l DISTRIBUCION Y ALIMENTACION —

Para asegurar la calidad e inocuidad M é t o) d oS
para la desinfeccion
de frutas y hortalizas

de frutas y hortalizas hay que minimizar
la contaminacion de los productos con
microorganismos patogenos que puedan
afectar la salud del consumidor.

Introduccion

La contaminacién superficial
de frutas y hortalizas varfa en nu-
mero y tipo, dependiendo del pro-
ducto y del manejo, previo y pos-
terior a la cosecha, que dicho pro-
ducto haya recibido. Por ejemplo,
en trabajos previos se ha determi-
nado que la flora superficial de
manzanas recién cosechadas es
del orden de 106 microorganis-
mos por fruto. Sin embargo, este
nimero se eleva a valores de has-
ta 108 por fruto en el caso de
manzanas transportadas a granel
para uso industrial.

Muchos de estos microorga-
nismos estdn asociados a particu-
las de tierra u otro tipo de sucie-
dad adherida a la fruta, en cuyo
caso la remocion es relativamente
sencilla. Sin embargo existe flora
asociada cuya remocién es dificil
ya que se encuentran formando
biofilms superficiales o estdn ocu-
pando lugares poco accesibles co-
mo aberturas naturales o heridas.

Para asegurar la calidad e
inocuidad de las frutas y hortali-
zas es necesario minimizar la con-
taminacién de los productos con
microorganismos patdgenos que
puedan afectar la salud del consu-
midor. A su vez, es de suma im-
portancia, reducir al mdximo el
indculo de patégenos vegetales
que puedan afectar la calidad del
producto durante el almacena-
miento poscosecha.

Existen varios métodos para
reducir la flora superficial de fru-
tas y hortalizas. Cada método tiene
ventajas y desventajas dependiendo
del tipo de producto y del proceso.

En general los métodos utili-
zados se basan en procesos fisicos
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y/o quimicos. Entre los métodos
fisicos podemos mencionar la re-
mocioén mecanica, los tratamien-
tos térmicos, y la irradiacién. Los
métodos quimicos involucran el
uso de agentes quimicos como
desinfectantes superficiales. En
general estos desinfectantes qui-
micos se utilizan en soluciones
acuosas, sin embargo existen al-
gunos casos de desinfectantes ga-
S€0S0s.

Cuando se evalda la accién
de un método desinfectante en ge-
neral se determina la reduccién de
la carga microbiana alcanzada con
el tratamiento. Esta reduccion se
puede expresar en porcentaje, en
6rdenes o unidades logaritmicas
(log). Por ejemplo si la carga ini-
cial de una fruta se expresa como
106 microorganismos/cm?, una re-
duccién de 2 Oordenes significa
que luego del tratamiento la carga
remanente es de 104 microorga-
nismos/cm?, lo cual corresponde a
un 99% de reduccién de la carga.
Si la reduccién es del 99,9% sig-
nifica que la flora microbiana su-
perficial baj6é 3 érdenes y por lo
tanto la carga microbiana rema-
nente es de 103 microorganismos/
cm?. Es importante tener esto en
cuenta a la hora de elegir un des-
infectante. Si la carga inicial del
producto es alta por ejemplo
1.000.000 de microorganismos
por cm?, un desinfectante que baje
esta carga un 90% dejard una car-
ga remanente de 100.000 microor-
ganismos/cm?’.

Tratamientos térmicos

Los tratamientos térmicos in-
cluyen el curado e inmersién en
agua caliente.
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Curado: El curado es un tra-
tamiento térmico en el cual el
producto es sometido a tempera-
turas y humedades relativas altas
durante varios dias. La aplicacién
de este tratamiento ayuda a dismi-
nuir la aparicién de algunas enfer-
medades, como por ejemplo mo-
ho verde en citrus (Strange y Ec-
kert, 1994). Segiin Plaza y cola-
boradores (2003) un periodo de
65 horas a 33°C para naranjas
Salustiana controla eficazmente el
desarrollo de moho verde en fruta
inoculada.

Las investigaciones de Zhang
y colaboradores (2005) demues-
tran que un curado de 48 horas a
35°C y 96% de humedad relativa
son suficientes para controlar el
desarrollo de P. digitatum en heri-
das de naranjas Valencia. Estos
investigadores sugieren que los
mecanismos por los cuales se
controla el desarrollo del moho
verde por curado podrian ser los
siguientes: a) inhibicién de la ger-
minacién de las esporas fungicas
debido al tratamiento b) produc-
cién de lignina en las heridas y
curado de las mismas c¢) produc-
cién de fitoalexinas en las heridas.

Reafirmando este concepto,
trabajos como el de Fallik y cola-
boradores (1996) y el de Leve-
rentz y colaboradores (2003) de-
muestran un efecto benéfico en el
control de P. expansum en manza-
nas al almacenar la fruta a 38 °C
por 96 horas. Concluyen que se
trata de tratamientos con efecto
curativo debido no solamente a la
inhibicién de la germinacién del
patdgeno.

Inmersion en agua caliente:
El tratamiento térmico por inmer-



sién en agua caliente es otro mé-
todo fisico utilizado para lograr
una sanitizacion superficial en ve-
getales. En general se trata de
procesos cortos en los que los
productos son tratados con agua
caliente a temperaturas entre 50-
70°C, dependiendo del producto a
tratar.

