Descubre la amplia gama Premium de

ingredientes proveniente de la uva

desarrollados por los Laboratorios de Bio
L aboratoires S.A.S. Serae, con propiedades antioxidantes...

¥ Resveravine®

@ Oligoestilbenos estandarizados al 20%
Resveravine™ restituye los beneficios a través de una potente y
original sinergia entre t-resveratrol y sus formas oligoméricas, ideal
para aplicaciones anti-edad.

POLIFENOLES ACTIVOS DE LA FRUTA

(Uva y manzana)

Descubre igualmente VinOgrape™, VinOserae™ y VinOseed™ :
extractos de la uva con un contenido especifico de polifenoles

Ingredientes distribuidos por Colloides Naturels de México
Magdalena Nim.20 e Coll. Del Valle 03100 México D.F.

Tels.: 5687-5828  5687-4879 e 5536-8383 o 5148-3098  5148-3099
Fax: 5543-4145 e 044 55 5400-6016

e-mail: bpardo@cnimexico.com ® psoto@cnimexico.com

Colloides Naturels de Mexico . . .
www.iranex.fr ¢ www.cniworld.com ¢ www.bioserae.com



Tratamientos de Desinfeccion
de Lechugas (Lactuca saliva)
y Fresas (Fragaria chiloensis)

Luis Lépez V, José Romero R.. y Fernando Ureta V.*

Se estudid la accion germicida del extracto de
semilla de toronja y el acido peracético frente a la
contaminacién natural presente en lechugas (Lactuca

sativa) y fresas (Fragaria chiloensis)

Foto: Cepolina

Resumen

a desinfeccion de verduras y frutas es un tratamiento

destinado a reducir la microflora presente en forma

natural en estos alimentos o aquella que se incor-
pora a través de las distintas etapas que ocurren desde su
cultivo, hasta que el producto sea expendido y consumido.
En el presente trabajo se estudid la acciéon germicida de dos
productos desinfectantes: el extracto de semilla de toronja
(400 ppm) por 10 min y el acido peracético (2000 ppm) por
1 min (tiempos de accién recomendados por el fabricante)
y a otros tiempos adicionales, frente a la contaminacion
natural presente en lechugas (Lactuca sativa) y fresas
(Fragaria chiloensis), a través de la determinacion de la
eficacia germicida (%). En fresa, se realizd una evaluacion
sensorial mediante la aplicacién de un test de diferencia,
test triangular, entre productos con y sin aplicacion de los
desinfectantes. Ninguno de los productos ensayados logrd
reducir en un 99,999% el nivel de contaminacion presente,
de acuerdo al test de Chambers. El acido peracético resultd
ser de mayor efectividad, dado que alcanzé porcentajes
de destruccion mayores a menor tiempo de accion que el
extracto de semilla de toronja. Sensorialmente no se obser-
varon diferencias significativas al 5%, entre las muestras de
fresa con y sin aplicacion de los productos desinfectantes,
en las condiciones recomendadas por el fabricante.

Introduccion
La transmision de enfermedades entéricas a través
del consumo de vegetales y frutas contaminadas, es un

*Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacéuticas.
Universidad de Chile. Santiago. Chile
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problema conocido desde hace bastante tiempo. Esta con-
taminacion proviene principalmente del agua de regadio,
que puede ser un vehiculo de transmision de agentes tales
como bacterias, virus y protozoos provenientes de material
fecal humano y animal. La microflora de los vegetales y
frutas que crecen a ras del suelo estd compuesta ademas,
por microorganismos presentes en forma natural en el
suelo y plantas en descomposicion, y por agentes que son
incorporados después de la cosecha a través de falta de
higiene durante el almacenamiento, transporte, manipulacion
y exposicion de los productos en los locales de expendio,
las cuales pueden permitir y estimular el crecimiento de
agentes patdgenos.

