a 99 ml de
Agua Peptona Tamponada (APE) 0.1% para determinacion de E. coli por técnica
de NMP, utilizando Caldo Lauril Sulfato mas MUG. La deteccion de E.coli en esta
técnica se confirmdé mediante prueba de indol por adicion de reactivo de Kovac’s.
Paralelamente se realiz6 el recuento en placa de E.coli utlizando agar

cromogénico para coliformes (Agar Chromocult, marca Merck).
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Para el aislamiento de Salmonella spp se pesaron 25 gramos de trozos de hojas
de lechuga, se llevaron a 225 ml de agua peptona tamponada (APT) como medio
de enriquecimiento no selectivo con incubacion a 37 °C x 24 horas. El
enriquecimiento selectivo se realizdé en caldo Selenito-Cistina y caldo Rappaport
con incubacion a 37 °C x 24. La etapa de crecimiento en medios selectivos se
realizd sobre placas de agar SS (Salmonella Shigella) con incubacion a 37 ° C x
24 horas.

La confirmacion de Salmonella spp se realiz6 mediante tres pruebas bioquimicas:
fermentacién de azucares en agar TSI, lisina utilizando el agar LIA y prueba de
Citrato, en medios inclinados con incubacién a 37 °C x 24 horas.

3.1.2. Etapa ll. Prueba in vitro

Preparacion del in6culo

Cada una de las cuatro cepas (dos de E.coli y dos de Salmonella spp) se cultivd
individualmente en 10 ml de caldo tripticasa de soya; la incubacién se realiz6 a 37
°C durante 24 horas; posteriormente se realiz0 transferencia con asa a tres
intervalos sucesivos de 24 horas en el mismo caldo.

Una vez transcurrido este tiempo, las células de cada cepa se recogieron por
centrifugacion (3500 rpm, 15 minutos, 20 °C. Centrifuga Hettich Referencia Rotofix
32 A), y el pellet resultante se resuspendié en 5 ml de buffer fosfato estéril pH 7.2.
(Ver Figura 2).

Se combinaron voliumenes iguales de la suspensiéon de células de cada cepa de
E.coli y lo mismo se hizo con Salmonella spp, con el fin de alcanzar poblaciones
aproximadamente iguales de cada una en la combinacion del inéculo final. Los
in6culos que se obtuvieron de los dos patdgenos, se mantuvieron a 22 +2°Cy se

aplicaron dentro de las dos horas posteriores a su preparacion.
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Figura 2. Centrifugacion de cultivos de patégenos

Se realizaron diluciones seriadas hasta 10® en agua peptona estéril (APE) al 0.1%.
de las suspensiones de cada patdgeno individualmente, asi como de los
patdgenos en combinacion (E. coli separado de Salmonella spp). Posteriormente
para confirmar las poblaciones de cada uno de los patégenos se realiz6 por
duplicado siembra de 0.1 ml en profundidad utilizando agar tripticasa de soya y se

incub6 por 24 horas a 37 °C.

Preparacion de soluciones del desinfectante a base de mezcla de acidos
organicos (Citrosan®)

Se prepararon soluciones del desinfectante a base de acidos organicos
(Citrosan®) con agua destilada estéril (30 minutos antes de iniciar la prueba), a
tres concentraciones diferentes: 1000, 1200 y 2000 ppm. Como control se utilizé
buffer fosfato pH 7.2 y como neutralizante del desinfectante se utiliz6 Caldo
Letheen Modificado (Caldo MLTB marca Difco).

Prueba de evaluacion del desempefio del desinfectante a base de acidos
organicos (Citrosan®).
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Este procedimiento se llevo a cabo por triplicado. Se evaluaron cuatro tiempos de

contacto del desinfectante: 0, 3, 5y 7 minutos.

