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Evaluacion de la transferencia de Salmonella enterica en cajas de madera y plastico
utilizadas en tomate (Solanum lycopersicum L.)

Marco Antonio Pérez Romero

Resumen: Los contenedores utilizados durante el transporte de frutas y verduras juegan
un papel importante en la contaminacion del producto. Los objetivos fueron (i) evaluar la
transferencia y contaminacion cruzada de Salmonella, (ii) evaluar procedimientos de
limpieza, y (iii) determinar las caracteristicas fisicas y microbiologicas del tomate
transportado y almacenado en cajas de madera y plastico. Para la transferencia, tomates
inoculados pasaron primero por cajas limpias, seguido de contaminacién del tomate a la
caja y viceversa. Para la higienizacién se aplicaron dos tratamientos de limpieza en cajas
inoculadas: lavado con agua y lavado con solucién clorada (200 ppm) més detergente. Se
determind el porcentaje de dafio, pérdida de peso y la calidad microbioldgica del producto
al recibir los tomates y 15 dias después de almacenamiento. En ambas cajas hay una
contaminacion por parte del tomate de 1.5 logi0UFC/superficie. La higienizacion con
solucién clorada presentd reducciones de 99.999% en cajas plasticas y 98.378% en cajas
de madera. Durante el almacenamiento se observé 13% de tomate dafiado/caja, teniendo
diferencias significativas (P<0.05) en pérdida de peso. Se recomienda hacer el cambio de
cajas de madera por las plasticas, evaluando otro disefio en cajas plasticas, ya que el dafio
del tomate fue igual en ambas cajas. Sin importar el material de las cajas, el coeficiente de
transferencia demostré que ambas cajas sufren contaminacion cruzada, la cual no depende
solo del material sino de la aplicacién de correctos procedimientos de lavado y
desinfeccion asi como de las buenas practicas de higiene.

Palabras clave: Desinfeccion, E. coli K12, pérdida de agua, porcentaje de dafio, S. Poona, S.
Typhimurium.

iii



Abstract: The use of container in the transport of fruits and vegetables play an important
roll in the contamination of fresh products. The mean objectives were (i) evaluate the
transfer and cross contamination of Salmonella, (ii) evaluate the process of cleaning and
(iii) determine the physical and microbiological characteristics of tomato transported and
stored in wood and plastic boxes. For the transference, inoculated tomatoes first were
passed on clean boxes, followed by passing uninoculated tomatoes on the contaminated
surfaces. For the sanitation, two treatments of cleaning were applied on inoculated boxes:
washing with water and washing with chlorine solution (200 ppm) and detergent. The
percentage of damage, weight loss, and microbiological quality of product upon receiving
and after 15 days of storage of the product were determined. Cross contamination of
tomato at levels of 1.5 logig CFU/surface occurred on both type of boxes. The sanitation
with chlorine solution presented reduction of 99.999% in plastic boxes and 98.378% in
wood boxes. During the storage was observed 13% of tomato damage/box, taking
difference (P<0.05) in weight loss. The recommendation is changing the wood boxes for
the plastics, evaluating other design in plastic boxes, because the percentage of damage is
the same in both boxes. Regardless the material of boxes, the coefficient of transfer
showed that both boxes suffer cross contamination, which did not depend of material but
the application of correct procedures of washing and disinfection as of good hygiene
practices.

Keywords: Disinfection, E. coli K12, percentage of damage, S. Poona, S. Typhimurium,
weight loss.
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1, INTRODUCCION

En el mundo, las frutas y verduras son un componente importante en la dieta del ser
humano, el consumo de estas ayuda al organismo disminuyendo el riesgo de sufrir ataques
al corazon, padecer obesidad, diabetes y cancer, atribuyendo a los antioxidantes presentes
en los frutos (Ames 1983) y la buena fuente de vitaminas, carotenoides y compuestos
fenolicos (Giovanelli et al. 1999). De acuerdo con el reporte de la Salud Mundial se
recomienda un consumo minimo de 400 g de fruta y vegetales al dia para prevenir estas
enfermedades (WHO 2003). Actualmente brotes provocados por el consumo de alimentos
causan un estimado de 48 millones de casos cada afio en Estados Unidos de América
(EUA), de los cuales 9.4 millones son causados por patdégenos (Gould et al. 2013).

La Salmonelosis es una enfermedad causada por Salmonella spp. transmitida por
alimentos provocando diarrea, fiebre y dolores abdominales, 12 a 72 horas después de la
infeccion (CDC 2014), principalmente por Salmonella serotipo Enteritidis (Mendoca et al.
2012). Teniendo anualmente en EUA 1 millén de casos, con 19,000 hospitalizaciones y
380 muertes. Salmonella serotipo Typhimurium es responsable de la fiebre tifoidea, ésta
unicamente se desarrolla en humanos teniendo un estimado anualmente de 1,821 casos
con fiebre tifoidea en EUA (FDA 2013a). En este mismo pais se estiman cerca de 5,700
casos anualmente (CDC 2013). Con un estimado de 1.2 millones de casos en EUA con
23,000 hospitalizaciones y 450 muertes provocadas por este patdgeno (CDC 2014).

El tomate, presenta una vulnerabilidad a ser contaminado con Salmonella, de 1973 a 2010
ha presentado alrededor de 15 brotes multiestatales en EUA, teniendo un aumento de
casos en las ultimas dos décadas. Ejemplo de esto en el verano del 2004 en el estado de
Florida, EUA, una empacadora de tomates presentd tres brotes de salmonelosis con 561
casos reportados por enfermedad. La Salmonelosis presenta un costo anual en EUA de $
365 millones USD en costos médicos indirectos por afio (CDC 2005; CDC 2011; FDA
2013b).

El genero Salmonella pertenece a la familia Enterobacteriaceae, son bacilos de corta
longitud, no esporulados, Gram-negativa y mdviles, a excepcion de Salmonella
Gallinarium y S. Pullorum. Presentan respiracion anaerobia facultativa y son oxidasa
negativa. El género Salmonella se divide en dos especies S. enterica y S. bongori. Las
cepas se pueden desarrollar en un rango de temperaturas entre 7 — 48 °C donde la
temperatura optima es de 37 °C, pH entre 4 donde el éptimo es 7 y Aw de 0.93 (FDA
2013b; Jay et al. 2005; Adelantado et al. s.f.).

El principal habitat es el tracto intestinal de animales domésticos o salvajes como aves,
reptiles y ocasionalmente insectos (FDA 2013a; Jay et al 2005). La contaminacion se da



por las excretas de estos, al momento de ser depositados, contaminan el suelo y fuentes de
agua. La irrigacion de agua, fungicidas e insecticidas reconstituidos, compost mal tratado
y trabajadores al manipular alimentos pueden contribuir a la contaminacion pre y
poscosecha de productos frescos, provocando una contaminaciéon cruzada. Durante la
cosecha se pueden contaminar también con equipos, contenedores, agua para enjuagar el
producto o vehiculos de transporte (Olaimat y Holley 2012). En especial un producto tan
sensible, como lo es el tomate, debido a su delgada capa de piel denominada epidermis,
llegan a sufrir dafios en la superficie y el exudado de nutrientes es aprovechado por
bacterias, hongos o patdgenos.

Algunos microorganismos tienen la capacidad de internalizarse en el producto,
protegiéndose de agentes quimicos sanitizantes (hipoclorito de sodio y &cido peracético)
(Heaton y Jones 2008). Salmonella spp. también ha presentado brotes asociados con
diferentes productos como: lechuga, coliflor, espinaca, melon y champifiones. En tomates
durante su almacenamiento y distribucién por lo general se utilizan cajas de madera o
plastico para su transporte, provocando que producto contaminado con microorganismos
patdgenos se adhieran a la superficie de estos propiciando una contaminacién cruzada una
vez que el patdgeno se ha establecido y tiene las condiciones favorables, se multiplican
desarrollando biofilms (exopolisacaridos hidratados), por lo general son considerados
infecciosos una vez que son ingeridos (Abrishami et al. 1994).

En el caso especial de la madera, ésta presenta gran porosidad y adherencia dificultando la
limpieza (Abrishami et al. 1994). La madera tiende a absorber una mayor carga
microbiana comparandola con una superficie plastica, la cual es mas facil de limpiar y
desinfectar. Otros tipos de superficies como acero inoxidable permiten tener mayor
cantidad de microorganismos pero su remocién es mayor debido a la naturaleza de su
superficie, la cual permite una mejor remocién al momento de la limpieza y desinfeccion.
De la misma forma esta presencia de antibacteriales, caso de esto es la madera de pino la
cual posee propiedades antibacteriales jugando un papel importante en la reduccion de
células viables de patégenos (Moore et al. 2007).

En la actualidad se han realizado estudios sobre la transferencia de microorganismos
patdgenos a alimentos crudos, ya sea por contaminacion cruzada, de algunas superficies
inertes (madera, plastico, acero inoxidable y formica). Estos han demostrado una gran
contaminacion de células vegetativas, las cuales contaminan carnes, frutas y verduras que
han llegado a presentar contacto directo con la superficie o con alguna herramienta que
presento previo contacto con algun patdgeno (Wang y Ryser 2014).

A partir de un estudio, donde, se evalud la contaminacion cruzada de Salmonella enterica
proveniente de pollo a lechuga, mediante tres escenarios de manipulacion de estos
alimentos. En el primer escenario se corté pollo (10° log;o UFC/g) y se volvié a cortar
lechuga sin lavar la tabla y el cuchillo. En el segundo escenario tabla y cuchillo fueron
lavados con agua por separado después de cortar el pollo para cortar la lechuga y en el
tercer escenario tabla y cuchillo fueron lavados con agua caliente y jabon después de
cortar el pollo y antes de cortar la lechuga. Teniendo como resultados para el primer
escenario 2 logig UFC/cm? en cuchillo y tabla, la lechuga presenté 3 logio UFC/g, en el
segundo escenario presentd 0.5 - 2.4 log;o UFC/cm? en tabla y cuchillo y en el tercer



escenario presenté < 1 log;o UFC/g 0 cm? en lechuga y utensilios (Ravishankar et al.
2012). En otro estudio en tomates se evalud la transferencia de Salmonella Enteritidis de
cuatro superficies (madera, vidrio, acero inoxidable y plastico tratado con triclosan) donde
se determind que la madera es la més facil de limpiar (Mendoca et al. 2012). Lo anterior
debido a que la madera presenta mayor capilaridad que otros materiales, permitiendo la
penetracién de las bacterias y complicando la extraccion de estas (Abrishami et al. 1994).