Existe una gran variedad de productos de uso doméstico
e institucional, destinados a reducir la carga microbiana de
estos vegetales y frutas. Entre ellos se encuentran derivados
de amonio cuaternario y de halégenos, especialmente clora-
mina, cuya efectividad ya ha sido evaluada por los autores
demostrando que la mayor eficacia germicida la presentan
los compuestos de accion oxidante, aunque no han alcanzado
el 99,999% de destruccion considerado como adecuado en
un buen proceso de desinfeccion.

El objetivo del presente trabajo es evaluar la accién de
extracto de la semilla de la toronja y del acido peracético
frente a la microflora natural presente en una hortaliza y en
una fruta, lechuga (Lactuca saliva) y fresa (Fragaria chiloen-
sis), dado que ellos crecen a ras del suelo y ademas debido
a su alto consumo, principalmente al estado crudo, como asi
también determinar sensorialmente si existen alteraciones
en el sabor de fresas al usar estos desinfectantes.
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Materiales y Métodos

El estudio de la actividad antimicrobiana se realizo
efectuando 5 repeticiones en dias diferentes, de un pool
compuesto de 5 unidades de lechuga y de 5 bandejas de
250 g de fresas.

Las muestras de lechugas y fresas fueron obtenidas de
la vega central (mercado) de la ciudad de Santiago y fueron
trasladadas al laboratorio en forma inmediata, manteniendo
los productos en condiciones de refrigeracion. Los analisis se
realizaron al llegar las muestras al laboratorio. El periodo de
tiempo transcurrido entre la obtencion de las muestras y la
realizacion de los ensayos no fue de mas de 1 hora.

Los productos desinfectantes se estudiaron a la con-
centracion de uso y tiempos de accion recomendados por
el fabricante (*) y otros tiempos adicionales:

Extracto de semilla de toronja (A), 400 ppmya 2,5y
10 (*) min de accion y Acido peracético (B), 2000 ppm y a
1 (*), 2 y 5 min de accion.

Evaluacion de la actividad antimicrobiana in vivo

a. Preparacion de los productos desinfectantes: se prepara-
ron los desinfectantes de acuerdo a las especificaciones
del fabricante, utilizando agua potable de 300 ppm CaCO,
de dureza y a temperatura ambiente (15°C).

b. Lavado de las muestras: las muestras de ambos pro-
ductos se lavaron con agua de la llave durante 5 min y
se trozaron en una tabla empleada para estos efectos,
simulando los procedimientos efectuados a nivel domés-
tico o institucional.

¢. Recuento inicial de la contaminacién microbioldgica: la
contaminacion inicial en cada alimento, se determind
después del lavado y previo a la desinfeccion, a través
del recuento de aerobios mesofilos en placas utilizando
Agar Plate Count, de acuerdo al Bacteriological Analytical
Manual del Food and Drug Administration .

d. Tratamiento con los productos desinfectantes: poste-
riormente y previo escurrimiento del agua durante 30
seg, se pusieron en contacto con las soluciones de los
desinfectantes en una proporcion 1: 10, y se fueron extra-
yendo muestras a los tiempos de accidn establecidos. Se
enjuago con agua potable y se dejé escurrir por 30 seg.
Se pesé 20 g de cada muestra, se suspendié en 180 mI
de agua peptonada al 0,1% (pH 7,0+0,2) y se someti a
una agitacion mecanica durante 10 min, para lograr que
la mayoria de los microorganismos presentes quedaran

* Tiempo de accion recomendado por el fabricante.
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en suspension. No se considerd un posible efecto residual
de los productos desinfectantes, asumiendo que su con-
centracidn seria reducida considerablemente tanto por el
enjuague como por la dilucién de la muestra en el agua
peptonada y ademas para simular al maximo, el proce-
dimiento efectuado a nivel doméstico e institucional.

e. Recuento de los sobrevivientes a la accion desinfectante:
del sobrenadante se tomo alicuotas de 1 mly se sembra-
ron para determinar el recuento de aerobios mesdfilos en
Agar Plate Count, de acuerdo a la metodologia recomen-
dada por el Bacteriological Analytical Manual del Food and
Drug Administration.

