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RESUMEN

Cantor Barreiro, F.R. y M. Mendoza Velasquez. 2012. Efecto del uso de &cido acético,
citrico e hipoclorito de calcio para control de Escherichia coli (ATCC 25922) en lechuga
(Lactuca sativa L.) y chile dulce (Capsicum annuum L.). Proyecto especial de graduacion
del programa de Ingenieria en Agroindustria Alimentaria. Escuela Agricola
Panamericana, ElI Zamorano, Honduras. 27 p.

El consumo de vegetales ha incrementado debido a sus beneficios nutricionales y de
salud, buscando los consumidores cada vez alternativas naturales para la desinfeccién. El
objetivo de este estudio fue determinar los efectos del acido acético (AA), citrico (AC), e
hipoclorito de calcio (CL), en factores microbiolégicos y fisicos en lechuga y chile dulce.
Se empled un disefio experimental completamente al azar evaluando dos concentraciones
de cloro (50 y 100 mg/L) y acidos organicos (1000 mg/L) de forma individual y
mezclados, en chile dulce y lechuga inoculados con E. coli (ATCC 25922). La
recuperacion de E. coli en chile dulce no fue alcanzada, por lo cual la evaluacion de
antimicrobianos se contintio Unicamente en lechuga (4.02 + 0.01 Log UFC/cm?). Los
tratamientos con mayor reduccién (P<0.05) fueron mezclas de CL+AA, CL+AC, y AA
con reducciones entre 1.32+0.47 y 2.19+0.49 Log UFC/cm®. Se analizé la capacidad
inhibitoria del tratamiento (CL 50 mg/L+ AA 1000 mg/L), a los dias cero, tres y cinco a
temperaturas de 4 y 12°C. Adicionalmente, se evalud color y tension a los dias cero, tres y
cinco en muestras almacenadas a 12°C. No se pudo establecer efectos bactericidas y/o
bacteriostaticos en los tratamientos evaluados. El tratamiento evaluado causé una
disminucion del valor L y a, mientras que el valor b fue igual al control. Se recomienda el
uso de &cido acético para el lavado de lechuga en la planta Post-cosecha y realizar
validaciones de su eficacia en condiciones de operacion de la planta.

Palabras clave: Acidos orgéanicos, antimicrobianos, desinfeccion, hortalizas, patogenos.
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1. INTRODUCCION

Las frutas y hortalizas son componentes esenciales de una dieta saludable. Una ingesta de
400 gramos, minimo diariamente (excluidas las patatas y otros tubérculos feculentos),
podria contribuir a la prevencion de enfermedades importantes, como las
cardiovasculares, la diabetes, la obesidad y algunos canceres, ademas de mitigar carencias
de micronutrientes. En general, se calcula que cada afio podrian salvarse 1.7 millones de
vidas si se aumentara lo suficiente el consumo de frutas y verduras (OMS 2012).

Sin embargo, por sus caracteristicas fisicas y de cultivo, los productores hortofruticolas
estan expuestos a contaminacion de tipo bioldgica y quimica, constituyendo un riesgo
para la adquisicion de enfermedades transmitidas por alimentos (ETA’s). Escherichia coli
0157:H7, Salmonella, Listeria monocytogenes y Shigella son los microorganismos de
mayor incidencia en vegetales frescos y cortados. La contaminacion con estos
microorganismos puede darse en la pre-cosecha y post-cosecha de los vegetales, a través
de irrigacion con agua contaminada con heces de humanos o de animales, uso de de
abonos organicos como estiércol, desconocimiento de las condiciones sanitarias basicas
de manipulacién, asi como deficiente calidad sanitaria del agua utilizada para lavar los
vegetales cosechados (Rincon et al. 2010). Procesos como cortado y picado incrementan
la posibilidad de crecimiento microbiano en la superficie vegetal (Akbas y Olmes 2007).

Escherichia coli patdégeno es uno de los microorganismos que causa un elevado nimero
de casos. En Alemania hubo una disminucién en las ventas de frutas y vegetales, debido a
un brote con E. coli 0104:H4, causando sindrome urémico hemolitico en los pobladores;
asociado al consumo de pepinos, tomates y lechuga (ECDC 2011). En Tennessee, Ohio y
New York se registraron brotes de E. coli 0145 debido al consumo de lechuga romana,
adquiridos como ensaladas en tiendas y restaurantes de estos estados (CDC 2010).