Segtin los estudios de Pao y
Davis (1999) utilizando un trata-
miento de inmersién en agua a 70
°C durante 2 min es posible dis-
minuir la carga superficial de E.
coli en naranjas, en 5 Ordenes/
cm?. Ben Yehoshua (2003) de-
mostré que una inmersién durante
2 minutos en agua caliente a 53°C
prevenia la aparicién de sintomas
en fruta citrica inoculada con
Penicillium digitatum.

Por su parte, Fallik y colabo-
radores (1996) disefiaron y paten-
taron en Israel, un sistema que
conjuga dos métodos fisicos: la
remocién mecdnica y el trata-
miento con agua caliente. El sis-
tema involucra el uso de cepillos
que actian en la superficie del
producto mientras el mismo es
tratado con una lluvia de agua
caliente durante 10 a 30 segun-
dos. Segtn sus resultados este sis-
tema logra una disminucién de
hasta 4 6rdenes en la flora super-
ficial del producto (Schirra et al.,
2000).

En este ensayo se conjugan
dos métodos fisicos de control, la
remocién mecdnica utilizando ce-
pillos y el tratamiento con agua
caliente. En este tipo de trata-
miento, es de suma importancia
controlar estrictamente las condi-
ciones (temperatura y tiempo) y
adecuarlas al producto a tratar, de
forma de minimizar los posibles
cambios adversos en la textura y
color.

Otro factor a considerar es la
calidad del agua utilizada. Si bien
el gradiente de temperaturas entre
el agua de tratamiento y el producto
a tratar es tal que no se produce
infiltracién de contaminantes pre-
sentes en el agua de lavado dentro
del producto, es importante que el
tratamiento se realice con agua
que cumpla con los requisitos de
potabilidad.

Agentes desinfectantes

Los tratamientos con agentes
desinfectantes se hacen en solu-
cién acuosa por inmersién o as-
persion. El alcance del tratamien-
to depende del compuesto desin-
fectante y de los microorganismos
que se quiera eliminar. Su eficacia
varfa con la concentraciéon del
agente, y en mayor o menor medi-
da con la temperatura, el pH, el
tiempo de contacto y el contenido
de materia orgdnica.

Dentro de los agentes desin-
fectantes utilizados para tratar
frutas y hortalizas se encuentran:
compuestos halogenados, &cidos,
amonio cuaternarios y compues-
tos de oxigeno activo.

Compuestos clorados

Cloro, sales de hipoclorito y
dioxido de cloro

El cloro es el desinfectante
mas utilizado en la industria ali-
mentaria. Debido a su bajo costo,
se ha utilizado ampliamente para
desinfecciéon de superficies en
contacto con alimentos y también
para reducir la carga microbiana
del agua utilizada en diferentes
operaciones. En general se utili-
zan soluciones acuosas de hipo-
cloritos o de cloro gas. Cuando el
cloro se disuelve en agua se forma
acido hipocloroso y 4cido clorhi-
drico estableciéndose un equili-
brio entre las distintas sustancias

(1).

ClL,+H,0 < HOCI+H"+Cl

HOC1 -5 H"+0CI

ey
(@)
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A su vez el dcido hipoclo-
roso (2) estd en equilibrio con su
forma disociada. Es asi que las
soluciones de cloro contienen mo-
léculas de HOCI (4cido hipoclo-
roso) y sus iones H* y ClO en
equilibrio. De ellos, la forma no
disociada del acido (HOCI) es la
forma activa frente a los microor-
ganismos. Cuando se disuelve
hipoclorito en agua la reaccién
que ocurre es la (2) a la inversa,
es decir el i6n hipoclorito forma-
do en la disolucién de la sal for-
ma dcido hipocloroso, estable-
ciéndose el mismo equilibrio.

El equilibrio entre estas sus-
tancias quimicas depende del pH.
Al descender el pH, el equilibrio
(2) se desplaza hacia la forma no
disociada, o sea el 4cido hipo-
cloroso predomina por lo que la
accién antimicrobiana es mayor.
Los porcentajes de dcido hipoclo-
roso a pH 6 y 8 son de 97 y 23%
respectivamente. Sin embargo a
pH més bajos el equilibrio de la
reaccién (1) se desplaza a la for-
macién de cloro gas el cual se li-
bera pudiendo producir intoxica-
ciones en los aplicadores. Por lo
tanto, el pH es un factor de suma
importancia a tener en cuenta en
las soluciones de cloro. Utilizan-
do soluciones de pH 6 se logra
conseguir alta efectividad y esta-
bilidad.

El modo de accién del dcido
hipocloroso se basa en su capaci-
dad oxidante. Es altamente reac-
tivo en presencia de materia orga-
nica, reaccionando con muchos
grupos funcionales oxiddndolos.
Su capacidad de destruir microor-
ganismos depende de la cantidad
de cloro residual libre, es decir el
dcido hipocloroso restante des-
pués de reaccionar con la materia
orgdnica presente en el agua. Co-
mo resultado de la reaccion con la
materia orgdnica, el 4cido hipo-
cloroso forma cloro gas pero tam-
bién trihalometanos como el clo-
roformo de posible accién cance-
rigena. Es por eso que existe pre-
ocupacién por los operarios que
utilizan estos desinfectantes.

La exposicién a vapores de
cloro por tiempos prolongados
puede causar irritacién en la piel
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Logaritmo de la concentracion de
esporas sobrevivientes luego de 30
segundos de contacto con soluciones de
diferentes concentracion de diferentes
desinfectantes, a 25°C y 5-7°C.