Se han evaluado diferentes materiales (acero inoxidable, formica, polipropileno y madera)
en un érea de 25 cm? (5% suero de caballo con caldo de soya tripticasa), evaluando la
recuperacion y transferencia de Salmonella Typhimurium, muestreando cada hora por un
lapso de 6 h (Moore et al. 2007). Cada superficie fue limpiada con agua caliente y
detergente previa a la inoculacion. Segun los autores se presentd mayor contaminacion
cruzada en pepinos al ser expuesto a superficies de formica y el acero, comparando la
madera y el plastico de polipropileno que presentaron menor contaminacion cruzada en
los pepinos. De la misma forma, se han evaluado el lavado poscosecha del tomate con tres
diferentes rodillos (plastico, cepillos y esponja) donde, en la maquina pasaron 25 tomates
inoculados con 4 log;oUFC/g. Para probar si existia alguna contaminacion cruzada se
volvieron a pasar 25 tomates no inoculados evaluando la transferencia de las superficies
(rodillos) a los tomates no inoculados (Wang y Ryser 2014).

Al determinar la transferencia de Salmonella enterica en dos diferentes contenedores de
transporte (cajas de madera vs cajas plasticas), se pretende hacer conciencia sobre el
productor de Guatemala al mirar los beneficios de las cajas plasticas y las consecuencias
de sequir utilizando las cajas de madera. De acuerdo a un estudio realizado con E. coli
0O157:H7 se presentd mayor adherencia de estos microorganismos en las superficies de
madera por su naturaleza (Abrishami et al. 1994), siendo un vector de contaminacion
cruzada por parte de los productores que utilizan estas cajas para el transporte del tomate
durante la cosecha hasta la comercializacion. Si a esto se le asume que el tomate no recibe
ningdn tratamiento poscosecha después de la cosecha, el riesgo de sufrir una
contaminacion cruzada por patdgenos es elevado.

Cabe mencionar que la importancia de tener programas de limpieza para prevenir este tipo
de contaminaciones es necesaria para asegurar la inocuidad de los productos frescos,
elevando la calidad microbioldgica de estos tomates, reduciendo costos de salud puablica.
De acuerdo a la problemética se han determinado los siguientes objetivos:

e Evaluar la transferencia de Salmonella enterica en dos diferentes cajas (madera vs
plastico) utilizados para la cosecha y transporte de tomate.

e Evaluar la contaminacién cruzada provocada por las cajas contaminadas con
Salmonella enterica.

e Evaluar la reduccién de Escherichia coli K12 en las cajas (madera vs plastico) después
de un tratamiento de desinfeccion.

e Evaluar las caracteristicas fisicas y microbiol6gicas de los tomates cosechados y
empacados en Guatemala, transportados y almacenados en Honduras.



2. MATERIALES Y METODOS

Localizacion del estudio. El estudio se desarrollé en dos areas de la Escuela Agricola
Panamericana, Zamorano. Localizada en el km 30 carretera hacia Danli, en el
departamento de Francisco Morazan, al este de Tegucigalpa, Honduras. En el Laboratorio
de Microbiologia de Alimentos (LMAZ) y en la Planta de Poscosecha (PP), ambos
pertenecientes al Departamento de Agroindustria Alimentaria.

Microorganismos:

Cepa de Salmonella serotipo Typhimurium ATCC* 14028
Cepa de Salmonella serotipo Poona NCTC? 4840
Cepa de Escherichia coli K12 ATCC 25922

Cajas:

Cajas de madera (35.96 cm ancho x 58.51 cm largo x 18.83 cm alto)
Cajas de pléstico (29.00 cm ancho x 38.67 cm largo x 21.20 cm alto). Cesta One Way
Industrial, de Megaplast®.

Evaluacion de la transferencia y contaminacion cruzada de Salmonella enterica en
dos diferentes contenedores utilizados para la cosecha y transporte de tomate.

Preparacion del indéculo. Se resucitd la cepa de Salmonella enterica serotipo
Typhimurium y Poona en 50 mL de Caldo de Soya Tripticasa (TSB, Acumedia, Neogen
Corp.) realizando un céctel de Salmonella, 25 mL respectivamente, incubadas a 35 °C/18-
24 h (Thermo Scientific, 6856). Se lavé con 50 mL de Buffer de fosfatos (PBS) tres veces
en la centrifuga 15 min a 5000 RPM (Thermo Scientific, 75004381). Se ajustd el indculo
a una concentracion final de 8 log;o UFC/mL con 450 mL de Diluyente de Peptona al
0.1% (DP, Difco, BD), con la finalidad de tener el in6culo utilizado durante la inmersién
de los tomates.

La concentracion del indculo se verificd mediante una serie de diluciones decimales con
DP y siembras por superficie, en placas con Agar Sulfito de Bismuto (ASB, Acumedia,
Neogen Corp.), incubando a 42 °C/18-24 h (Thermo Scientific, 6856). Se reportaron las
placas que se encontraron en un rango de 25 — 250 colonias en log;o UFC/mL (Swanson et
al. 2001).

! American Type Culture Collection
2 National Collection of Type Cultures



Inoculacion de los tomates. Se seleccionaron 25 tomates con un nivel de madurez (75%
color: 25% verde) de acuerdo a estandares de madurez del tomate. Se verifico ausencia de
Salmonella spp. en los tomates a utilizar como control negativo. Para ello se muestrearon
5 tomates no inoculados, sumergiendo 1 tomate en 100 mL de Agua peptonada Buferada
(APB, Acumedia, Neogen Corp.) aplicando un ligero masaje al tomate dentro de la bolsa
por un tiempo de 3 minutos. Incubando a 35 °C/24 h. Después del pre-enriquecimiento se
realizd un enriquecimiento selectivo transfiriendo 1 mL y 0.1 mL a Caldo Tetrationato
(CT, Acumedia, Corp) y Caldo Rapapport-Vassiliadis (CRV, Acumedia, Corp),
respectivamente incubando a 35 °C/24 h. Posteriormente se sembraron alicuotas de los
enriquecimientos selectivos en placas de Agar Sulfito de Bismuto (ASB, Acumedia,
Neogen, Corp.), Agar Entérico Hektoen (AEH, Criterion, Corp) y Agar XLD (AXLD,
Acumedia, Neogen, Corp) incubando a 42 °C/24 h. La confirmaciéon de las colonias
sospechosas a Salmonella se realizd6 mediante pruebas bioquimicas y aglutinacion
seroldgica con antisuero polivalente O (Difco) (Andrew et al. 2011).

Para inocular los tomates fueron sumergidos en 500 mL de in6culo ajustado a 7 logio
UFC/mL, sumergiéndolo por un periodo de tiempo de 20 minutos en constante agitacion.
La carga microbiana en los tomates estimada fue de 5 log;o UFC/tomate, éstos fueron
puestos a secar durante un tiempo de 45 minutos, hasta completar un secado uniforme del
indculo.

Se verifico la concentracion del indculo en los tomates, al muestrear cinco frutos por
separado, sumergiendo en 100 mL de DP y aplicando un ligero masaje por un tiempo de 3
minutos (Wang y Ryser 2014). Realizando diluciones decimales de cada enjuague de cada
tomate para sembrar por superficie en placas de ASB, incubando a 42 °C/18-24 h
(Thermo Scientific, 6856), contando colonias tipicas de crecimiento de Salmonella, los
datos fueron reportados en log;oUFC/tomate, para las placas que se encontraron en un
rango de 25 — 250 colonias (Swanson et al. 2001).

Evaluacion de la transferencia (Tomate — Caja). Se emplearon cajas de madera (35.96
+ 0.87 cm ancho x 58.51 £ 0.20 cm largo x 18.83 + 0.87 cm alto) presentando una
capacidad aproximada de 22.73 kg y cajas plasticas (29.00 £ 0.00 cm ancho x 38.67 +
0.28 cm largo x 21.20 + 0.00 cm alto) presentando una capacidad aproximada de 11.37
kg. Las cajas plasticas son mas usadas por lo general ya que proporciona proteccion al
fruto y disminuye pérdidas por manipulacion y transporte vs la caja de madera (FAO
2006). Se verificd la ausencia de Salmonella en las cajas a utilizar, muestreando la
superficie de tres cajas (madera o plastico), previamente al paso de los tomates
inoculados. Se tomaron muestras con una gasa estéril, la cual fue humedecida con 10 mL
de DP. Para el muestreo de la caja de madera se realizé en un area de 10 x 10 cm y para la
caja plastica se realiz6 en toda la superficie de la base interior, debido a que presenta
agujeros (cajas caladas). Posteriormente la gasa fue sumergida en 90 mL de Agua
peptonada Buferada (APB, Acumedia, Neogen Corp.) y se introdujo al stomacher por 1
minuto a 200 RPM (IUL, Masticator). Se realizo el enriquecimiento selectivo, aislamiento
y confirmacion de Salmonella como se describio en la inoculacion de los tomates.

Para evaluar la transferencia de Salmonella del tomate a la caja, se colocaron cinco
tomates previamente inoculados en cada tipo de caja (madera o plastico), por un periodo



de 30 minutos con el fin de tener contacto directo con la misma, colocando cada caja en
un agitador orbital (Standar Analog Shaker, VWR) a 200 RPM simulando el transporte
durante la cosecha del tomate.

Muestreo del Tomate después de pasar (TIDP). Se muestrearon cinco tomates al
finalizar el periodo de agitacion, sumergiendo cada fruto en 100 mL de DP,
respectivamente. Los resultados fueron reportados en log;o UFC/tomate como se describid
en la inoculacion de los tomates.

Calculo del Coeficiente de transferencia (Tomate — Caja). Se evaluo el coeficiente de
transferencia ocasionado por los tomates inoculados después de ser expuestos a las
diferentes superficies de acuerdo a la ecuacion 1 (Wang y Ryser 2014).

(Poblacioén total de Salmonella en TNIDP)X100
(Poblacién del inéculo en TI que fuerén pasados por las cajas)

CFT = [1]

Donde:

CFT: Coeficiente de Transferencia del tomate a la caja expresado en porcentaje

TNIDP: Tomates no inoculados después de pasar por la superficie contaminada en
UFC/tomate

TI: Tomates inoculados en UFC/tomate

Evaluacion de la contaminacion cruzada (Caja — Tomate). Se colocaron cinco tomates
inoculados en cada caja (madera o plastico), por un periodo de 30 minutos con el fin de
tener contacto directo con la misma, cada caja se coloc6 en un agitador orbital (Standar
Analog Shaker, VWR) a 200 RPM simulando el transporte durante la cosecha del tomate.