Los resultados se expresaron como eficiencia germi-
cida porcentual (% E), calculado de acuerdo a la siguiente
formula:

Eficiencia (%) = N_- N, x 100

—

NO

donde N, = numero de microorganismos iniciales

N, = ndmero de microorganismos sobrevivientes a tiempo t
Como criterio de eficacia se utilizd lo estipulado por el test
de Chambers, el cual considera como buen desinfectante
un producto que, a la concentracién recomendada, cause
un 99,999% de muerte a una cantidad entre 7.5 x 107y 1.3
x 108 células I ml en 30 seg.

Evaluacion sensorial

La determinacion se realizd solo en fresas, en el Ultimo
pool de muestras. Por haber utilizado un panel de 14 jue-
ces no entrenados, para detectar las diferencias entre las
muestras con y sin tratamiento con desinfectante, se aplico
el Test Triangular, ya que presenta la menor probabilidad de
acertar por azar (33.3%).

La evaluacion se efectlia confeccionando una tabla de
frecuencias para las respuestas correctas y falsas de cada
juez y la validez de la evaluacion se realiza por medio de la
docimacia de hipétesis; en donde se establece la hipdtesis
nula (Ho) en que las muestras no presentan diferencias entre
si y la hipétesis alternativa, en que si existen diferencias
entre las muestras.

La docimacia de hipdtesis se analiza por medio de la
distribucion chi cuadrado (X?2), la cual para este test esta
determinada por la siguiente formula:

X2=([4a-2f]-3)
8n
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donde: a = aciertos ; f = fallas
n = nimero de juicios = k x r
k = nimero de jueces

r = nimero de repeticiones

Si el valor calculado de X 2 excede el tabulado, se con-
cluye que Ho no es valida pues se detectan diferencias y
se sefiala el nivel de significacion (5, 1 o 0.1%). Si por el
contrario el X 2calculado es inferior al tabulado, se concluye
que no hay evidencias suficientes para rechazar Ho.

Resultados y Discusion

Los resultados presentados en las Tablas 1 y 2, corres-
ponden a los recuentos iniciales y a los recuentos después
del tratamiento con los productos desinfectantes en lechuga
y fresa, respectivamente. A continuacion se discutiran los
resultados en base a los valores promedios de las determi-
naciones efectuadas.

Evaluacion de actividad antimicrobiana in vivo

En lechugas (Tabla 3), la accion del extracto de semilla de
toronja a los 2 min de contacto redujo en un 85,250% la con-
taminacidn inicial, a los 5 min en un 88.750% y solo alcanzd

un 97.525% de destruccion de la microflora contaminante,
al tiempo de accion recomendado (10 min). De acuerdo a
las recomendaciones del fabricante, el acido peracético fue
ensayado a un tiempo de accién de 1 min, el cual es menor
que el recomendado para el extracto de semilla de toronja,
presentando una efectividad de 85,000% de destruccion, sin
embargo a los 2 min este % es de 97,761 y al dejar actuar
el producto por 5 min, la efectividad se elevé a 99.501%
superando el porcentaje de destruccion alcanzado por el
otro producto en un tiempo de accién mayor.

En la Tabla 3 y Gréfica 1, se observa que el recuento de
microorganismos aerobios mesdfilos iniciales en lechuga, 4,0
x 10° ufc/g (5,6 expresado como log N), después de estar
en contacto durante 10 min con el producto A, no alcanzd
a experimentar una reduccién de 2 ciclos logaritmicos. Al
usar el producto B, durante 1 min, no se logro reducir 1 ciclo
logaritmico de la contaminacion presente. Por lo tanto, de
acuerdo al test de Chambers, criterio de eficacia utilizado,
ninguno de los productos presentaria una accién desinfec-
tante aceptable en lechugas, considerando ademas que los
niveles de contaminacion inicial fueron mas bajos y que los
tiempos de accion superaron los 30 seg establecidos.
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Tabla 1. Recuentos de aerobios meséfilos en lechuga a tiempo cero y después de ser tratadas con extracto de
semilla de toronja (A) y acido peracético (B).