La figura 1A muestra la accion del
dioxido de cloro, la figura 1B
corresponde al acido peracético y la
figura 1C al hipoclorito de sodio.
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y el tracto respiratorio. Segin la
Administraciéon de Salud y Segu-
ridad Ocupacional de EEUU
(OSHA) el limite de exposicién
para trabajadores es de lppm en
aire y se recomienda no mds de
0.5 ppm en aire en jornadas de 10
horas durante semanas de trabajo
de 40 horas (OSHA). A su vez, la
posible formacién de compuestos
organoclorados durante el trata-
miento de fruta y hortalizas con
cloro también es un peligro poten-
cial para estos operarios.

El efecto de soluciones de
hipoclorito sobre microorganis-
mos en la superficie de frutas y
hortalizas estd bien documentado.
En general se utiliza en concen-
traciones entre 50 y 200 ppm du-
rante 1 6 2 minutos (FDA, 2001).
Las médximas reducciones alcan-
zadas son de aproximadamente 2
ordenes, siendo en muchos casos
similares a las alcanzadas por tra-
tamiento con agua. Por ejemplo,
Pao y Davis (1999) demostraron
que la cantidad de Escherichia
coli inoculada en superficie de na-
ranjas se reducia 2 O6rdenes/cm?
luego de la inmersién en solucién
de 200ppm de cloro por 8 minu-
tos, siendo esta reduccién apenas
superior a la alcanzada por inmer-
sién en agua. En esta misma li-
nea, Winniczuk (1994) demostrd
que la inmersién de naranjas en
soluciones de 1000 ppm de 4cido
hipocloroso por 15 segundos lo-
graba una reduccién del 90% de
la flora superficial en compara-
cién con el 60% lograda por in-
mersion en agua.

Sin embargo existen trabajos
que muestran reducciones mayo-
res, tales como el de Wu y cola-
boradores (2000). En dicho traba-
jo se documenta la reduccién de 7
6rdenes en la carga de Shigella
sonnei sobre hojas enteras de pe-
rejil por inmersién en una solu-
ci6én de 250ppm de cloro libre du-
rante 5 minutos.

Dioxido de cloro

Su eficacia depende mucho
menos del pH y el contenido de
materia orgdnica que la accién del
dcido hipocloroso o del cloro.
Presenta un gran poder oxidante,
incluso mayor al del cloro. Sin

embargo es altamente inestable,
se descompone a temperaturas su-
periores a los 30°C y al ser ex-
puesto a la luz. Debe tenerse en
cuenta que el diéxido de cloro a
concentraciones por encima de
10% es explosivo, por lo que de-
bido a esto y a su alta reactividad
no puede ser trasladado en forma
concentrada. En general se utili-
zan generadores in situ.

Los principales productos de
reaccion frente a la materia orga-
nica son cloritos y cloratos, no
formédndose trihalometanos como
en el caso del 4cido hipocloroso
(Dychdala, 1991).

El uso de diéxido de cloro
como agente desinfectante de fru-
tas y hortalizas no estd tan estu-
diado como el uso del hipoclorito.
En general las concentraciones
efectivas de di6xido de cloro son
bastante menores que las corres-
pondientes de hipoclorito.

Rodgers 'y colaboradores
(2004) determinaron la eficacia in
vitro de diéxido de cloro (3 y
Sppm) sobre Escherichia coli
O157:H7 y Listeria monocyto-
genes. En las condiciones del en-
sayo ambos patégenos fueron dis-
minuidos en aproximadamente 5
ordenes en 19 a 21lseg. Con res-
pecto a su uso frutas y hortalizas,
Zhang y Faber (1996) demostra-
ron que cuando se inoculan hojas
de lechuga con Listeria monocy-
togenes y luego se sumergen en
solucién de diéxido de cloro 5
ppm por 10 minutos la reduccién
de la carga es 1.1 6rdenes mayor
que la obtenida por tratamiento
con agua.

Singh y colaboradores (2002)
también observaron una reduc-
cién de aproximadamente 1.5 6r-
denes en la carga de Escherichia
coli O157:H7 inoculada sobre ho-
jas de lechuga luego de 10 minu-
tos de inmersién en una solucién
de 10 ppm de diéxido de cloro,
comparado con una reduccién de
1 orden cuando la muestra era tra-
tada en agua.

Segiin FDA (2001) las con-
centraciones no deben superar los
5 ppm para el tratamiento de fru-
tas y hortalizas sin pelar. A su
vez, el limite de exposicién de



trabajadores en EEUU es de 0.1
ppm en aire segiin OSHA.

Algunas formulaciones co-
merciales contienen lo que se co-
noce como "diéxido de cloro esta-
bilizado".

En realidad se trata de solu-
ciones de clorito de sodio
buffereadas con bicarbonato o
fosfatos, los cuales manteniendo
un pH alto estabilizan el clorito
de sodio. El poder oxidante del
clorito de sodio es mucho menor
que el del diéxido de cloro y por
lo tanto su accién antimicrobiana
también es mucho menor.

Sin embargo, llevando la so-
lucién a pH 4cido, se forma di6xi-
do de cloro a partir del clorito en
solucién. El uso del clorito acidi-
ficado, en concentraciones entre
500 y 1200 ppm, ha sido aproba-
do como sanitizante de frutas y
verduras por la FDA de Estados
Unidos (Parish et al., 2003). Se
aprueba su uso en conjunto con
dcidos reconocidos como seguros
(GRAS), tanto para bafio como
para aplicaciébn por aspersién
(CFR, 2000).