Muestreo de la caja después de pasar tomates inoculados. Al finalizar el tiempo de
exposicion se tomo una muestra de la superficie de la caja al azar, para la caja de madera.
Se muestreo toda la base de la superficie de la caja plastica, como se describio en la
evaluacion de la transferencia (tomate-caja).

Evaluacion de la contaminacién cruzada (Caja — Tomate). Al finalizar el paso de los
tomates inoculados en las cajas (madera o plastico), se pasaron 5 tomates no inoculados
sobre las cajas, por un periodo de tiempo de 30 minutos en el agitador orbital (Standar
Analog Shaker, VWR) a 200 RPM. Sobre el muestreo de los tomates al finalizar el tiempo
se realizé muestreo como se indico en la inoculacion de los tomates.

Calculo del Coeficiente de Transferencia (Caja — Tomate). Se evalu6 el coeficiente de
transferencia ocasionado por la contaminacion de las cajas después de haber pasado por
los tomates inoculados y ser expuestos a tomates no inoculados, de esta forma se obtuvo
el célculo en porcentaje sobre cuanto es la transferencia de las cajas a los tomates de
acuerdo a la ecuacion 2 (Wang y Ryser 2014).

__ (Poblacién total de Salmonella en la caja DPTNI)x100
(Poblacién del inéculo encontrado en la caja DPTI)

CFT [2]



Donde:

CFT: Coeficiente de Transferencia de la caja al tomate expresado en porcentaje
DPTNI: Después de pasar el tomate no inoculado en UFC/100 cm? o superficie
DPTI: Después de pasar tomate inoculado en UFC/100 cm? o superficie

Disefio Experimental. Se desarroll6 un Blogue Completo al Azar (BCA) para determinar
la transferencia de Salmonella enterica en las cajas, con 2 tratamientos y 2 repeticiones,
cada repeticion fue un bloque, teniendo un total de 4 unidades experimentales.

Anélisis Estadistico. Para los Blogues Completos al Azar (BCA), se realizd un analisis
de varianza, un modelo lineal general (GLM), con separaciéon de medias por Duncan, con
un nivel de significancia de P<0.05, con ayuda del programa “Statistical Analytical
System 9.4”. Se realizé una prueba “t” para determinar diferencias entre superficies.

Evaluacion de la reduccion de Escherichia coli K12 en las dos diferentes superficies
(madera vs plastico) después de ser sometidas a un tratamiento de desinfeccion.

Preparacion del indculo. Se resucit6 la cepa de Escherichia coli K12 en 10 mL de Caldo
Soya Tripticasa (TSB, Acumedia, Neogen Corp.), incubando a 35 °C/18-24 h. Pasado el
tiempo se lavo con 10 mL de Buffer de Fosfatos (PBS) 3 veces en la centrifuga 15 min
por 5000 RPM (Thermo Scientific, 75004381). Se ajustd el indculo a una concentracion
final aproximada de 7 log;o0UFC/mL con 90 mL de PBS.

La concentracién del inéculo se verificd haciendo diluciones decimales con diluyente de
peptona (DP) y siembra por superficie, en placas con Agar Bilis Rojo Violeta (ABRV,
Acumedia, Neogen Corp.) incubando a 35 °C/18-24 h, reportando las placas que se
encontraron en un rango de 25 — 250 colonias, reportados en logi;p UFC/mL (Swanson et
al. 2001).

Inoculacion de las cajas (CI). Debido al tamafio de las cajas y la autoclave (Sterimatic
Market Forge, STM-E), las cajas (plasticas y madera) fueron cortadas en 4 piezas iguales,
se utilizd una pieza para el control negativo, control positivo, tratamiento 1 y el
tratamiento 2. Previo a la inoculacion de las cajas se higienizo cada pieza lavandola con
detergente y aplicando un tratamiento térmico, autoclave (121 °C por 15 min). Se
inocularon tres piezas de cada caja con Escherichia coli K12, el uso de un
microorganismo el cual no es patégeno se dio, principalmente, por cuestiones de
bioseguridad, no es posible estar propagando microorganismos patégenos al ambiente,
con la finalidad de tener un mejor manejo. De las seis cajas inoculadas (tres de madera y
tres plasticas) se inocularon a una carga de 5 log;p UFC/cm? para las cajas de madera y
por superficie para las plasticas al remojar las superficies tres veces, dejandolas orear por
un tiempo de 15 minutos entre inoculado a una temperatura de 25 °C (temperatura
ambiente), de esta manera se logré una inoculacién de las superficies uniforme.

Del control positivo, se muestred una vez la superficie, tomando una muestra con gasa
estéril, para las cajas de madera en un area de 10 x 10 cm y para las cajas plasticas toda la
superficie, la gasa previamente fue humedecida con 10 mL de DP y se mezcl6 con 90 mL



de DP para ser homogenizada en el stomacher (IUL, Masticator) 1 minuto a 200 RPM, se
realiz6 una serie de diluciones decimales y siembra por superficie en placas de Agar Bilis
Rojo Violeta (ABRV, Acumedia, Neogen Corp.), incubando a 35 °C/18-24 h (Thermo
Scientific, 6856). Las placas reportadas fueron las que se encontraron en un rango de 25 —
250 colonia en logyo UFC/100 cm? para cajas de madera y log:o UFC/superficie para cajas
de plastico (Swanson et al. 2001).

Aplicacion de los tratamientos. Se aplicaron dos tratamientos diferentes de desinfeccion
de las cajas para determinar la capacidad de retener células vegetativas de Escherichia
coli K12 en las superficies de acuerdo a la naturaleza del material.

Tratamiento de agua (25 °C). El primer tratamiento consistié en la aplicacion de agua
destilada previamente estéril (25 °C) a chorro corrido con un ligero cepillado en las
paredes internas de la caja por un periodo de tiempo de 10 segundos, evaluando el efecto
mecanico de este tratamiento sobre las células vegetativas de Escherichia coli K12. Al
finalizar se realiz6 un enjuague con agua estéril y se dejo orear por un tiempo de 15
minutos.

Tratamiento agua (25 °C) + detergente + solucién de cloro 200 ppm. El segundo
tratamiento consistio en la preparacion de una solucion de desinfeccién con cloro a una
concentracion de 200 ppm, agua destilada (25 °C) y detergente comun, en este tratamiento
también se aplicé un cepillado en las paredes internas de la caja (base) por un tiempo de
10 segundos, evaluando el efecto en las células vegetativas de Escherichia coli K12. Al
finalizar se realiz6 un enjuague con agua estéril y se dejo orear por un tiempo de 15
minutos. La preparacion de la solucion se realizé con 500 ml de agua estéril, 0.50 g de
detergente y 0.15 g de hipoclorito de sodio al 68%, de esta forma se obtuvo la solucion a
200 ppm (Neal et al. 2012; Beuchat y Jee-Hoon 1997).

Muestreo de las cajas después del tratamiento (CDT). Después de realizados los
tratamientos de desinfeccion, de las cajas de madera se tomaron 3 muestras de diferentes
puntos al azar, pasando una gasa estéril en una area de 10 x 10 cm, previamente
humedecida con 10 mL de Caldo Neutralizante (CN, Acumedia, Neogen Corp.) y
sumergida en 90 mL de CN. La muestra fue homogenizada en el stomacher (IUL,
Masticator) por 1 minuto a 200 RPM, realizando una serie de diluciones decimales y
siembra por superficie en placas de ABRV. Para las cajas de pléastico fue el mismo
procedimiento, solamente que se muestreo toda la superficie de la base de la caja,
incubando a 35 °C/18-24 h (Thermo Scientific, 6856). Las placas que se reportaron fueron
las que se encontraron dentro del rango de 25 — 250 colonias en log;g UFC/100 cm? para
las cajas de madera y logio UFC/superficie para las cajas plasticas (Swanson et al. 2001).

Reduccion de Escherichia coli K12. Se determiné la reduccién logaritmica que se tuvo
presente en las cajas de acuerdo a los tratamientos de limpieza, ademas de obtener el
porcentaje de reduccion de la misma, mediante las siguientes ecuaciones 3y 4:

Red = Log Cl — Log CDT [3]



Donde:

Red: Reduccién logaritmica del tratamiento.
Cl: Recuento inicial de E. coli en las cajas de madera y plastico inoculadas en logio
UFC/100 cm? y superficie, respectivamente.
CDT: Recuento final en cajas de madera y plastico después del tratamiento en logio
UFC/100 cm? y superficie, respectivamente.

9% Reduccign = £one: clztone. €O 109 [4]

Conc. CI

Donde:

% Reduccidn: Reduccion del tratamiento en porcentaje.
Cl: Recuento inicial de E. coli en las cajas de madera y plastico inoculadas en UFC.
CDT: Recuento final en cajas de madera y plastico después del tratamiento en UFC.

Disefio Experimental. Se desarroll6 un Blogue Completo al Azar (BCA) para determinar
la reduccion de Escherichia coli K12, después del tratamiento de desinfeccion, donde
cada bloque fue la superficie evaluada teniendo 2 superficies x 2 tipos de lavado con un
total de 4 tratamientos por cada disefio y 3 repeticiones. Se tuvo un total de 12 unidades
experimentales (Cuadro 1).

Cuadro 1. Tabla de reducciéon de Escherichia coli K12 durante el tratamiento de
desinfeccion.

Tratamiento

Tipos de caja Agua Agua
(25 °C) (25 °C + detergente
+ Sol. Cloro 200 ppm)
Madera TRT 1 TRT 2
Plastico TRT 3 TRT 4

Analisis Estadistico. Se realiz6 un analisis de varianza, con un modelo lineal general
(GLM) y separacion de medias por Duncan, con un nivel de significancia de P<0.05, con
ayuda del programa “Statistical Analytical System 9.4”.



Evaluaciones fisicas de tomates procedentes de Guatemala, almacenados en cajas de
maderay plastico.

Obtencion del producto. El tomate se obtuvo de productores en Guatemala, arribé a la
Escuela Agricola Panamericana, Zamorano el 13 de Agosto del 2014, 2:00 pm. Al
momento de llegar, fue colocado en la Planta de Poscosecha del Departamento de
Agroindustria Alimentaria. La mayoria del tomate, llegé madurado (100% de color rojo),
el volumen almacenado fue de 12 cajas plasticas con 11.36 kg de tomate/caja y 12 cajas
de madera con 22.73 kg de tomate/caja.