A partir de los inéculos obtenidos (10° UFC/mI) de los dos patdgenos E. coli y
Salmonella spp (por separado), se realizaron diluciones seriadas en agua peptona
estéril 0.1% para obtener un inéculo de trabajo con una poblacién de 10° UFC/m.
Para confirmar las poblaciones de cada uno de los patdgenos se realizd siembra
por duplicado de 0.1 ml en profundidad utilizando agar tripticasa de soya y se

incubo por 24 horas a 37 °C.

Se tomaron tres tubos con 2 ml de cada concentracion de ensayo (1000, 1200 y
2000 ppm) del desinfectante Citrosan® y un cuarto tubo conteniendo 2 ml de
buffer fosfato estéril que correspondio al control. A cada uno de estos cuatro tubos
se adiciondé 0.2 ml del inéculo de trabajo de cada patdégeno (combinacién de E.
coli y Salmonella por separado).

Al cumplirse los cuatro tiempos de contacto, se transfirio6 0.1 ml del contenido de
cada uno de tubos a otros cuatro tubos conteniendo 10 ml de Caldo Letheen para
neutralizar la accion del desinfectante. Estos tubos se incubaron por 24 horas a
37 °C y al cabo de este tiempo se realizé la lectura por turbiedad. Posteriormente,
para la confirmacion de crecimiento/no crecimiento a partir de los tubos incubados,
se sembré por estria sobre placas de agar tripticasa de soya y se incub6 por 24
horas a 37 °C.

3.1.3. Etapa lll. Prueba de aplicacion en lechugas
En esta etapa se realizaron 3 replicas en dias diferentes. Cada serie de lechugas
se trabajo por triplicado. (Total de muestras 9).

Se tomaron series de cada una de las repeticiones y se les realizé deteccion de

Salmonella spp y recuento de E.coli, con el fin de tener una identificacién previa de
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estos microorganismos en las hojas de lechuga, antes de ser inoculadas con cada

uno de los patégenos.

Preparacion del in6culo

Cada una de las cuatro cepas (dos de E.coli y dos Salmonella spp) se cultivo
individualmente en 10 ml de caldo tripticasa de soya; la incubacién se realiz6 a 37
°C durante 24 horas; posteriormente se realizé transferencia con asa a tres
intervalos sucesivos de 24 horas en el mismo caldo. Una vez transcurrido este
tiempo, las células de cada cepa se recogieron por centrifugaciéon (3500 rpm, 15
minutos, 20 °C. Centrifuga Hettich Referencia Rotofix 32 A), y el pellet resultante

se resuspendio en 5 ml de buffer fosfato estéril pH 7.2.

Se combinaron voliumenes iguales de la suspension de células de las dos cepas
de E.coli y lo mismo de hizo con las dos de Salmonella spp, con el fin alcanzar
poblaciones aproximadamente iguales de cada una de las dos cepas. Los indculos
en combinacion que se obtuvieron de de cada uno de los patdégenos, se
mantuvieron a 22 * 2°C y se aplicaron dentro de las dos horas posteriores a su

preparacion.

Se realizaron diluciones seriadas hasta 10® en agua peptona estéril al 0.1%. de las
suspensiones de cada patdégeno individualmente, asi como de los patdgenos en
combinacion (E. coli separado de Salmonella spp). Posteriormente, para confirmar
las poblaciones de cada uno de los patégenos se realiz6 por duplicado siembra de
0.1 ml en profundidad utilizando agar tripticasa de soya y se incubd por 24 horas a
37 °C.

Procedimiento de inoculacion
A partir de los in6culos combinados obtenidos (10° UFC/mI) de los dos patdgenos

E. coli y Salmonella spp (por separado), se realizaron diluciones seriadas en agua
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peptona estéril APE 0.1% para obtener un indculo de trabajo con una poblacion de
10° UFC/ml. Para confirmar las poblaciones de cada uno de los patégenos se
realizd siembra por duplicado de 0.1 ml en profundidad utilizando agar tripticasa

de soya y se incubd por 24 horas a 37 °C.