Compuestos amdnicos
cuaternarios (Quats)

Son surfactantes catidnicos
utilizados para la desinfeccién de
paredes, suelos, equipos y super-
ficies en contacto con los alimen-
tos en las plantas de procesamien-
to de frutas y hortalizas. En el
caso de alimentos la FDA no
aprueba su uso, a menos que el
producto sea pelado antes de su
consumo (FDA, 2001).

Presentan algunas ventajas
sobre otros desinfectantes, ya que
no son corrosivos y son estables a
altas temperaturas. Sin embargo
su espectro de accién antimicro-
biana es menor que la de los sani-
tizantes clorados. Son muy efica-
ces frente hongos, levaduras y
bacterias Gram positivas como L.
monocytogenes, mientras que su
accion es menor frente a bacterias
Gram negativos como coliformes
o Salmonella spp. Sin embargo,
debe tenerse en cuenta que la ac-
tividad antimicrobiana varfa se-
gun el amonio cuaternario utiliza-
do (Marriott, 1999).

Logaritmo de la concentracion de
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esporas sobrevivientes de Penicillium
expansum luego de 30 segundos de
contacto, a 25°C, con soluciones de
diferentes concentracion de diferentes

desinfectantes: dioxido de cloro 2ppm

(1), acido peracético 80 ppm (2), diéxido
de cloro 5 ppm (3), perdoxido de
hidrégeno 3% (4), hipoclorito 100 ppm

(5) y 200ppm (6).

. log concentracion inicial
[] 'og concentracién final
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Tratamiento

El modo de accién antimi-
crobiana se puede resumir en una
adsorcion del compuesto a la su-
perficie microbiana, una posterior
difusion al interior de la célula,
unién a la membrana citoplasmd-
tica y ruptura de la misma con li-
beracién de contenido citoplas-
matico (Merianos, 1991). Debido
a su actividad surfactante, tienen
buena capacidad penetrante y
pueden formar films antimicro-
bianos sobre la superficie del pro-
ducto. No se descompone en su
accién frente a microorganismos,
dejando residuos sobre el protan-
tes varfa con el tipo de 4cido y el
microorganismo que se busca in-
hibir. Su aplicacién puede tener
efectos negativos en propiedades
sensoriales como el sabor y el
aroma de los productos tratados.

Los trabajos de Wright y co-
laboradores (2000) demostraron
que si se sumergian manzanas
inoculadas con Escherichia coli
O157:H7 durante 2 minutos en
una solucién al 5% de 4cido acéti-
co se lograba una disminucién de
3 drdenes en la carga superficial

5,8

<0

5,8

5

5,8

3,9

de esta bacteria. Otros estudios
como el de Torriani y colaborado-
res (1997) demostraron que los
coliformes se reducian 2 6rdenes
cuando se trataba una mezcla de
vegetales con dcido lactico al 1%.

El trabajo de Nascimento y
colaboradores (2003) demostrd
que el efecto de un tratamiento de
15 minutos con hipoclorito 200
ppm sobre la flora superficial de
lechuga era equivalente al trata-
miento con dcido acético al 4%
siendo la reduccién de bacterias y
hongos de aproximadamente 3 6r-
denes.

Compuestos alcalinos

Fosfato trisodico (FTS) y bi-
carbonato de sodio

Existen varios ejemplos del
uso de fosfato trisédico como
agente desinfectante. Rodgers y
colaboradores (2004) determina-
ron la eficacia in vitro de FTS
(100 y 200pm) sobre Escherichia
coli O157:H7 y Listeria monocy-
togenes. En las condiciones del
ensayo la carga de ambos patége-
nos disminuyé en aproximada-
mente 5 6rdenes en 27 segundos.
Por su parte, Liao y Sapers (2000)
demostraron que si se trataban
discos de manzana inoculados
con Salmonella durante 5 minutos
con una solucién de FTS al 2% la
carga se reducia en 1 orden. Por
otro lado, la poblacién de Salmo-
nella montevideo sobre superficie
de tomates se reducia de 5.2 drde-
nes/cm? a valores no detectables
luego de un tratamiento de 15s
en 15% FTS (Zhuang y Beuchat
1996). Sin embargo no se conoce
mucho acerca de la eficacia de los

M El uso de dioxido de cloro como agente

desinfectante de frutas y hortalizas
no esta tan estudiado como el uso
del hipoclorito. En general las
concentraciones efectivas de dioxido
de cloro son bastante menores que
las correspondientes de hipoclorito
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FTS como agentes desinfectantes
en condiciones comerciales. Se
han utilizado como primer lavado
en packing de citrus (FDA, 2001).

La accién de TSP es muy de-
pendiente del pH de la solucién
de TSP a utilizar. Sampathkumar
y colaboradores (2003) estudiaron
el efecto de TSP sobre Salmone-
lla enterica aplicado en diferentes
concentraciones (1, 2y .5%) y en
diferentes condiciones de pH (al-
calino y neutro). En medio alca-
lino hubo pérdida de viabilidad
celular e integridad de membrana,
lo que ocasioné la muerte celular.
En cambio, en medio neutro este
efecto no fue detectado. Otras
sustancias alcalinas tales como el
bicarbonato de sodio redujeron la
carga superficial de E. coli en na-
ranjas (Pao et al., 1999).