Almacenamiento (Temperatura Ambiente). El tomate tiene una tolerancia térmica
arriba de 10 °C y por debajo de 12 °C (FAO 2006) para no dafiar sus caracteristicas
quimicas y fisicas del mismo. El tomate fue colocado en una tarima de madera en un
cuarto a temperatura ambiente (25 °C) durante un periodo de 15 dias en dos estibas, cajas
de madera y cajas plasticas respectivamente.

Disefio Experimental. El disefio que se realiz6 fue un Bloque Completo al Azar, (BCA),
con medidas repetidas en el tiempo, dos tratamientos (2 tipos de cajas de
almacenamiento). Los tratamientos fueron medidos a través del tiempo durante 15 dias.
Se midio porcentaje de dafio, pérdida de peso y color. El analisis microbioldgico se
realiz6 dos veces, al recibir el tomate y al terminar el experimento.

Pérdida de peso. La pérdida de peso se expresé como pérdida de agua por dia en
kilogramos, muestreando diario 10 cajas de madera y plastico, pesando al inicio de la
seleccion del tomate y al final, por diferencias de pesos, se determiné la pérdida de agua
del tomate durante 15 dias.

Porcentaje de Dafio. Se determind el porcentaje de dafio del tomate mediante el peso de
10 cajas de madera y plasticas. Al iniciar la jornada se pesaba el tomate, el tomate para
descarte fue aquel que presento dafio por bacterias, hongos o levaduras o por presentar
algun dafio fisico, al finalizar la jornada diaria se volvia a pesar y por diferencias de pesos,
se determind el porcentaje de dafio diario.

Analisis de color. Se realizé un analisis digital de imagen para el color, mediante una
aplicacion electronica mColorMeter®, bajo la licencia de Apple Inc. para iPad. Las
fotografias fueron tomadas con una cdmara digital Nikon D-5200 y se analizaron con
ayuda del programa al subir las fotos en la iPad. De esta forma se determind el color en
notacion Munsell como RGB (Red Green Blue), siendo este es un lenguaje de
programacion, de la misma forma en formatos de impresion de colores (cien, magenta,
amarillo y negro), una vez obtenidos los valores de RGB se tabularon en un cuadro para
obtener los valores de L*, a*, b*, hue (angulo), croma y a*/b*, los cuales fueron
calculados de acuerdo a las siguientes ecuaciones 5,6y 7:
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h =tan?! (—) [5]
Donde:

h: hue (angulo)
a*: valor de color a*
b*: valor de color b*

C= y@)*+ (b*)? [6]
Donde:

C: color croma
a*: valor de color a*
b*: valor de color b*

a'/b* = [7]
Donde:
a*/b*: relacién color a* y b*
a*: valor de color a*
b*: valor de color b*

Analisis microbioldgicos. Se tomaron cinco muestras de tomate por cada tipo de caja de
almacenamiento. Cada muestra consistié en cinco tomates. Se realizaron dos muestreos, al
llegar los tomates (dia 1) y el segundo muestreo, al terminar el experimento (dia 15). Asi
mismo se recolectaron tres muestras de cada una de las superficies de las cajas (madera y
plastico) en cada dia de muestreo. Para las cajas de madera se muestre6 en un area de 10 x
10 cm y para las plasticas toda la base interna de la caja, reportando los datos en logig
UFC/ 100 cm? y logio UFC/superficie, respectivamente. Se determiné en cada muestra el
recuento de mesofilos aerobios, coliformes totales, E. coli, hongos y levaduras y la
determinacion de Salmonella spp.

Mesofilos aerobios. Cada muestra de cinco tomates fue sumergida en 500 mL de
Diluyente de Peptona (DP, Difco, BD), homogenizando por 2 minutos mediante un
masaje a la superficie de los tomates. Se desarrollé una serie de diluciones decimales,
sembrando de la dilucién 10% hasta 10°, por vaciado en placa, vertiendo una alicuota de 1
mL de la dilucién en la placa Petriy 12 — 15 mL de Agar para Métodos Estandar (ACE,
Acumedia, Neogen Corp.), atemperado a 45 = 1 °C en bafio maria (Memmert, WNE10),
incubando a 35 °C por 46 — 48 h (Thermo Scientific, 6856). Los datos fueron reportados
en log;o UFC/tomate, solamente para las placas que se encontraron en el rango contable
25 — 250 colonias (Swanson et al. 2001).
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Hongos y Levaduras. Para los tomates, se tomo la metodologia igual que para los
mes6filos aerobios, pero aqui se sembraron las diluciones 10° hasta 10° en placas Petri
vertiendo una alicuota de 1 mL y 12 — 15 mL de Agar Papa Dextrosa (APD, Acumedia,
Neogen Corp.) acidificado a pH 3.5 con &cido tartarico al 10%, atemperado a 45 + 1 °C.
Las cajas fueron incubadas a temperatura ambiente 25 °C por 5 dias. Se reportaron los
resultados en log;o UFC/tomate para las placas que se encontraron en un rango de 15 -
150 colonias (Swanson et al. 2001).

Para las superficies, se desarrollé el mismo procedimiento que los mesdéfilos aerobios para
el caso de las superficies muestreadas, cambiando las diluciones a sembrar 10° hasta 10°,
las placas reportadas fueron aquellas que se encontraron en un rango de 25 — 250 colonias
(Swanson et al.2001), estos resultados fueron reportados en log;o UFC/100 cm? y logso
UFC/superficie, para cajas de madera y cajas plasticas.

Coliformes totales en placa y Escherichia coli spp. Para los tomates, se desarroll6 la
misma metodologia que hongos y levaduras sembrando las mismas diluciones decimales,
por vaciado en placa, vertiendo 12 — 15 mL de Agar Bilis Rojo Violeta (ABRV,
Acumedia, Neogen Corp.) con una sobrecapa de Agar Bilis Rojo Violeta con MUG
(ABRV con MUG, Acumedia, Neogen Corp.), esto para detectar células de Escherichia
coli mediante radiacién Ultra Violeta (254 nm). Para los coliformes se reportaron aquellas
placas que se encontraron en el rango contable de 25 — 250 colonias por placa (Swanson
et al. 2001) en log;o UFC/tomate.

Para las superficies, se desarrollo la misma metodologia que para los hongos y levaduras
sembrando las mismas diluciones decimales, por vaciado en placa, utilizando ABRV vy
sobrecapa de ABRV con MUG. Para los coliformes se seleccionaron aquellas placas que
se encontraron en un rango contable de 25 — 250 colonias por placa (Swanson et al. 2001)
reportando en logio UFC/100 cm?® y log:o UFC/superficie, para cajas de madera y cajas
plésticas.

Aislamiento de Salmonella spp. Para el aislamiento, en el segundo muestreo se cambio el
DP por Agua Peptonada Bufferada (APB, Acumedia, Neogen Corp.), después de realizar
los analisis para mesofilos, coliformes totales, hongos y levaduras, se incubo a 35 °C/18-
24 h (Thermo Scientific, 6856) y se desarrollé la metodologia de aislamiento de
Salmonella spp. del manual de metodos analiticos bacteriolégicos (BAM) de la FDA
(Andrew et al. 2011).

Analisis Estadistico. Se realiz6 un andlisis de varianza, un modelo lineal general (GLM),

con separacion de medias por Duncan, con un nivel de significancia de P<0.05, con ayuda
del programa “Statistical Analytical System 9.4”.
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3. RESULTADOS Y DISCUSION

Evaluacion de la transferencia y contaminacion cruzada de Salmonella enterica en
dos diferentes contenedores utilizados para la cosecha y transporte de tomates. La
concentracion del inéculo en la que fueron sumergidos los tomates fue de 8.20 + 0.02
logio UFC/mL. Los tomates después de haber sido sumergidos en el in6culo y oreados
presentaron una carga inicial de 7.45 = 0.19 log;o UFC/tomate, previos al paso por las
cajas de madera y plastico. Se determin6 que hubo una reduccion significativa (P<0.05)
en la transferencia para las dos superficies (madera y plastico) versus la carga inicial de
los tomates al ser pasados por las mismas (Cuadro 2), obteniendo recuentos de 5.9 logio
UFC/tomate en ambas cajas. Otros autores han determinado que la transferencia de
Salmonella como otros microorganismos es posible siempre y cuando los niveles de
organismos indicadores estén como posible fuente de enterobacterias (Bell et al. 1997).

De acuerdo al coeficiente de transferencia tomate-caja, el porcentaje para la caja de
plastico y madera, no presentaron diferencias significativas (P>0.05), mientras que el
tomate inoculado (Cuadro 2) presento diferencias significativas (P<0.05) contra los otros
dos tomates pasados por las cajas de madera y plastico, observandose que 1.49 y 1.60
log;o UFC/tomate, se quedaron en las cajas de madera y plastico, respectivamente.
Autores coinciden con el coeficiente de transferencia donde reportan un 95% de
adherencia de E. coli cepa ATCC 11229, esto en madera nueva de maple (Abrishami et al.
1994).

El porcentaje de transferencia del tomate a la caja, se encontrd entre el rango de 90-100%,
otros autores han reportado valores similares que oscilan entre los 97.68 y 97.42% en
zanahorias y meldn, respectivamente, después de estar en una superficie de plastico y
tener un tiempo de secado de 0 horas, mientras que a la hora de secado este porcentaje
tiende a aumentar para el caso de la zanahoria (99.93%) vy el meldn tiende a bajar
(90.05%). Los valores a las 0 horas en log estan entre 2.52 y 2.63 log;o UFC/g, siendo
similares a los reportados en la transferencia del tomate que fue < 2 log;o UFC/tomate
(Jensen et al. 2013).

La reduccion de Salmonella enterica se debe a la pérdida de viabilidad en células
vegetativas, debido que no es capaz de sobrevivir y persistir en superficies de madera o
polipropileno, comparando otros materiales como formica o acero inoxidable (Moore et
al. 2007). Ademas, la presencia de algunos nutrientes en las superficies, puede ayudar en
mejorar el dafio que sufren las células por desecacion, facilitando la generacion de ATP
para reparar este estrés. Es necesario mantener las superficies libres de materia organica,
la cual pueda ayudar a prevenir la deshidratacion por parte de las células (Abban et al.
2012).
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Cuadro 2. Recuento de Samonella enterica en tomate inoculado antes y después de pasar
por las cajas de madera o plastico.

CFT
Etapa logso UFC/tomate Tomate-Caja (%)
Media + DE* Media + DE
Antes de pasar 7.454 +0.189 *
Después de pasar en caja de Madera 5.964 +0.289 ° 95.858 + 2.474 A
Después de pasar en caja de Plastico ~ 5.848 +0.282 ° 96.961 + 1.999 #
CV (%) 4.016 2.333

AB: valor estadisticamente diferente entre cajas (P<0.05) dentro de la columna.