Cada uno de los patdgenos se inocul6 directamente en la superficie de los trozos
de hoja lechuga por el método de gota o in situ, utilizando una micropipeta, como

se indica a continuacion.

Se tomaron series de 10 trozos de hoja de lechuga (5 x 5 cm), la mitad de estos
trozos (5 unidades) se inocularon en la cara externa, la otra mitad se inocularon en

la cara interna.

A cada trozo se le inocul6 una cantidad de 50uml de la suspensién de patdégeno,

repartidos en 9 gotas con una micropipeta.

Como control positivo se aplicé el mismo procedimiento de inoculacién a una serie
de 10 trozos de hojas de lechuga que no tuvieron ningun tratamiento con

desinfectante.

Para permitir la adhesién de los patdgenos a la superficie de la hoja de lechuga,
las hojas inoculadas se colocaron en burbujas plasticas semirigidas
termoformadas (tipo domo) y se dejaron secar en una cabina de flujo laminar a
temperatura ambiente (20 C+ 2°) durante 2 horas antes del tratamiento con el

desinfectante. (Ver Figura 3).
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Figura 3. Secado de patdgenos sobre lechugas inoculadas

Tratamiento de las lechugas con desinfectante a base de una mezcla de
acidos organicos (Citrosan®).

A partir del resultado de evaluacidon del desemperfio del desinfectante realizado en
la prueba in vitro (Etapa Il), se obtuvo que la concentracién del desinfectante y el
tiempo de contacto mas efectivo en la inactivacion de los dos patégenos
estudiados fue 2000 ppm y 5 minutos, respectivamente. Estas fueron las dos

variables con las que se realiz6 el tratamiento que se explica a continuacion.

10 trozos de hojas lechuga inoculada se sumergieron en un erlenmeyer de vidrio
de 2 litros de capacidad, con 1.5 litros de la solucién del desinfectante.
Posteriormente, el erlenmeyer se llevé a agitacion (Agitador magnético Corning
PC-420D), a 150 rpm (20 + 2°C) durante 7 minutos a temperatura ambiente (Ver
figura 4). Transcurrido este tiempo, los 10 trozos de hojas de lechuga tratadas en
la solucion desinfectante se retiraron del erlenmeyer, se llevaron a una bolsa de
polietileno estéril donde se pesaron e inmediatamente se les adiciondé 200 ml de
Caldo Letheen para neutralizar la accion del desinfectante. Se procedié a macerar

durante 2 minutos a alta velocidad en un stomacher. (MIX2, Marca AES).
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Figura 4. Tratamiento con desinfectante de lechugas inoculadas

Una vez transcurrido el tiempo de secado, la serie de lechugas correspondientes
al control positivo (inoculadas que no fueron tratadas con desinfectante), se
llevaron a una bolsa de polietileno estéril donde se pesaron e inmediatamente se
les adicion6 200 ml de agua APE 0.1%; finalmente se llevaron a maceracion

durante 2 minutos a alta velocidad en un stomacher.

Después del tratamiento con el desinfectante, se procedidé de la siguiente manera

para determinar la poblacién de cada uno de los patégenos :

Para el recuento de Salmonella spp, a partir del homogenizado de lechuga
obtenido, se sembro por cuadruplicado 0.25 ml en superficie de placas de agar SS
(Salmonella- Shigella); las placas se incubaron a 37 ° C durante 48 horas.
Adicionalmente, a partir del mismo homogenizado se realizaron diluciones
seriadas en agua peptona estéril al 0.1% hasta 10 y para las series de lechuga
control positivo hasta 10* Se sembré por duplicado 0.1 ml en profundidad
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utilizando agar SS (Salmonella- Shigella) y se llevo a incubacion a 37 °C durante
48 horas.

La confirmacion de Salmonella spp se realiz6 mediante tres pruebas bioquimicas:
fermentacién de azucares en agar TSI, lisina utilizando el agar LIA y prueba de

Citrato, en medios inclinados con incubacion a 37 °C x 24 horas.