El elevado pH de las solucio-
nes de estos compuestos y las res-
tricciones con respecto a la des-
carga ambiental de fosfatos, pue-
den ser factores limitantes para el
uso a gran escala de estas sustan-
cias.

Compuestos del oxigeno
activo

Peroxido de hidrogeno

El peréxido de hidrégeno es
un fuerte oxidante. Los productos
de reaccién con materia orgdnica
son oxigeno y agua, los cuales
son totalmente inocuos. Su activi-
dad antimicrobiana estd basada en
su poder oxidante. De esta forma
reacciona con grupos sulfhidrilo y
dobles enlaces en proteinas, lipi-
dos y afectando por lo tanto la
membrana citoplasmdtica. Puede
ademds inducir la formacién de
radicales libres que actian contra

Concentracion de esporas en agua

de lavado y sobre fruta luego de
tratamiento con desinfectantes.
Letras diferentes indican tratamientos
significativamente diferentes

con una probabilidad del 95%.
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B Los trabajos de Wright y colaboradores

demostraron que si se sumergian manzanas

inoculadas con Escherichia coli O157:H7
durante 2 minutos en una solucion al 5%

de acido acético se lograba una disminucion

de 3 ordenes en la carga superficial

de esta bacteria
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Tratamientos

ADN, lipidos de membrana y
otros componentes celulares esen-
ciales (Block, 1991).

Existen trabajos demostran-
do su accién antimicrobiana sobre
frutas y hortalizas. Ukuku (2004)
demostré que el tratamiento de me-
lones contaminados artificialmen-
te, con solucién de perdxido de hi-
drégeno al 5% durante 2 minutos
causaba una reduccién de 3 dérde-
nes en la carga se Salmonella sp.

Los trabajos de Sapers (2001)
demostraron que soluciones de
peréxido de hidrégeno al 1% eran
capaces de reducir la poblacién de
E. coli en la superficie de manza-
nas inoculadas igual o mejor que
200 ppm de hipoclorito, llegando
a una reduccién de hasta 3 o6rde-
nes.

El uso de peréxido de hidré-
geno como agente desinfectante
estd limitado a algunas frutas y
hortalizas. No es aconsejable su
uso sobre fresas y frambuesas, de-
bido al blanqueamiento de pig-
mentos. También produce efectos
negativos en hongos comestibles
debido a que la oxidacién de com-
puestos fendlicos ocasiona pérdi-
da de color. (Sapers, 2001)

Acido peracético

El 4cido peracético es un
fuerte agente oxidante. Comer-
cialmente se consigue como una
mezcla de dcido peracético, dcido
acético y per6xido de hidrégeno.

Los productos de reaccion
con materia orgdnica son 4cido
acético y oxigeno, lo cuales no
son téxicos. Su actividad depende
del pH, siendo mds activo a pHs
mas bajos. Sin embargo su activi-
dad se mantiene en un amplio ran-
go de pH, disminuyendo en forma
importante por encima de pH=9.
Su accién antimicrobiana se basa
en su capacidad oxidante. Se
plantea que los grupos sulfhidrilo
en proteinas, enzimas y otros
metabolitos son oxidados. De esta
forma se pierde la funcionalidad
de muchas de estas macromolé-
culas, lo cual trae como conse-
cuencia la ruptura celular por pér-
dida de funcionalidad de la mem-
brana citoplasmética.

Rodgers 'y colaboradores
(2004) determinaron la eficacia in
vitro de 4cido peracético (80ppm)
sobre Escherichia coli O157:H7 y
Listeria monocytogenes. En las
condiciones del ensayo ambos pa-
tégenos fueron disminuidos en
aproximadamente 5 Ordenes, en
70 a 75 seg. Su uso como desin-
fectante de frutas y hortalizas estd
documentado en varios trabajos.
Por ejemplo Wright y colaborado-
res encontraron que la carga de
manzana inoculadas con Esche-



richia coli O157:H7 bajaba 2 6r-
denes cuando se trataba con dcido
peracético 80 ppm.

Segun los trabajos de Win-
niczuk (1994) la microflora su-
perficial de naranjas se reducia un
85% después de un cepillado en
agua seguido de un bafio de 15 se-
gundos en dcido peracético 200
ppm, comparado con una reduc-
cién de 60% cuando el bafio se
realizaba en agua.

La FDA (2001) aprueba su
uso para la desinfeccién directa
de frutas y hortalizas. La concen-
traciéon recomendada es de 40-80
ppm.

Ozono

El ozono es un gas a tempe-
ratura ambiente, con una muy ele-
vada capacidad oxidativa. Su po-
der oxidante es mayor al del hipo-
clorito y del diéxido de cloro. Es
poco soluble en agua logrdndose
soluciones de hasta 10ug/ ml. Sin
embargo en soluciones por enci-
ma de lpg/ml se libera ozono al

aire por encima de los niveles de
seguridad dados por OSHA (ma-
xima concentraciéon en lugar de
trabajo=0.1 ppm).

Al reaccionar se descompone
en oxigeno sin dejar otro tipo de
residuos (Smilanick et al., 1999).