CFT: Coeficiente de transferencia= [(Poblacion de 10 Tomates Inoculados Antes de Pasar)-
(Poblacién total en 10 Tomates Inoculados Después de Pasar)]*100/(Poblacion Total de los
Tomates Inoculados); CV: Coeficiente de Variacion; ¥: Desviacion Estandar.

La prueba t indicé que no hay diferencias entre superficies (P>0.05) para el coeficiente de
transferencia del tomate a la caja. La recuperacion de Salmonella entérica en las cajas de
madera y plastico, no presento diferencias (P>0.05). Por lo que tanto las cajas de madera
como de plastico llegan a sufrir contaminaciones por Salmonella, llegando a tener una
contaminacion cruzada (Cuadro 3). Al pasar por las superficies se observa la cantidad en
log:o UFC/tomate de contaminacion cruzada y el coeficiente de transferencia de las cajas
al tomate > 2 log,o UFC/tomate se transfirié hacia el fruto.

Las cajas de madera y plastico no presentaron diferencias significativas (P>0.05) entre
superficies. Los tomates que no sufrieron una contaminacion directa con el indculo
presentaron un 100% de contaminacion por Salmonella entérica (Cuadro 3) al pasar sobre
las superficies de las cajas que habian tenido contacto directo con fruto contaminado. El
tomate presentd una transferencia del 30.76 + 6.58% equivalente a 2.28 + 0.466 logio
UFC/tomate y 24.92 + 11.243% lo equivalente a 2.56 + 0.69 log;0UFC/tomate, para
madera y plastico, respectivamente. Resultados similares fueron obtenidos con Salmonella
enterica en el estudio de Ravishankar et al. (2010), donde evalud la transferencia de
Salmonella Newport en tres diferentes escenarios. El primero fue el méas similar a este
estudio, encontrando una carga en la tabla de picar y cuchillo utilizado de 2.21 + 0.21 y
2.09 + 0.03 log;o UFC/cm?, respectivamente, después de haber inoculado pollo a 5 logso
UFC/g.

La madera y el plastico tienen una superficie rugosa, mayor en la madera a comparacion
del plastico y no es visible a simple vista la cual disminuye la capacidad de remocién de
Salmonella enterica, (Cuadro 3). Se observa que solo un 30.77 y 24.93% fue transferido
de la caja de madera y pléastico, respectivamente al tomate. De la misma forma la cantidad
recuperada en cajas de madera y plastico al finalizar el paso de los tomates inoculados y
los no inoculados dieron conteos de 2.866 + 0.885 y 3.639 £ 1.035 log;o UFC/superficie,
respectivamente.
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Cuadro 3. Recuento de Samonella enterica en tomate no inoculado después de pasar por
las cajas de madera o plastico contaminadas con tomates inoculados.

CFT
Tipo de caja c;ft;cr)nr?r?;?jsos logso UFC/tomate Caja-Tomate (%)
Media + DE* Media + DE
Madera 100 229 +0.47% 30.77+ 6.58"
Plastico 100 2.56 + 0.69 # 24.93 +11.24 4
CV (%) 26.445 32.425

AB: valor estadisticamente diferente entre cajas (P<0.05) dentro de la columna.

CFT: Coeficiente de transferencia= [Poblacion total en Log del0 Tomates No Inoculados Después
de Pasar)]*100/(Poblacion total de los Tomates Inoculados).

CV: Coeficiente de Variacion; ¥: Desviacion Estandar.

La prueba t indico que no hay diferencias entre superficies (P>0.05) para el coeficiente de
transferencia de la caja al tomate. Autores han reportado que en superficies plasticas el
porcentaje de tomates que se contaminan al entrar en contacto con este tipo de materiales
es de 0. En este estudio se observd que ambas cajas tanto madera como plastico
presentaron el mismo nivel de contaminacion cruzada hacia los tomates no inoculados.
Los coeficientes de transferencia del material contaminado al producto reportados por
otros autores han sido menores (0.013%) (Wang y Ryser 2014). No obstante la carga
microbiana transferida al tomate reportada fue > 2 log;o UFC/100 cm?, similar a las
reportadas en este estudio.

Evaluacion de la reduccion de Escherichia coli K12 en las dos diferentes superficies
(madera vs plastico) después de ser sometidas a un tratamiento de desinfeccion. La
concentracion de la suspension del indculo fue de 8.22 + 0.091 log;o UFC/mL de E. coli
K12. La carga inicial para las cajas de plastico y madera en las superficies fue de 7.69 +
0.05 logyo UFC/superficie y 8.22  0.06 log;o UFC/100 cm?, respectivamente.

Se puede observar que entre tratamientos existen diferencias significativas (P<0.05), para
las cajas de plastico, mientras que las cajas de madera no presentan cambios significativos
(P>0.05) entre los tratamientos de lavado. Entre superficies solamente hay cambios
significativos (P<0.05) en el tratamiento de lavado con la solucion de cloro a 200 ppm,
entre ambas superficies (Cuadro 4). El uso de soluciones cloradas en la industria
alimentaria es cotidiano, principalmente para la desinfeccion de frutas y vegetales, en la
parte de poscosecha. La aplicacion de éstas y su efectividad en reducir microorganismos
tanto patdgenos como deterioradores, tiene aplicaciones durante el lavado, con el fin de
alargar la vida util del producto. La contaminacion por microorganismos no solamente se
da por Salmonella spp. también se ha reportado Escherichia coli spp. (Beuchat y Jee-
Hoon 1997).
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Cuadro 4. Resultados de reduccion logaritmica (log;oUFC/superficie) de acuerdo a los
tratamientos de higienizacion.

Agua Agua
(25 °C) (25 °C + Sol. Cloro 200 ppm +
Cajas detergente)
Media + DE¥ Media + DE
Madera 1.256 + 0.393 A% 1.886 + 0.387 B
Plastica 2.220 + 0.784 A% 5.813 + 0.188 A®
CV (%) 33.860 7.469

5. valor estadisticamente diferente entre cajas (P<0.05) dentro de la misma columna.

*Y: medidas con diferente letra son significativamente diferentes (P<0.05) dentro de la misma fila.
¥: Desviacion Estandar.

CV: Coeficiente de Variacion.

La contaminacién de las superficies estd asociada directamente al tipo de materiales con
las que se fabrican cada caja. Las fibras de la madera (celulosa y lignina) y la porosidad
de la misma son factores importantes en la adherencia de patégenos en éste tipo de
materiales. Lo mismo para las cajas plasticas, que depende mucho de la condicion en la
cual se encuentra la superficie del envase para presentar adherencia alguna. Estudios
muestran que la madera tiene mayor capacidad de retener bacterias en comparacion al
plastico (Abban et al. 2012; Barker et al. 2003; De Vere y Purchase 2007; Osorio 2014).

Las cajas de madera y plastico, representan un punto potencial de contaminacion en los
tratamientos aplicados. Para este estudio se puede observar una disminucion logaritmica
representativa y con diferencias significativas, donde se presentaron interacciones entre
los dos tratamientos de higienizacién (P<0.05) en las cajas de madera. Para los
porcentajes de reduccion no se presenta interaccion entre el tratamiento de lavado y el tipo
de superficies (P>0.05).

El lavado con solucion de cloro a 200 ppm mostré reducciones de 99.9999 + 0.00001%,
reduciendo 5.813 + 0.188 log;o UFC/superficie en cajas plasticas. Estudios han
demostrado que las soluciones cloradas son ineficientes en la eliminaciéon total de
patdgenos. Esto se puede comparar con ambos tratamientos de lavado. En el caso del
plastico, se recuperd una carga de 2 log;o UFC/superficie después de aplicar el tratamiento
de lavado y desinfeccion. Las soluciones cloradas son potencialmente usadas como agente
de higienizacion para prevenir una contaminacion cruzada con productos frescos que
Ileguen a estar en contacto con estas superficies. Ademas, la materia organica neutraliza el
cloro antes de tener un efecto letal sobre los microorganismos (Olaimat y Holley 2012;
Wang y Ryser 2014).
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Por otra parte una solucion a 200 ppm con un tiempo prolongado de exposicion (15 min)
y accion mecénica >10 segundos reduce significativamente (P<0.05) la carga microbiana
de una superficie debido a que ningun patégeno sobrevive a este tipo de tratamientos
quimicos. La reduccion para el tratamiento (agua + 200 ppm cloro) de higienizacion en
cajas de madera presentd una reduccion de 98.378 + 1.034% presentando diferencias
significativas entre tratamientos (P<0.05) aplicados a las cajas de madera. L0S porcentajes
de reduccidn obtenidos en los tratamientos (agua a 25 °C) presentaron un 93.031 + 4.690
y 98.628 + 1.678%, para cajas de madera y plastico, respectivamente. La reduccién en
madera es minima y se asume que a medida que se deja el oreado en este tipo de
superficies, la capilaridad de la misma hace que se absorban o retenga mayor cantidad de
células vegetativas (Abban et al. 2012; Moore et al. 2007).

Cuando se presenta mayor contacto con la superficie de la madera siendo prolongado por
un periodo >5 minutos, la madera tiende a absorber el liquido (in6culo) a la matriz de la
madera algo diferente a las superficies plasticas o metélicas las cuales no presentan una
matriz similar no absorben presentando menor adherencia. Ejemplo de esto, se puede
observar con los recuentos obtenidos en las cajas de madera vs plastico (Cuadro 4), donde
el tiempo de oreado para ambas fue de 15 minutos y solo hubo una reduccién minima en
las cajas de madera vs plastico siendo significativamente diferente entre ambos
tratamientos por superficies (P<0.05) (Abrishami et al. 1994).

Autores han reportado reducciones logaritmicas de 0.22 y 0.04 log;o0UFC/mL en madera
nueva y usada, respectivamente (Abrashami et al. 1994). Ademas en plastico reportando
ND (no detectable) para los primeros 5 minutos después de inoculados, debido a la
remocion por completo de la superficie. De la misma forma se sabe que las bacterias
patdgenas forman biofilms (exopolisacéridos hidratados), muchas veces como medio de
proteccion ante el ambiente (Osorio 2014; Abrashami et al. 1994). La FDA recomienda
lavar utensilios con un método abrasivo con el fin de poder remover mayor cantidad de
microorganismos en este caso Salmonella, es necesario que el consumidor tenga una
educacién sobre la importancia de por qué es necesario realizar una limpieza de utensilios
que tienen contacto directo con alimentos, en este caso con alimentos crudos (vegetales),
con la finalidad de prevenir una enfermedad o infeccion por alimentos (Ravishankar et al.
2010).