Para el recuento de E. coli se aplic6 exactamente el mismo procedimiento
adelantado para Salmonella spp, con la variacién en el medio de cultivo utilizado y
el tiempo de incubacion; se sembrdé en agar cromogénico para coliformes
(Chromocult marca Merck) y las placas se incubaron a 37 °C durante 24 horas. La
presencia de E. coli se confirmé a partir de una transferencia a tubos con caldo
cromogénico con MUG para evidenciar produccion de gas, fluorescencia e indol

mediante adicidn de reactivo de Kovac'’s.

3.2. Procesamiento y Analisis de la informacién

Estimacién de la reduccion de la poblacion de los patégenos

La reduccién de la poblacion de cada uno de los patdgenos en la lechuga, se
estimo obteniendo la diferencia entre el Log UFC/g del control positivo (lechugas
inoculadas y no tratadas con desinfectante) y el Log UFC/g de las lechugas
tratadas con el desinfectante Citrosan®.

En la Etapa de caracterizacion, se estimé un valor intermedio de 5 UFC/g (0.7 Log
UFC/g) para aquellos casos donde los recuentos obtenidos de E.coli se ubicaron
por debajo del limite de deteccion (< 10 UFC/g). Esto Unicamente para efectos del
tratamiento estadistico de los datos.
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El tratamiento estadistico de los resultados de la etapa de inoculacion se realizo
aplicando un Modelo lineal generalizado, a través de un analisis de varianza de los

distintos factores (Sofware Statgraphics Centurion XV).
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4. RESULTADOS

En la etapa de caracterizacion, los resultados revelaron ausencia de
Salmonella/25 g para todas las muestras de lechuga analizadas, en tanto que los
niveles de E.coli estuvieron en 1.02 +0.46 Log UFC/g.

La prueba in vitro realizada por triplicado, mostré la inhibicion de los dos
patbgenos Salmonella spp y E. coli a una concentraciéon de 2000 ppm del

desinfectante Citrosan® y 5 minutos de contacto.

Se pudo inferir que bajo las condiciones ensayo, E. coli es mas sensible al
producto respecto a Salmonella spp. Estos resultados se muestran en los cuadros
2y 3.

Cuadro 2. Resultados prueba in vitro Salmonella spp

Tubos positivos Salmonella spp

Tiempo de contacto Concentracion desinfectante (ppm)
(minutos) 1000 1200 2000

0 3 3 3

3 1 3 3

5 0 2 0

7 1 2 1

Cuadro 3. Resultados prueba in vitro E. coli

Tubos positivos E. coli

Tiempo de contacto Concentracién desinfectante (ppm)
(minutos) 1000 1200 2000

0 3 3 3

3 1 1 1

5 2 2 0

7 0 1 0
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La determinacion de Salmonella spp antes de la inoculacidén con los patdégenos
arrojo ausencia en 25 g para todas las series de lechugas analizadas. En cuanto

a E. coli, se encontraron poblaciones de 1.04 + 0.29 Log UFC/g.

Los in6culos de trabajo utilizados estuvieron en 5.45 + 0.43 Log UFC/ml para las
cepas de E. coli y 5.40 + 0.68 Log UFC/ml para las cepas de Salmonella spp,
partiendo de cultivos de 9.41+0.63 Log UFC/ml y 9.32 = 0.70 Log UFC/ml,

respectivamente.

El cuadro 4 muestra las reducciones de la poblacién de E. coli y Salmonella spp
inoculadas en las lechugas, después del tratamiento con el desinfectante a base
de acidos organicos (Citrosan®); fueron de 2.09 £+ 0.14 Log UFC/gy 0.98 £ 0.19
Log UFC/g, respectivamente.

Los resultados de reduccion de E. coli en los recuentos de los controles positivos,
respecto de las lechugas tratadas con el desinfectante a base de acidos organicos

(Citrosan®), mostraron diferencia significativa con un nivel de confianza del 95%.