Se ha demostrado su activi-
dad en agua contra bacterias, vi-
rus, hongos y protozoarios. Su po-
der antimicrobiano se basa en su
capacidad oxidativa. Sin embargo
Sarig y colaboradores (1992) de-

M El cloro es el desinfectante mas utilizado
en la industria alimentaria. Debido a su bajo
costo, se ha utilizado ampliamente para
desinfeccion de superficies en contacto
con alimentos y también para reducir
la carga microbiana del agua utilizada
en diferentes operaciones

T TECNOLOGIA DE POSCOSECHA I

mostraron que el ozono podia
controlar el desarrollo de Rhizo-
pus stolonifer en uvas de mesa y
que su efecto no era solamente
antimicrobiano, sino que ademds
inducfa la formacién de fitoale-
xinas en los frutos tratados. Por
su parte, Rodgers colaboradores
(2004) determinaron la eficacia
in vitro de ozono 3pm Escheri-
chia coli O157:H7 'y Listeria
monocytogenes. En las condicio-
nes del ensayo la concentracién
de ambos patégenos disminuyd
en aproximadamente 5 6rdenes en
15 seg.

El ozono ha demostrado ser
muy eficaz en eliminar esporas de
hongos presentes en el agua de la-
vado de frutas. Smilanick y cola-
boradores (1999) demostraron
que un tiempo de contacto de 2
minutos en una solucién de ozono
de 1.5 yg/ ml era capaz de elimi-
nar entre el 95 y el 100% de espo-
ras de varias especies flngicas (P.
digitatum, P. italicum, P. expan-
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l DISTRIBUCION Y ALIMENTACION —

sum, Botrytis cinerea).

Sin embargo, esta efectivi-
dad podia disminuir en el caso de
existir materia orgdnica suspendi-
da en el agua que redujera por re-
accién la concentracion efectiva
de ozono. Este mismo trabajo de-
muestra que las heridas de citrus
infectadas con esporas de patdge-
nos no pueden ser curadas por un
tratamiento de la fruta con ozono
(12 pg/ ml de ozono por 5 minu-
tos a 20°C) y que la disminucién
de la carga de Botrytis cinerea en
uvas inoculadas superficialmente
y tratadas con 10 pg/ ml de ozono
por 1 a 4 minutos, era de alrede-
dor del 50%.

Pero la disminucién de Ia
flora superficial de frutillas su-
mergidas por 2 minutos en 4 pg/
ml de ozono fue de alrededor de
92% para bacterias y 91% para
hongos. Otros trabajos como el
de Kim y colaboradores (1999)
demostraron una disminucién de
2 6rdenes en lechuga suspendida
en agua ozonizada con 1.3 mM
de ozono a un flujo de 0.5 L/
min.

El ozono en forma gaseosa
ha sido utilizado en cdmaras de
almacenamiento poscosecha de
frutas. Se necesitan concentracio-
nes por encima de las 0.1 ppm
para que su accién antimicrobiana
sea efectiva, por lo cual se deben
tomar medidas para evitar dafios
en la salud de los trabajadores. El
ozono en estas condiciones reac-
ciona con el etileno, con lo cual
se elimina este gas de la atmdsfe-
ra de incubacion, retardando la
maduracién (Beuchat, 1998).

Efectividad de los distintos
tratamientos
sobre la desinfeccién
de frutas y hortalizas

En la mayorfa de los casos
discutidos, la reduccién de la car-
ga microbiana lograda sobre fru-
tas y hortalizas, no supera el 90 o
el 99%. Esto significa que si una
fruta con una carga microbiana de
106 microorganismos por fruto es
sometida a un tratamiento de 90%
de efectividad, la carga posterior
al tratamiento serd de 105 micro-
organismos por fruto. Por lo tan-

Incidencia de pudricion en heridas
inoculadas con P. digitatum y P. italicum
luego de tratamiento con desinfectantes
Letras diferentes indican tratamientos
significativamente diferentes.
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Tratamientos

to, se debe tener en cuenta que la
mejor forma de lograr un produc-
to con baja carga microbiana es
evitar que el mismo se contamine,
siguiendo buenas pricticas agri-
colas previo y posterior a la co-
secha y no depender de medidas
correctivas de descontamina-
cién.

Sin embargo es de suma im-
portancia el uso de agentes desin-
fectantes en el agua de lavado de
las frutas y hortalizas ya que ade-
mds de conseguir una reduccién
de la carga superficial, logra evi-
tar la contaminacion cruzada. Los
agentes desinfectantes menciona-
dos anteriormente tienen gran
efectividad en reducir la carga mi-
crobiana en suspensién en agua.

Bl Algunos investigadores sugieren
que la desinfeccion sobre frutas
u hortalizas podria beneficiarse con
el uso de agentes tensoactivos, de forma
de favorecer la llegada de los agentes
desinfectantes a sitios poco accesibles
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De esta forma la flora removida
de los productos por accién meca-
nica es destruida en contacto con
el desinfectante, evitando que otro
producto se contamine.

La baja efectividad de los
agentes desinfectantes sobre fruta
y hortalizas, se debe en gran parte
a la inaccesibilidad del agente al
sitio donde se encuentran los mi-
croorganismos. Los microorganis-
mos contaminantes pueden estar
en la superficie de la fruta o tam-
bién pueden alojarse en heridas o
aberturas naturales de dificil acce-
so. En algunos casos pueden acce-
der al interior de la fruta debido a
una infiltracién producida por
gradiente de temperatura en un
primer lavado. La inmersién de un
producto en una solucién cuya
temperatura sea unos 10 a 15°C
menor, provoca infiltracién de la
solucién (incluyendo microorga-
nismos presentes) en el producto.
Por ello es de suma importancia
que el agua utilizada en el enfria-
do de frutas y hortalizas sea pota-
ble.