Recuento aerobios mesofilos (ufc/g)
Producto Repeticiones 0 min 1 min 2 min 5 min 10 min

2,0x 10* 1,4x 10° 2,9x 102 8,0x 10

1 2,8x10* 0,8x10° 2,0x102 9,0x10

2 2,5x10* 0,3x10° 3,6x102 8,4x10

3 2,0x10* 1,5x10° 3,4x10? 11,0x10

4 0,5x10* 1,6x10° 3,3x102 8,8x10
5 X = 2x10* X =1,1x103 X = 3x10? X = 9x10
d.s. = 0,88 d.s. = 0,55 d.s. = 0,63 ds.=1,16

Tabla 2. Recuentos de aerobios mesofilos en fresa a tiempo cero y después de ser tratadas con extracto de
semilla de toronja (A) y acido peracético (B)

Recuento aerobios mesofilos (ufc/g)
Producto Repeticiones 0 min 1 min 2 min 5 min 10 min

2,0x 10* 1,4x 10° 2,9x 102 8,0x 10
1 2,8x10* 0,8x10? 2,0x10? 9,0x10
2 2,5x10* 0,3x10? 3,6x10? 8,4x10
3 2,0x10* 1,5x10° 3,4x10? 11,0x10
4 0,5x10* 1,6x10° 3,3x10? 8,8x10
5 X = 2x10* X=1,1x10® X = 3x10? X = 9x10

d.s. = 0,88 d.s. =055 d.s. =0,63 d.s. = 1,16
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Tabla 3. Recuentos promedios (log N de ufc/g) y Efectividad (%) de los tratamientos con extracto
de semilla de toronja (A) 400 ppm y acido peracético (B) 2000 ppm en lechugas y fresas.

Desinfectante Tiempo (min) Lechuga

0 5,6
2 4,8
A
5 4,6
10%* 4,0

* Tiempo de accion recomendado por el fabricante

En fresas y considerando que la carga microbiana inicial
fue menor que en lechugas (Tabla 3), el producto A a los 10
min recomendados por el fabricante, presentd una eficacia
de 99,550%, a los 5 min una reduccién de 98,506% vy a los
2 min un 94,517% de eficiencia. La accion del producto B
fue solo de 84,500%, al tiempo de accion recomendado (1
min), de 97,537% a los 2 min y aumentd, a 99,798% a los
5 min de contacto.

A los tiempos de accion recomendados, la reduccion de la
contaminacion inicial de fresa, 2,0 x 10* ufc/g (4,3 expresado
como log N), fue mayor en el caso del producto A, en el que
se disminuyd mas de 2 ciclos logaritmicos, que lo observado
en el producto B, en que no se alcanzo a reducir en 1 ciclo la
contaminacién presente (Tabla 3 y Grafica 2). De igual forma

Grafica 1. Accion desinfectante en lechugas
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Fresa
— 43 —
85,250 3,0 94,517
88,750 2,5 98,506
97,525 2,0 99,550

que en lechugas, los productos no podrian ser considerados
como buenos desinfectantes, de acuerdo al criterio de eficacia
utilizado. Los resultados obtenidos concuerdan con otros
trabajos similares, en los cuales se postula que ningun trata-
miento quimico o fisico usado corrientemente para desinfectar
frutas y vegetales puede ser confiable para eliminar todo tipo
de patogenos de los tejidos superficiales o internos.

En este caso es importante considerar ademas, que
aunque el recuento inicial de microorganismos aerobios
mesofilos, pudiera parecer aceptable (10° y 10* ufc/g en
lechuga y fresa, respectivamente), solo da una vision general
de la cantidad de bacterias presentes, pudiendo existir la
posibilidad que se encuentren entre ellas enterobacterias
patdgenas (Salmonella, Escherichia coli 0157:H7). En

Grafica 2. Accion desinfectante en fresas
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forma general se podria establecer que comparativamente
presentaria una mayor eficacia el producto B, debido a
que a un menor tiempo de accion (5 min) logra un mayor
porcentaje de destruccion de los contaminantes presentes.
Como agente oxidante, su accidn antimicrobiana es similar
a la que presenta el perdxido de hidrégeno, es decir ataca
la membrana citoplasmatica y desnaturaliza enzimas por
oxidacion de grupos sulfihidrilos y aminos asociados con las
moléculas aminoacidas.