También se obtuvo diferencia significativa en la reducciéon de las poblaciones de

Salmonella spp después del tratamiento con el desinfectante Citrosan®.

Cuadro 4. Efecto de la mezcla de acidos organicos Citrosan® frente a E. coli y

Salmonella spp en lechugas inoculadas.

. Control positivo  Tratamiento con Citrosan®  Reduccion Logaritmica
Patégeno

(Log UFC/g) (Log UFC/g) Log UFC/g
E.coli 4.44 +0.17* 2.36 +£0.21 2.09+0.14
Salmonella spp 2.33+0.12 1.35+0.25 0.98 + 0.19

* Cada valor representa el promedio de tres repeticiones + la desviacion estandar
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5. DISCUSION DE RESULTADOS

Los resultados de la prueba in vitro, relevaron el mejor desempeiio del
desinfectante a base de acidos organicos (Citrosan®) en la eliminacion de E.coli y
Salmonella spp a una concentracion de 2000 ppm y 5 minutos de contacto,
respecto a las concentraciones inferiores ensayadas de 1000 y 1200 ppm. Este
hecho puede sustentarse por el tamafio de indculo utilizado (10° UFC/g) con los
dos patégenos, el cual corresponde a poblaciones altas, de acuerdo con estudios
realizados por Koseki y colaboradores (2003), en los cuales diferencia altos
inoculos (10°-10° UFC/g) de bajos indculos (103-10* UFC/g). Por su parte
Weissinger (2000), distingue poblaciones de 103-10* UFC/g como indculos altos y

de 10° -10! UFC/g como in6culos bajos.

En este estudio, la caracterizacion inicial mostré que las lechugas originalmente
contenian poblaciones de E. coli que estuvieron entre 10° y 10* UFC/g, en tanto
que la deteccion de Salmonella spp fue negativa en todos los analisis.

Los resultados de recuperacién de los patégenos inoculados en los controles
positivos revelaron que parte de la poblacién inoculada permanecio en las hojas
de lechuga. En este sentido, estudios previos afirman que las bacterias pueden
adherirse a la superficie de la hoja de tal forma que es imposible para el
desinfectante acceder a ellas. Koseki y colaboradores (2003), realizaron estudios
en lechugas que revelan la influencia del método y sitio de inoculacién en la
eficacia de los desinfectantes, demostrando que se dan amplias diferencias en la
recuperacion de patégenos a partir de las hojas inoculadas directamente en la
superficie interna respecto de la superficie externa. El autor argumenta que los
patdgenos inoculados en la superficie externa de la hoja son mas facilmente

eliminados o removidos por los desinfectantes.
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Los estomas generalmente se encuentran en la superficie interna de la hoja
(Alberts, citado por Koseki (2003), por lo tanto la inoculacion en este punto
favorecera que mas bacterias se adhieran a ellos y estén menos expuestas a la

accion del desinfectante.

Para este estudio, se aplicd el método de inoculacion de los patdgenos
directamente en las hojas de lechuga, combinando en iguales proporciones los

trozos inoculados en la superficie interna como en la superficie externa de la hoja.

Weissinger y colaboradores (2000), realizaron estudios utilizando también el
método de inoculacidn directa; en ellos no se distinguid el sitio inoculado de la

superficie de la hoja de lechuga, obteniendo resultados con amplias desviaciones.

Los resultados obtenidos en las pruebas de inoculacion, mostraron que la
reduccion de la poblacién de Escherichia coli fue significativamente superior a la
que se observé en Salmonella spp .Este resultado es congruente con la respuesta
obtenida en la prueba in vitro, donde E. coli mostr6 mayor sensibilidad al

tratamiento con el desinfectante Citrosan®
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6. CONCLUSIONES

. El tratamiento de lechuga fresca con el desinfectante a base de &cidos
organicos Citrosan® redujo in6culos altos (10° UFC/g) de los patdgenos E.
coli y Salmonella spp en 2.09 + 0.14 Log UFC/g y 0.98 £ 0.19 Log UFC/g,
respectivamente. Esta respuesta corresponde a reducciones superiores al

99% para E. coli y cercanas al 90% en Salmonella spp.