Otra causa de la baja efecti-
vidad de los agentes desinfectan-
tes puede deberse a la formacién
de biofilms por parte de los micro-
organismos contaminantes. Estos
biofilms estdn constituidos por po-
lisacaridos en los cuales estdn in-
mersos los microorganismos que
los produjeron, lo cual dificulta la
accién de los desinfectantes.

Algunos investigadores su-
gieren que la desinfeccién sobre
frutas u hortalizas podria benefi-
ciarse con el uso de agentes ten-
soactivos, de forma de favorecer
la llegada de los agentes desinfec-
tantes a sitios poco accesibles.

Experiencia en el tema

Nuestro equipo de trabajo ha
comenzado a estudiar la accién
de diferentes desinfectantes sobre
hongos patégenos de fruta en
poscosecha.

Como primer paso, se ensayd
la actividad in vitro y sobre fruta
de diferentes desinfectantes sobre
patégenos poscosecha de citrus
(P. italicum y P. digitatum) y de
manzana (P. expansum). Los des-
infectantes ensayados fueron di6-



xido de cloro, hipoclorito de so-
dio, dcido peracético y perdxido
de hidrégeno. En primer lugar se
realizaron ensayos in vitro, los
cuales consistieron en poner en
contacto una suspensiéon de espo-
ras, de concentracion conocida,
de cada patégeno, con los dife-
rentes desinfectantes durante 30
segundos. Transcurrido ese tiem-
po, se realizé un recuento de los
microorganismos sobrevivientes.
El tiempo de contacto entre
desinfectantes y esporas fungicas
se eligié en base a ensayos pre-
vios en los cuales se constatd que
luego de 30 segundos, el didxido
de cloro 10 ppm ya no reduce

desinfectante y de la temperatura
del tratamiento en la actividad de
cada producto sobre conidias de
P italicum. La Figura 1 muestra
el nimero de conidias sobrevi-
vientes luego de 30 segundos de
contacto con el desinfectante a la
concentracién y temperatura sefia-
lada. Es importante destacar que
la accién del diéxido de cloro
2ppm es similar a la del hipoclo-
rito de sodio y dcido peracético

— TECNOLOGIA DE POSCOSECHA |

100ppm a las dos temperaturas
ensayadas.

La temperatura afecta la ac-
tividad de todos los desinfectan-
tes. A 25°C la actividad de todos
los desinfectantes es sensiblemen-
te mayor que a 5-7°C. Es impor-
tante tener en cuenta esta dismi-
nucién de actividad al realizar el
bafio desinfectante, en especial en
aquellos casos en los que la cose-
cha y el tratamiento se realiza en
invierno.

La Figura 2 muestra la efec-
tividad de diferentes desinfectan-
tes sobre conidias de P. expansum
luego de 30 segundos de contacto
a 25 °C y a pH=6. Se puede ver

significativamente la carga micro- B En el futuro se estudiara el efecto que los agentes con mayor activi-

biana residual, a pesar de man- de tratamientos térmicos por inmersion dad resultaron el diéxido de cloro
tener su gqncentraci(’)n.constante. en agua caliente y curado tanto en naranjas Sppm y el peréxido Qe hidrégeno
Esto significa que un tiempo ma- . 3%, mientras que al igual que en
e como en manzanas, en busca de la mejor i e

yor de contacto no modifica sig- . . . el caso de P. italicum, el 4cido
nificativamente la actividad des- estrategia para impedir el desarrollo peracético 80 ppm y el diéxido de
infectante. de enfermedades fﬁngicas durante cloro 2ppm tuvieron la misma

Se determiné la influencia el almacenamiento en poscosecha efectividad que el hipoclorito de

de la concentracién del agente sodio a 100 ppm.
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Luego de ensayos in vitro, se
determind la actividad de los des-
infectantes sobre fruta inoculada
superficialmente con P. italicum
(Figura 3).

Para realizar este ensayo, la
fruta se contaminé superficial-
mente mediante bafios, con una
cantidad determinada de esporas
de Penicillium italicum. Después
de seca, la fruta se someti a los
distintos tratamientos que impli-
caron bafios con los distintos des-
infectantes, incluyendo un trata-
miento control en el cual la fruta
fue sumergida en agua estéril. Los
bafios se realizaron en agitador a
70 rpm simulando el movimiento
en la linea de packing. Se cuanti-
fic6 la cantidad de esporas rema-
nente en cada uno de los bafios, y
se determind la flora superficial
remanente de cada fruta.

La Figura 3 muestra que las
esporas removidas mecdnicamen-
te de la fruta por accién de la agi-
tacion (esporas remanentes en el
agua de lavado), mueren en con-
tacto con los distintos desinfec-
tantes. Se puede apreciar que hay
una disminucién significativa de
las esporas vivas en los bafios de
los diferentes tratamientos com-
parados con el tratamiento control
(Agua). Sin embargo, un alto por-
centaje de esporas contindan vi-
vas y adheridas a la superficie de
la fruta, luego de los bafios con
diferentes desinfectantes (esporas
remanentes en la fruta, Fig. 3B).
Solamente se detecté una peque-
fla, pero significativa reduccién
de las esporas adheridas a la su-
perficie cuando la fruta fue trata-
da con diéxido de cloro. Como re-
sultado de este ensayo puede des-
tacarse que todos los desinfectan-
tes presentan actividad fungicida
sobre esporas mecdnicamente re-
movidas de la superficie de la fru-
ta a la solucién de lavado, pero la
actividad es baja o nula en lo que
respecta a la flora adherida a la
fruta.