La temperatura del agua a la cual fueron lavadas, también tiene una gran afectacion,
debido que estaba a temperatura ambiente (25 °C). Estudios demuestran que el lavado con
agua fria no tiene ningun efecto de reducir una carga microbiana a comparacion si es
lavada con agua tibia a una temperatura de 46 °C por 75 segundos o agua caliente 62 °C
por 10 segundos. La presencia de Salmonella estd por debajo del limite de deteccion,
indicando que la aplicacion de temperatura tiene un efecto letal sobre las células
vegetativas de este patdgeno al momento de entrar en contacto directo con el agua caliente
(de Jong et al. 2008; Ravishankar et al. 2010).
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Evaluacion de las caracteristicas fisicas y microbiolégicas de los tomates procedentes
de Guatemala, almacenados en cajas de madera y pléstico. El tomate fue recibidé el
13 de agosto del 2014, proveniente la ciudad de Guatemala, frontera con Copan. Un total
de 20 cajas con producto fueron analizadas, 10 cajas de madera y 10 cajas plasticas, con
un peso promedio por caja de 23.16 + 0.96 kg y 11.15 + 0.63 kg, respectivamente. A
primera vista el productor tiene una pérdida en ventas del producto, ofreciendo més
volumen a menor precio debido que las cajas de madera son tomadas a un peso estandar
de 22.73 kg (50 Ib) y 11.36 kg (25 Ib) para las cajas de plastico. En el mercado de
Guatemala, la caja de tomate de primera calidad tiene un precio Q. 60.00 la caja de 50 Ib
y el de segunda Q. 40.00 la caja para Septiembre 2014 (1 USD= Q. 7.72) (FASAGUA
2014).

Para el porcentaje de dafio no se encontraron diferencias significativas (P>0.05) entre
ambas cajas pero a través del tiempo si (P<0.05) (Cuadro 5). Se encontraron diferencias
significativas (P<0.05) en la pérdida de peso (agua) donde el mejor material de
almacenamiento fue la caja plastica vs caja de madera ya que presenté menor pérdida de
agua por dia (0.440 £ 0.252 kg agua). El factor caja y tiempo presentaron interacciones
(P<0.05), asumiendo esto, ya que la caja de madera tiene la capacidad de absorber
humedad del medio y por la transpiracion del fruto si éste es expuesto a temperaturas >15
°C se genera mas la pérdida de agua del fruto (Kader et al. 1993; Reina et al. 1998). El
tomate almacenado en las cajas plasticas presentd mayor arrugamiento en la epidermis por
deshidratacion en el dia 10 de almacenamiento, lo que generd una reduccion en la
turgencia del tejido, provocando un ablandamiento en los frutos, debido a los orificios
presentes en la misma.

El tomate fue almacenado a una temperatura de 26.3 + 2.91 °C y 61.4 + 10.67 %HR con
un tiempo de almacenamiento de 15 dias realizando pruebas microbioldgicas v fisicas. El
principal material de las cajas de madera es proveniente de pino (Pinus oocarpa) la cual
se encuentra y utiliza tanto en Guatemala, su principal uso es para la fabricacion de cajas
de empaque, postes, durmientes o extraccidn de resinas, la madera tiene la caracteristica
de presentar capilares y la penetracion del inoculo liquido hacia el interior de la matriz
(Abrashami et al. 1994). Las cajas plasticas son de un material de polipropileno, siendo un
polimero vinilico, similar al polietileno, este tiene una baja densidad de 0.9 g/cm?®, no se
funde a temperaturas por debajo de 160 °C, es cristalino de forma isotéctica por lo cual
adquiere la dureza y rigidez siendo resistentes a la deformacion por calor. Por lo general
son llamados homopolimeros cuya densidad es 0.905 g/cm® (Hindle s.f.), con la ventaja
de poderse reciclar una vez que presenten algin dafio en la estructura de la misma,
teniendo un ingreso por la venta de esta caja, algo diferente a las cajas de madera las
cuales son desechadas dando un uso en generacion de energia (al quemarlas).

La funcion principal del empaque es contener el producto y garantizar la calidad del
mismo facilitando el manipuleo y aireacién del producto reduciendo la pérdida por
humedad e impidiendo la deshidratacion (Reina et al. 1998; Casierra-Posada y Aguilar-
Avendafio 2008). Las interaccion entre el factor dafio no presentd diferencias
significativas (P<0.05), sin embargo se pudo observar que el porcentaje de dafio diario fue
aproximadamente 13%. Autores reportan que el mejor punto de cosecha y
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almacenamiento del tomate se da cuando se cosecha con una coloracion 75% verde y 25%
color (Casierra-Posada y Aguilar-Avendafio 2008). Para efecto de este estudio, el fruto
llegd con un grado de maduracion del 100% color, teniendo mayor descarte por caja de
tomate diario para ambas caja, sin presentar diferencias significativas (P<0.05) entre cajas
de madera y cajas pléasticas.

El transporte es otro factor que influye en los dafios del tomate, debido a que, los tomates
fueron transportados por tierra desde Guatemala hasta la escuela. En su mayoria se
presentaron dafios por compresion e impacto, tanto por movimientos del vehiculo y entre
las mismas cajas de madera y plasticas, la cantidad de tomate descartado después de ser
recibidos fue de 4.44 y 1.33 kg, respectivamente.

Cuadro 5. Resultados de pérdida de peso y porcentaje de dafio del tomate almacenado en
la planta de poscosecha durante 15 dias.

Descarte tomate

<o .
_ Dario (%) Pérdida de Peso (kg) (kg/caja dia)
Cajas
Media + DE¥ Media + DE Media + DE
Madera 13.7+6.43 4 0.72+0.34 4 0.91+0.524
Plastica 13.2 + 4.34° 0.44+0.255 0.73+0.417°
CV (%) 29.481 20.727 32.706

AB. medias con diferente letra son significativamente diferente entre columnas (P<0.05).

CV: Coeficiente de Variacion.
¥: Desviacion Estandar.

A través del tiempo, aumenta directamente el descarte del tomate (kg). En paises en
desarrollo las pérdidas poscosecha de productos frescos varian entre el 25 al 50% de la
produccion (Ferratto et al. 2010) y el porcentaje de ambas cajas varia entre un 13 — 14%
sin que haya cambios estadisticamente significativos (P>0.05) para ambas cajas de
embalaje. La mayoria de los tomates producidos son comercializados localmente en
Guatemala (CENMA sur) a un precio de Q. 1.2 por cada 0.454 kg, para el mes de
Septiembre (FASAGUA 2014). Si a esto se le asume la pérdida de peso diario en cajas de
madera o plastico, el productor pierde por dia de almacenamiento a una temperatura de
26.3 °C la cantidad de Q. 9.69 para las cajas de madera 'y Q. 5.06 para las cajas de plastico
por kilogramo.

Teniendo en cuenta los promedios recibidos, se puede deducir que el productor tiene una
pérdida en su ingreso vendiendo 0.44 kg de tomate mas en cajas de madera y el
comerciante de 0.22 kg de tomate, monetariamente hablando equivale a $ 0.15 USD de
pérdida por caja de madera que se vende suponiendo que el tomate es de primera y para
las cajas plasticas la pérdida es de $ 0.075 USD por caja plastica vendida. Si la venta se da
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por parte de un tercero, estaria ganando Q. 1.16 y Q. 0.58 por caja de madera y plastico
vendida, respectivamente. Ganancia que tiene por el extra de 0.44 y 0.22 kg de tomate, de
acuerdo a los pesos promedio reportados anteriormente se puede observar que las
cantidades presentes en las cajas de madera y plastico, tienen méas producto del que se
maneja en el mercado de Guatemala, donde se ofrece una caja de madera a un peso
establecido de 22.73 kg (50 Ib) y la pléstica de 11.36 kg (25 Ib).

Para el tomate, el color es un parametro importante en la calidad del fruto. Cambios en la
deshidratacion como pérdida de peso y agua, provocan cambios directos en la coloracion
del tomate. Las variables indispensables en la medicion del color fueron L* que es
luminosidad con escala de 0 siendo negro y 100 blanco; a* es (rojo-verde), los valores
positivos rojos, valores negativos verdes y 0 es neutro; b* (azul-amarillo), los valores
positivos azules, los valores negativos amarillos y 0 neutro; y el tono (hue) se mide por el
angulo alrededor del eje vertical indicando un color en particular (Konica Minolta 2003).

Cambios no significativos en L*, a* y b* (P<0.05) fueron observados (Cuadro 6). A
medida que pasaba el tiempo de almacenamiento, los valores correspondientes para las
cajas de plastico bajaron transcurridos 10 dias de almacenamiento (P<0.05). Debido que
el tomate llegd con un grado de maduracion 100% color, se esperaba que durante el
tiempo de almacenamiento se presentara un aumento en los valores de a* y b*, debido al
degradacion de la clorofila y aumento de licopeno. EI tomate present6 valores similares en
luminosidad segln lo reportado por otros autores donde encontraron 48.40 + 7.19
utilizando la metodologia de analisis de imagen digital, para el fruto presente en las cajas
de pléastico y de madera (Stinco et al. 2013) siendo iguales los valores por el periodo de 15
dias en ambas cajas, respectivamente. En el valor a* en cajas de plastico y madera,
presentd cambios significativos (P<0.05) a los 10 y 15 dias de almacenamiento,
respectivamente. Teniendo el mismo comportamiento el valor b*.

Estas variaciones en color se pueden atribuir directamente al contenido de licopeno y [3-
caroteno presente en el fruto. Se han encontrado aumentos en la coloracion de estos
compuestos dependiendo de las condiciones de donde se cultive este producto y la etapa
de maduracién del mismo. En este caso el tomate al llegar al 100% color, el contenido de
clorofila fue minimo teniendo altos valores en a* los que se asumen al alto contenido de
licopeno y B-caroteno (Jarquin-Enriquez et al. 2013).