. Los resultados obtenidos para las dosis de uso evaluadas del Citrosan®,
mostraron la mayor efectividad del desinfectante frente a E. coli y
Salmonella spp a una concentracion de 2000 ppm.

. Se determin6 que 5 minutos de contacto del desinfectante Citrosan®
frente a las cepas de los patégenos E. coli y Salmonella spp, es el tiempo

gue produce la mejor accion antimicrobiana a las dosis de uso evaluadas.

. Los ensayos in vitro y de inoculacion demostraron mayor sensibilidad del
patbgeno E.coli respecto a Salmonella spp frente al tratamiento de

desinfeccién con Citrosan®.

. El desinfectante a base de &cidos organicos Citrosan® constituye una
alternativa efectiva y segura como tratamiento para reducir
microorganismos patdgenos en vegetales que generalmente se consumen

crudos.

. El procedimiento utilizado en este estudio para determinar la efectividad del

Citrosan® en la descontaminacion de lechugas, constituye un método para
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hacer una evaluacién razonable de otros desinfectantes en diferentes

vegetales de hoja como la lechuga.

La prevencidbn como mecanismo para reducir el riesgo microbioldgico
asociado al consumo de vegetales frescos aplicado desde el cultivo y hasta
el consumidor final, esta relacionado con mejores resultados en los

tratamientos de desinfeccion.

Concluyo que la responsabilidad de gerenciar programas de inocuidad de
alimentos, implica grandes retos que parten desde el conocimiento previo
de las necesidades, riesgos e impacto sobre la poblacién; asi como
innumerables compromisos que demandan de una figura lider, propositiva y

dindmica, capaz de lograr una gestion efectiva.

El aporte desde la gerencia de inocuidad debe fundamentarse en promover
las buenas practicas a lo largo de la cadena productiva, de esta manera el
objetivo de llevar al consumidor productos inocuos, serd razonablemente
alcanzable, entendiendo que los desinfectantes contribuyen a la reduccién

de los patégenos presentes mas no a la completa eliminacion.
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7. RECOMENDACIONES

Ante los resultados obtenidos respecto a la efectividad del desinfectante
Citrosan® en la reduccién de las poblaciones de E. coli y Salmonella spp en
lechuga utilizando in6culos altos (10° UFC/g), se esperarian niveles
superiores de reducciéon ensayado con indculos bajos, del orden de 10°-

10* UFC/ml; por lo tanto resulta conveniente avanzar en estos ensayos.

Es pertinente incluir en pruebas futuras a Listeria monocytogenes dentro el
grupo de patdégenos enfrentados a la accion desinfectante del Citrosan®,
dada su implicacion en enfermedades transmitidas por alimentos asociadas

a vegetales crudos.

Es de alta relevancia distinguir para la inoculacion de microorganismos en
este tipo de pruebas, tanto la superficie interna como la externa de la hoja
de los vegetales, dada la amplia variabilidad de resultados que pueden

presentarse.

Se recomienda acompafar con evaluacion sensorial las pruebas de
evaluacion de capacidad desinfectante del Citrosan® aplicado a lechuga a

las condiciones de ensayo consideradas en este estudio.
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9. ANEXOS

UCI

Universidad para la Cooperacion Internacional

University for Intermational Cooperation

Anexo 1. ACTA (CHARTER) DEL PROYECTO FINAL DE GRADUACION (PFG)

Nombre y apellidos:
Lugar de residencia:
Institucion:

Cargo / puesto:

SONIA JAIMES SUAREZ

Medellin, Colombia

Tecnas S.A

Asesora Técnica Division Limpieza, Desinfeccion

e inocuidad

Informacidn principal y autorizacion del PFG

Fecha:

Nombre del proyecto:

Evaluacion de un producto a base de
acidos organicos (Citrosan®), frente a
E.coli y Salmonella spp, en la
desinfeccion de lechuga fresca.