Evaluacion sensorial

En la Tabla 4 se presenta la respuesta de los jueces a la
evaluacion sensorial de fresa con y sin tratamiento de des-
infeccion. Para el caso del producto A, la cantidad total de
aciertos obtenidos por el panel fue 16, lo cual es menor que
el valor tabulado para 42 juicios a un nivel de significacion
del 5%, que es de 21, de acuerdo a la tabla de Significacion
para Test Triangular, p=1/3. Ademas el valor de chi cuadrado
obtenido (0,24), fue menor que el tabulado para un nivel de
significacion del 5%, lo que indica que entre las muestras
con y sin tratamiento de desinfeccién existe dificultad para
identificar una de otra.

Tabla 4. Respuesta de los jueces a la evalua-
cion sensorial de fresa con y sin tratamiento de
desinfeccion
Producto A Producto B

Juez Aciertos Fallas Aciertos Fallas
I 0 3 1 2
I 1 2 1 2
1 1 2 2 1
v 1 2 0 3
v 2 1 1 2
VI 1 2 2 1

Vil 0 3 1 2

VIII 1 2 1 2
IX 1 2 0 3
X 2 1 0 3
XI 1 2 3 0

XII 2 1 3 0
XIII 2 1 2 1
XV 1 2 1 2
Totales 16 26 18 24
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Foto: Blue Sky Hidroponics

Al tratar las fresas con el producto B, tampoco se detec-
taron diferencias significativas entre los productos con y sin
aplicacién del desinfectante, dado que la cantidad de aciertos
obtenidos por el panel fue de 18, menor al tabulado para 42
juicios a un nivel de significacion del 5% y el chi cuadrado
fue de 1,31, menor al tabulado para un nivel de significacion
del 0.05. Estos resultados permiten establecer, que usando
estos productos a las concentraciones y tiempos establecidos
por el fabricante, no se veria afectada la calidad sensorial
de la fresa, lo cual ya habia sido demostrado en el caso de
manzanas sumergidas en mezclas de acido lactico y perdxido
de hidrégeno, por otros autores.

Conclusiones y Recomendaciones

El desinfectante A, en el tiempo sefialado por el fabricante
(10 min) mostrd una efectividad de 97,525% para lechugas
y 99,550% para fresas.

El desinfectante B, en el tiempo indicado por el fabricante
(1 min) mostré una efectividad de 85% para lechugas y
84,500% para fresas. Cuando el tiempo de accién fue de
5 min, su efectividad se elevé a 99,501% y 99,798% para
lechugas y fresas, respectivamente.

Para lograr una mayor eficiencia del desinfectante B, se
recomienda un tiempo de accién de 5 min. En la evaluacion
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sensorial de fresas, no se detectaron diferencias significativas
entre las muestras con y sin aplicacion de los desinfectantes
Ay B, en las concentraciones y tiempos establecidos por
el fabricante.

Considerando los resultados microbioldgicos y sensoriales
del presente trabajo, seria recomendable, efectuar estudios
en los cuales se prolongara el tiempo de accion de los pro-
ductos, para lograr una mayor eficiencia en la destruccion
de los contaminantes iniciales de este tipo de productos
alimenticios, reduciendo de esta forma el riesgo potencial
de presencia de posibles patégenos entéricos y efectuando
ademas pruebas sensoriales tendientes a determinar si
existen modificaciones en los parametros organolépticos, a
través de test de deteccion de diferencias entre los productos
con y sin desinfeccion.

Es recomendable efectuar estudios de reto microbiano
con Salmonella y Escherichia coli 0157:H7.

Fuente:

Ldépez V, Luis, Romero R, José y Ueta V, Fernando. Tratamientos
de desinfeccion de lechugas (Lactuca saliva) y fresas (Fragaria
chiloensis). ALAN, Dic. 2001, vol.51, no.4.
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