El tono (hue) no presentd diferencias significativas (P>0.05) para las cajas de madera vs
cajas de plastico, donde la coloracion obtenida se encontrd en el rango similar reportado
por otros autores Ali et al. (2004). Esta variable fue significativamente diferente (P<0.05)
para las cajas plasticas vs madera que fueron iguales, segun la escala de tonalidad (hue).
Los valores que se encuentran entre los 40° significan que tienen una coloracion
anaranjada, los tomates evaluados tuvieron medias en el rango de 40 — 45° algo que a la
perspectiva del ojo humano pareciera una coloracion rojiza, mediante la aplicacion
mColorMeter®, presentaron dicha tonalidad con un grado de maduracion de 100%
(Cuadro 7).
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Cuadro 6. Resultados de color del tomate en L a b, a temperatura ambiente durante los 15
dias de almacenamiento para cajas plasticas y de madera.

Cajas de Almacenamiento

Valores Dias Plastico Madera
Media + DE¥ Media + DE
1 41.4 + 2.68 A® 37.9+2.97 AW
L 5 40.7 + 1.22 A% 37.9+2.98 A%
10 40.0 + 4.47 A 40.4 + 2.39 A®
15 38.1+1.70 AW 37.0+2.12 AW
CV (%) 6.577 7.846
1 51.2 + 3.84 AW 50.2 + 1.38 AW
- 5 47.9 +1.40 "B 50.4 +2.17 A®
10 44.4 +330 BV 49.6 +1.01 A®
15 47.4 + 1.82 ABX 46.7 +1.39 B®
CV (%) 1.691 0.971
1 47.7 +3.87 AW 46.5 +2.10 A®
b 5 44.8 +3.04 A 46.1+3.15°%
10 38.0+291 B 45.8 + 1.60 A
15 44.1 + 1.83 ABX 405+241 B®
CV (%) 1.895 1.580

AB: valor diferente significativamente entre cajas (P<0.05) dentro de la misma columna.
*Y: medidas con diferente letra son diferentes significativamente (P<0.05) dentro de la misma fila;
CV: Coeficiente de Variacion; ¥: Desviacion Estandar.

El valor L* presento valores similares a los reportados por otros autores con respecto la
procedencia de los tomates (cajas de madera o plastico), donde oscila entre 37.5 a 47.2
como valor minimo y maximo, respectivamente. Por lo que se puede comparar
directamente con los resultados obtenidos en este estudio (Odriozola-Serrano et al. 2008).
El valor a* sirve como un parametro para indicar la coloracion rojiza que se desarrolla a
medida que aumenta el grado de maduracion del fruto y el valor b* indica el cambio de
decoloracion amarilla. Entendiendo esto los valores obtenidos entre a*/b* indican que al
ser mayores a 1.00, hay coloracién roja en los tomates que se almacenaron, segun autores
han encontrado que estos valores tienen fluctuaciones entre el rango -0.47 para tomates
con coloraciones verdes y 0.95 a 1.21 para colores rojizos, propios del fruto (Batu 2004).
Para el hue (Cuadro 8), fueron similares a los obtenidos por Stinco et al. (2013), donde
utilizé anélisis por imégenes digitales, algo similar a lo de este estudio, teniendo un valor
en los tomates frescos de a*/b* y hue (1.06 + 0.31y 44.72 + 9.62, respectivamente).

Las cajas de madera no presentaron cambios significativos (P<0.05) a través del tiempo
pero las cajas plasticas tuvieron mejor color al dia 5 comparado con las otras tres medidas,
cabe mencionar que los datos de color son expresados en tomate fresco. De la misma
forma se observa un cambio significativo (P<0.05) a través del tiempo para los tomates
almacenados en pléastico vs los almacenados en madera, por lo demas se pude afirmar que
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al ser un tomate con un mismo grado de madurez fue dificil encontrar diferencias
significativas, pero se puede afirmar que otros autores obtuvieron valores similares a los
reportados en color (Santos-Sanchez et al. 2012).

Cuadro 7. Resultados de color del tomate a*/b*, h y croma, a temperatura ambiente
durante los 15 dias de almacenamiento para cajas plasticas y de madera.

Cajas de Almacenamiento

Valores Dias Plastico Madera
Media + DE* Media + DE
1 1.02 £+ 0.004 B® 1.02 + 0.019 A®
- 5 1.04 +0.010 A 1.02 + 0.006 A¥)
10 1.03 +0.010 B® 1.02 + 0.014 A®
15 1.02+0.015 B® 1.04 + 0.022 A®
CV (%) 0.805 1.483
1 42.96 + 0.40 AW 43.03 +2.23 W
h 5 4055+ 1.14 BV 43.08 + 0.70 AW
10 42.33 +1.02 AW 42.69 + 1.57 AW
15 42.89 + 0.63 AW 40.83 +2.48 AW
CV (%) 2.158 4.088
1 69.99 + 5.42 A% 68.43 + 1.80 "%
Croma 5 65.66 + 2.33 A 68.34 + 3.59 AW
10 58.43 + 4.24 BV 67.55 + 1.79 AW
15 64.74 + 2.45 X 61.89 +1.09 BX
CV (%) 6.459 4.194

AB. valor estadisticamente diferente entre cajas (P<0.05) dentro de la misma columna.
*Y: medidas con diferente letra son significativamente diferentes (P<0.05) dentro de la misma fila;
CV: Coeficiente de Variacion; ¥: Desviacion Estandar.

Los analisis microbiologicos (Cuadro 8) mostraron, para los Coliformes Totales que no
hubo diferencias significativas (P>0.05) a través del tiempo, ni entre superficies
muestreadas como los tomates muestreados. Para los analisis de E. coli se observa
diferencias significativas entre superficies muestreadas (P<0.05), mientras que a través del
tiempo no se mostraron diferencias significativas (P>0.05). Se podria afirmar que a los 15
dias los tomates presentaron un valor estimado de < 2.0 logip UFC/superficie en cajas de
pléastico a comparacion de las de madera se encontré 2.98 logyo UFC/100 cm?.

Los andlisis de E. coli en tomate no presentaron diferencias significativas (P>0.05) a
través del tiempo y entre la procedencia de los tomates. Para los meséfilos aerobios se
pudo determinar que hubo diferencias estadisticamente significativas a través del tiempo
(P<0.05) y entre superficies no se encontraron diferencias significativas (P>0.05). Los
analisis sobre los tomates mostraron que no hubo diferencias significativas (P>0.05) a
través del tiempo y entre tomates, pero en los tomates provenientes de las cajas de madera
se observo un aumento de 1 logip UFC/tomate. De la misma forma, para las cajas de
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madera y plastico, presentaron un aumento a través del tiempo de casi 4.5 logip UFC/100
cm?y 1.5 logio UFC/superficie, respectivamente.

Los hongos y levaduras presentaron diferencias significativas (P<0.05) entre superficies,
pero no a través del tiempo (P>0.05). Los mesofilos aerobios presentaron diferencias
significativas a través del tiempo (P<0.05), casi de 3.6 logio UFC/100 cm?® y 1.5 logio
UFC/superficie para cajas de madera y plastico, respectivamente. Para el caso de los
tomates fue al contrario, presentaron diferencias estadisticamente significativas (P<0.05) a
través del tiempo y entre origen de almacenamiento de los tomates, en el caso de los
tomates provenientes de las cajas de madera y plastico, se observo que presentaron un
aumento de casi 1.5y 2.1 log;o UFC/tomate, respectivamente.

Los principales hongos y microorganismos que afectan a los tomates durante poscosecha,
son el moho gris, Botrytis cinerea sp; podredumbre blanda, Erwinia carotovora subsp
carotovora (Sosa 2013). La importancia de saber la carga microbiologia de los alimentos,
es porque muchos de ellos tienen aplicaciones como organismos indicadores, en el caso
de coliformes totales, Escherichia coli es usado como indicador de posible presencia de
Salmonella (Bell et al. 1997). Ademas de saber las condiciones higiénicas con respecto a
las buenas practicas, también los organismos deterioradores sirven como indicadores de
patdgenos, los cuales tienen altos costos en la salud publica.

La cuantificacién de estos microorganismos deterioradores en la industria alimentaria
como en productos crudos, es de vital importancia debido que provee informacion sobre si
algn paso durante el proceso falld. Ejemplo de estos tenemos a los mesdfilos aerobios,
hongos y levaduras. Sobre patdgenos, la deteccion es minima, por lo que es necesario
realizar una resucitacion de estas con medios de enriquecimiento y aislamientos para
realizarles pruebas bioquimicas tipicas de cada patégeno.

Las mesdfilos aerobios, indican la calidad de los alimentos, por lo general cuando el
producto estd contaminado hay mayor desarrollo cuando existe un abuso de temperatura.
Por lo general la temperatura de incubacion esta en el rango de 30 °C, la temperatura a la
cual fueron almacenadas las cajas fue 26.3 °C promedio, comparado a la temperatura
Optima se encuentra entre los 20 a 25 °C por lo que se observd mayor desarrollo de
mesdéfilos durante los 15 dias de almacenamiento. En relacion a los coliformes fecales y
E. coli, este grupo tiene la peculiaridad de fermentar lactosa comparada con Salmonella
que no fermenta glucosa. La presencia de E. coli indicé una deficiencia en las condiciones
higiénicas del lugar. Los hongos y levaduras son los organismos mas comunes en el
deterioro de frutas y vegetales reduciendo la actividad de agua, aunque también pueden
desarrollarse en Aw 0.6 a 0.7 (Bell et al. 1997).

El tomate es un fruto botanicamente, los limites maximos permisibles para hongos y
levaduras es 6 log;o UFC/tomate (Bell et al.1997). Los recuentos en los tomates indican
que esta por encima del limite permisible en 0.5 logip UFC/tomate tanto para tomates
provenientes de las cajas de madera como las de plastico. Para el caso de E. coli el limite
maximo permisible es 3 log;o UFC/tomate segun el criterio microbiologico (Bell et al.
1997) para productos listos para comer (Crudos) y de 2 logiyy UFC/tomate para el
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reglamento técnico centroamericano (RTCA 67.04.50:80). En este caso, se encontré que
los tomates estaban por debajo del limite 2 logio UFC/tomate.

Para enterobacterias como Salmonella el criterio tiene que ser ausencia, en el caso de los
mesofilos y coliformes totales el criterio de ausencia no aplica. El reglamento técnico
centroamericano, RTCA 67.04.50:80, para frutas y hortalizas frescas indica que en el caso
de Salmonella spp. tiene que presentar ausencia en 25g. Se recuperd Salmonella spp. de 2
superficies de las cajas plasticas (n=10), 1 de las cajas de madera (n=10) y 1 de los
tomates provenientes de las cajas plasticas (n=10), las cuales fueron aisladas y
confirmadas mediante pruebas bioquimicas y seroldgicas.