Areas de conocimiento:
- Microbiologia de Alimentos
- Microbiologia de los vegetales
- Inocuidad de alimentos

Areas de aplicacion:

- Servicios de alimentacion
industrial

- Restaurantes

- Plantas de vegetales

minimamente procesados

Fecha de inicio del proyecto:
Febrero 7 de 2011

Fecha tentativa de finalizacién:
Mayo 7 de 2011

Tipo de PFG: (tesina/ articulo)

Tesina
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Objetivos del proyecto:

Objetivo General:
Determinar la reducciéon de E.coli y Salmonella spp sobre lechuga fresca utilizando
un producto desinfectante a base de acidos organicos.

Objetivos especificos:
1. Evaluar la concentracion de uso de un producto a base de &cidos organicos
recomendada por el fabricante en la desinfeccion de lechuga fresca.
2. Determinar el tiempo de contacto para la desinfeccion de lechuga fresca
con un producto a base de acidos organicos.

Descripcion del Proyecto:

Etapa 1. Caracterizacion de bacterias Coliformes y Salmonella spp en lechuga
fresca. Lo que se pretende en esta etapa es determinar la prevalencia de estos
microorganismos en lechugas frescas antes de un tratamiento de desinfeccion.

El trabajo de laboratorio se realizard en al Laboratorio de Microbiologia de la
Fundacion INTAL (Instituto de Ciencia y Tecnologia Alimentaria), el cual es un
centro de investigacion y formacién técnica en el sector Agroalimentario, filial de
la compafiia para la cual laboro. De esta manera las pruebas de laboratorio se
desarrollardn bajo mi direccion y acompafiamiento, apoyada en el personal
analista (Microbiologos de Alimentos).

Etapa 2. Pruebas in vitro del poder bactericida del producto a base de &cidos
organicos utilizando cepas de E.coli y Salmonella spp para determinacion de la
concentracion y tiempo de contacto.

Etapa 3. Pruebas de uso del producto a base de acidos organicos en la
desinfeccion de lechugas frescas.

La prueba de uso consiste en desinfectar lechugas frescas inoculadas con E. coli
y Salmonella spp, y determinar el efecto de reduccion sobre estos
microorganismos.
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Necesidad del proyecto:

En Colombia el principio activo mas utilizado en la desinfeccion de vegetales es el
hipoclorito de sodio, lo que obedece en primera instancia a su bajo costo asi como
su facil alcance. En muchos casos se emplea en concentraciones mayores a las
permitidas, con el consiguiente riesgo quimico para el consumidor, ademas de las
alteraciones organolépticas en los vegetales. Ante este panorama, se hace
necesario considerar principios activos como los de origen natural que mitiguen los
efectos mencionados.

Justificacion de impacto del proyecto:

Los &cidos organicos por su caracter natural, al ser usados en propositos de
desinfeccién de vegetales, ofrecen ademas de una buena actividad antibacterial,
efectos mas amigables con quienes los manipulan y consumen aplicados en
alimentos, al tiempo que resultan menos agresivos con el medio ambiente y con
las superficies con las que entran en contacto.

Restricciones:
N.A

Entregables:
PFG tipo tesina impresa y en medio magnético segun requerimientos establecidos.

Identificacidén de grupos de interés:

Cliente(s) directo(s): Servicios de alimentacion industrial, restaurantes, plantas de
vegetales minimamente procesados.

Cliente(s) indirecto(s): publico consumidor de vegetales frescos u otros alimentos
que los contengan.

Aprobado por (Tutor):
Dra. Mayra Marquez Gonzalez Firma:

Estudiante:

. . , Firma:
Sonia Jaimes Suarez
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