Se determind ademds el
efecto de la desinfeccion superfi-
cial utilizando diéxido de cloro,
el agente desinfectante que resul-
t6 mds efectivo en ensayos in
vitro contra P. italicum. Doscien-

Incidencia de pudricion en heridas
inoculadas con P. digitatum y P. italicum
luego de tratamiento con acido acético
o bicarbonato de sodio.
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tos cincuenta naranjas Washing-
ton Navel se sumergieron por 3
minutos en una solucién de di6-
xido de cloro 10 ppm y otras 250
fueron sumergidas en agua (con-
trol) por el mismo tiempo.

Se dej6 secar la fruta a tem-
peratura ambiente y se realizé un
recuento de la flora mesdfila
(bacterias y hongos) superficial
en ambos casos, sobre diez frutas
de cada tratamiento. Se determind
que la carga superficial habfa dis-
minuido un orden en la fruta tra-
tada con respecto a control. Las
naranjas restantes se almacenaron
a 5°C durante un mes. Luego de
ese periodo se determind en el
nimero de fruta atacada por hon-

B La temperatura afecta la actividad
de todos los desinfectantes. Esta es
sensiblemente mayor a 25°C que a 5-7°C.
Es importante tener en cuenta esta
disminucion de actividad al realizar
el bafio desinfectante, en especial cuando
el tratamiento se realiza en invierno
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gos. De las 240 frutas control, 7
presentaron evidencia de pudri-
ciones ocasionadas por hongos
mientras que ninguna de las trata-
das con didéxido de cloro fue ata-
cada.

Se estudié entonces, la capa-
cidad curativa de los desinfectan-
tes sobre heridas contaminadas
artificialmente.

Para este estudio, la fruta fue
superficialmente desinfectada con
etanol al 70 %, y luego se realiza-
ron 5 heridas por fruta, siendo
cada herida inoculada con una
suspensién de patégeno. La mitad
de las frutas se inocularon con P.
italicum y las restantes con P.
digitatum. Las frutas asi inocula-
das fueron sumergidas durante un
minuto en las distintas soluciones
de desinfectantes. Se realizaron
25 repeticiones por tratamiento. A
su vez se realizaron controles su-
mergiendo la fruta inoculada en
agua. Luego del tratamiento las
frutas se colocaron en cajas y se
almacenaron en cdmara a 5°C du-
rante un mes. Transcurrido ese
tiempo se determind la incidencia
de pudricién tanto en heridas tra-
tadas como en heridas control. La
figura 4 muestra el resultado de
este ensayo.

Se constaté que el lavado
con los distintos desinfectantes no
evitaba el desarrollo de pudri-
ciones en las heridas inoculadas,
salvo en el caso del SOPP. Esto
podria deberse al efecto cicatri-
zante del SOPP sobre heridas en
fruta, observado por algunos téc-
nicos (Ing. Agr. Federico Montes,
com. pers.).

Se determind el efecto cu-
rativo de sustancias naturales co-
mo el bicarbonato de sodio y 4ci-
do acético sobre heridas inocula-
das con esporas de Penicillium.
Para este estudio, se mantuvo la
metodologia descrita anteriormen-
te con la diferencia de que las fru-
tas fueron sumergidas en una so-
lucién al 3 % de bicarbonato de
sodio o en una solucién al 4 % en
acido acético (concentracion en
vinagre).

La figura 5 muestra el resul-
tado de este ensayo.

Se puede observar que la pu-



dricién fue significativamente dis-
minuida con el uso de ambas sus-
tancias naturales.

La foto muestra el aspecto
de una fruta tratada y un control
luego del mes de almacenamien-
to.

El 4cido acético resultdé muy
bueno controlando la pudricidn,
pero la cdscara de la naranja que
rodea las heridas fue afectada. Se
generd un drea marrén alrededor
de las heridas, por lo que es nece-
sario realizar nuevos ensayos uti-
lizando menor concentracién de
dcido acético.

T TECNOLOGIA DE POSCOSECHA I

Aspecto de sustancias naturales pueden tener
una fruta tratada efecto curativo sobre heridas cuya
y un control contaminacién haya sido previa al

almacenamiento. También se ob-
servé un efecto cicatrizante sobre
las heridas, como en el caso del
SOPP.

En el futuro se continuara
este estudio para determinar el
efecto de los distintos desinfec-
tantes sobre manzana. Se estudia-
ra ademas el efecto de tratamien-
tos térmicos por inmersién en
agua caliente y curado tanto en
naranjas como en manzanas, en
busca de la mejor estrategia para
impedir el desarrollo de enferme-
dades fingicas durante el almace-
namiento en poscosecha.

tras un mes de
almacenamiento.

Los resultados fueron muy
alentadores e indicaron que ambas

M El ozono ha demostrado ser muy eficaz
en eliminar esporas de hongos presentes
en el agua de lavado de frutas. Smilanick
y colaboradores demostraron que 2 minutos
en una solucion de ozono de 1.5 pg/ ml era
capaz de eliminar entre el 95 y el 100%
de esporas de varias especies fiingicas
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