La norma Peruana 2007, (Decreto No, 349041) para superficies inertes en contacto con
alimentos sefiala que el limite permisible para coliformes totales debe ser < 1 UFC/cm?,
en el caso de las cajas de madera y plésticas, presentaron 6.97 + 0.88 logio UFC/100 cm?y
5.95 £ 0.62 log;o UFC/superficie, respectivamente indicando que no estan por dentro del
limite permisible violando esta norma (Pérez 2007). En el caso de Salmonella debe
presentar ausencia en 1 cm?, de acuerdo a los resultados obtenidos en el aislamiento, se
identificO que de las 4 cepas aisladas de este patdgeno, 3 estaban presentes en las
superficies, de la misma forma se incumple esta norma. De acuerdo a los resultados
obtenidos es necesario implementar o verificar las condiciones de inocuidad presentes en
la central de abastos de Guatemala, de esta forma se podra asegurar la higiene y prevenir
algun brote provocado por algiin microorganismo patégeno.

Esta contaminacion puede provenir de diversas fuentes y encontrarse en diferentes partes
del tomate. Autores reportan conteos altos a la altura de la cicatriz en el tallo (pedinculo)
y corazon central donde son menos vulnerables al cloro. Un serotipo especial, Salmonella
Baildon, puede sobrevivir en tomates al ser sumergidos en una solucion clorada (200
ppm) (Cummis et al. 2001). Ademas, el principal vehiculo de transporte es por materia
fecal de aves que es transmitido al suelo directamente. De la misma forma para E. coli la
cual se puede encontrar en el tracto intestinal de aves y rumiantes la cual al estar en
contacto directo con el suelo se puede propagar una contaminacion hacia las cajas (Heaton
y Jones 2008) por no tener un control sobre la inocuidad de las cajas durante la cosecha.
Ejemplo de lo anterior la contaminacion de las cajas puede ocurrir al no tener una tarima
para colocar las cajas del producto evitando tener contacto con el suelo.

Por lo general, estas cajas de madera son apiladas una sobre otra, sin tener cuidado
alguno, tanto para el tomate y para la caja son colocadas en el suelo directamente, sin el
uso de alguna tarima evitando el contacto directo con las cajas. Si a esto se le suma la
deficiente o casi nula higienizacion de las mismas, aumenta el riesgo de sufrir
contaminacion tanto de Salmonella enterica como de Escherichia coli. Es importante
destacar el alto nivel de contaminacion fecal de los productos y cajas, lo que indico, que
en el pais se encuentran aun a bajos niveles de calidad sanitaria presentando un riesgo
contaste para la poblacién (Kopper et al. 2009).

La importancia de tener en cuenta cuales son las posibles fuentes de contaminacion se
debe a que la contaminacién se puede presentar tanto en pre y poscosecha del fruto.
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Durante la cosecha ésta fuente de contaminacion puede provenir de contacto directo con
el suelo, irrigacién del mismo y la manipulacion por parte de los trabajadores. Los
factores que inciden directamente con la contaminacidén después de la cosecha, son el
equipo utilizado para la cosecha, almacenamiento y transporte del tomate. Estudios
demuestran que Salmonella puede sobrevivir en el suelo de 7 a 25 semanas, dependiendo
del tipo de suelo, temperatura y condiciones (Olaimat y Holley 2012).

Microorganismos enteropatogenos pueden sobrevivir >45 horas y < 15 dias en tomates
cuando se le realizé una aplicacion con fungicida contaminado con Salmonella y E. coli
(Guan et al. 2005). Para evitar una contaminacion es necesario implementar una
correccion directa en las actividades de cosecha del tomate, buenas practicas agricolas y
de manipulacion para productos frescos, necesario tener un control de la calidad
microbioldgica y fisica del agua de riego, tener control sobre abonos provenientes de
excretas animales y trabajadores necesitan tener equipo de proteccién seguida de una
buena higiene personal garantizando la inocuidad de los productos frescos (Olaimat y
Holley 2012).

La organizacion mundial de la salud (2008), recomienda el control de patdgenos e
incrementar la seguridad de productos frescos durante el pre y poscosecha. Para esto es
necesaria la aplicacion de métodos para minimizar la posible contaminacion por
patdgenos. Es necesaria la implementacion de actividades que protejan el area de cultivo
de contaminacién fecal, el producto de agua contaminada y mantener la aplicaciéon de
buenas préacticas agricolas. Ademas, de capacitar al personal encargado de manipular
directamente e indirectamente productos frescos.

De acuerdo a la inestabilidad de soluciones cloradas es necesario aplicar o implementar el
uso de otros agentes quimicos como el acido peroxiacético en 80 ppm el cual ha sido
aprobado por la FDA a esa concentracion para asegurar la reduccion de hasta 2.6 y 3.8
logio UFC/g de Salmonella y E. coli. Lo anterior aseguraria los valores obtenidos en la
contaminacion cruzada (Cuadro 3) donde los tomates presentaron > 2 log;o UFC/tomate
(USDA 2000).
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Cuadro 8. Resultados Microbioldgicos para las superficies de las cajas y los tomates provenientes de Guatemala durante los 15 dias de
almacenamiento a temperatura ambiente.

Superficie caja de

Superficie cajade  Tomate proveniente  Tomate proveniente

9¢

Analisis Microbioldgico Dia Madera Plastico de Madera de Plastico
Media + DE¥ Media + DE Media = DE Media =+ DE
Coliformes Totales 1 6.97 + 0.88 AW 5.95 + 0.62 A 6.58 + 0.41 AW 6.75 + 0.39 AW
15 6.66 + 0.68 A¥ 5.52 + 0.86 A 6.44 +(0.93 AW 6.20 + 0.86 A®
CV (%) 13.044 3.212 11.926 10.607
o 1 4.24 +1.18 A 2.83+0.72°0 2.15+0.63 AW 2.10 £ 0.37 AW
Escherichia coli AX) AY) AX) AX)
15 298+ 1.11 <2.00 2.04 + 0.67 2.07 + 0.68
CV (%) 34.952 22.444 31.723 23.854
Meséfil b 1 4.86 +3.60 B 5.08 +3.17 B 6.91 + 0.56 A® 6.59 + 0.55 AW
€S0TI10S aerobios 15 8.48 + 1,29 AX 6.52 + 0.91 AX 7.36+ 0,17 A 6.54 + 0.65 AW
CV (%) 19.345 8.005 8.727 8.378
Honaos v Levaduras 1 8.56 + 2.27 AW 6.58 + 2.40 AW 5.37+0.55 B 4.44 + 058 BV
gosy 15 7.34+0.72 A® 5.27 + 0.63 AV 6.87 + 0,39 AX 6.58 + 0.65 A®W
CV (%) 16.102 22.806 8.578 5.281

A-B,

CV: Coeficiente de Variacion.
¥: Desviacion Estandar.

: medias con diferente letra son estadisticamente diferente (P<0.05) dentro de la misma columna (superficies o tomates).
*Y: medias con diferente letra son significativamente diferentes (P<0.05) dentro de la misma fila (a través del tiempo).



4. CONCLUSIONES

Se determind que la caja plastica, no esta libre de sufrir una contaminacion por
Salmonella entérica, siendo un factor de riesgo para las hortalizas y capaz de
provocar una enfermedad transmitida por los tomates, tanto caja plastica como
madera, se encuentran bajo el mismo riesgo de sufrir una contaminacion.

Se determind que 10/10 tomates se contaminaron en las cajas, indiferentemente del
material que estén fabricadas.

Debido a las propiedades fisicas de la madera vs plastico, se pudo observar que la
reduccién con un 99.999 + 0.0001% se presentd en las cajas plasticas vs de madera,
las cuales solo presentd una reduccién del 98.378 + 1.034%, estas reducciones se
logran al lavar las cajas con agua, detergente y cloro (200 ppm), ejerciendo accion
mecanica durante un periodo de 10 segundos.

Los tomates procedentes de Guatemala, al ser expuestos a un transporte en camion,
desde la frontera de Copan, presentaron 13% de dafio, tanto para los tomates
presentes en cajas de madera como plasticas. Esto representd un total de pérdida de
hasta Q. 343.2 ($ 44.45 USD) por cada tonelada métrica de tomate por dia (1 USD =
Q. 7.72, Septiembre 2014). El desarrollo de color fue minimo, debido a que, en su
mayoria este tomate present6 un grado de maduracion del 100% de color. La calidad
microbioldgica del tomate esta por arriba de los limites legales permisibles, indicando
fallas en el sistema de buenas practicas agricolas como de higiene.
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S. RECOMENDACIONES

Cambiar totalmente las cajas de madera por las cajas plasticas y la aplicacion de
lavado con agua, detergente, solucién clorada (200 ppm), antes y después de utilizar
las cajas, asegurando mayor calidad microbioldgica del fruto y previniendo futuros
brotes de enfermedades trasmitidas por los alimentos.

Se recomienda evaluar otro disefio de cajas plasticas, la cual presente menor
porcentaje de calados (orificios) y realizar conjuntamente analisis fisicos, quimicos y
microbioldgicos, para tomates con diferentes grados de maduracion, comparéndola
con las Cestas One Way.

Se recomienda estandarizar los pesos de las cajas (kg o Ib), garantizando la
uniformidad del peso de la caja. Siendo mas justos evitando una pérdida econdmica
para los productores.

Capacitar al personal encargado de la manipulacion directa e indirecta del tomate,

durante pre y poscosecha en Buenas Practicas Agricolas, Buenas Practicas de
Manufactura y Procesos Estandarizados de Sanitizacion.
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6. ANEXOS

Anexo 1. Condiciones poco insalubres de almacenamiento de las cajas de madera,
tomadas en la central de abastos de Guatemala (CENMA Sur).
Fotografia tomada por: Mayra Marquez Gonzalez, Julio 2014.
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Anexo 2. Condiciones de cosecha de tomate, exponiendo cajas con producto directamente
al suelo sin tener una tarima para evitar contacto con el mismo, tomada en Guatemala
Fotografia tomada por: Mayra Marquez Gonzalez, Julio 2014.
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Anexo 3. Tomate con presencia de arrugamiento en la epidermis por pérdida de agua.
Fotografia tomada por: Marco A. Pérez Romero, Agosto 2014.

Anexo 4. Tomates con crecimiento de hongos ubicados en cajas de madera, almacenados
en cajas de madera.
Fotografia tomada por: Marco A. Pérez Romero, Agosto 2014.
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Anexo 5. Superficie con crecimiento de hongos ubicada en cajas de madera.
Fotografia tomada por: Marco A. Pérez Romero, Agosto 2014.
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