La FAO (2009) tiene a la seguridad alimentaria como su principal mandato y, segin la
Declaracion de la Cumbre Mundial sobre la Alimentacion, que se llevd a cabo en
noviembre de 1996, se reafirmé el derecho de todos a acceder a una alimentacion sana y
nutritiva. Por lo cual productores, agencias reguladoras y consumidores, han aumentado la
atencion en la busqueda de métodos de desinfeccion para controlar microorganismos
patdgenos (Sapers 2001). Los tecndlogos de alimentos ademas de utilizar el cloro como
un agente de desinfeccion, utilizan otros como el amonio cuaternario, yodo Yy
glutaldehidos en la cadena de procesamiento (JIFSAN 2002).

Sin embargo, organizaciones como la EPA (Agencia de Proteccion Ambiental, por sus
siglas en inglés) realizan estudios sobre los riesgos que puedan tener el uso de agentes
quimicos asi como la resistencia que puedan desarrollar microorganismos patdgenos. Por
lo anterior se ha aumentado el enfoque en utilizar otras fuentes no quimicas, sino



organicas para un buen control y una buena desinfeccion para prevenir la proliferacion de
esos microorganismos. Akbas y Olmes (2007), evaluaron la inactivacion de E. coli
(ATCC 25922) y L. monocytogenes (ATCC 7644) en lechuga con acido acético, citrico y
ascorbico. Zhang y Farber (1996) evaluaron combinaciones de &cido acético, lactico y
cloro para reducir poblaciones de L. monocytogenes en lechuga. Asi mismo Inatsu et al.
(2005) evaluaron el uso de &cido citrico para control de E. coli O157:H7 y Yuk et al.
(2006) utilizaron acido acético, citrico y lactico en lechuga, también para control de E.
coli O157:H7. Estos autores coinciden en la utilizacion de concentraciones de 1000 mg L
! de 4cido acético, citrico y lactico con reducciones entre 0.17 a 1.07 Log UFC cm™. Sin
embargo, al utilizar mezclas de &cidos orgéanicos con quimicos, la reduccion de
microorganismo es mayor por ejemplo al utilizar 1000 mg L™ de 4cido citrico con 3000
mg L™ de ozono, se observaron reducciones de 2.31 Log UFC cm™ de E. coli O157:H7.

Actualmente en la Planta de Post-cosecha de Zamorano no utiliza ningun tipo de solucién
desinfectante para el tratamiento de hortalizas, especificamente lechuga. Sumado a esto
existe la tendencia en la cadena de procesamiento agroindustrial, de una reduccion en la
utilizacion de quimicos sustituyéndolos por compuestos organicos, pero otros argumentan
que la mezcla de estos compuestos tanto quimicos como organicos, son mas eficientes
reduciendo todavia mas poblaciones de microorganismos patdgenos. Por lo cual surge la
importancia de evaluar &cido citrico, acético y mezclas con cloro (desinfectante mas
utilizado en la industria alimentaria) para el proceso de desinfeccién de vegetales en
dichas plantas.

La ventaja que toman los acidos orgéanicos versus tratamientos quimicos es que son
generalmente reconocidos como inocuos para utilizarlos en el tratamiento de alimentos
(Cherry 1999). Tomando en cuenta que los vegetales frescos forman parte esencial de la
dieta humana y ademas pueden estar asociados con la transmision de microorganismos
patdgenos, los objetivos de esta investigacion fueron:

e Evaluar el efecto del &cido acético, citrico, hipoclorito de calcio y mezclas como
desinfectantes para control de E. coli (ATCC 25922) en lechuga.

e Determinar el tratamiento con mayor poder de reduccion de E. coli (ATCC 25922)
y evaluar este a dos temperaturas (4 y 12°C) durante cinco dias.

e Evaluar el efecto del tratamiento con mayor poder de reduccion de E. coli (ATCC
25922) en caracteristicas fisicas como color y extensibilidad, durante cinco dias en
condiciones de refrigeracion.

¢ Realizar un anélisis de costos variables para los mejores tratamientos que resulten
en cuanto a las soluciones desinfectantes.



2. MATERIALES Y METODOS

Se analizaron muestras de chile dulce (Capsicum annuum L.) obtenidas de
establecimientos de ventas de vegetales de las afueras de la Escuela Agricola
Panamericana, Zamorano, desconociendo su origen de procedencia en cuanto a
productores. Asi mismo, se analizaron muestras de lechuga (Lactuca sativa L.) adquiridas
en el Puesto de Ventas y Planta Post-cosecha de la Escuela Agricola Panamericana,
Zamorano, Honduras. Las muestras fueron adquiridas al azar, colocadas en bolsas
plasticas y transportadas inmediatamente al Laboratorio de Microbiologia de Alimentos
Zamorano (LMAZ), almacenados en refrigeracion para su posterior analisis.

Preparacion del indculo: E. coli (ATCC 25922), no patdgeno, liofilizado (FDA Strain,
Seattle, USA), fue la cepa utilizada en este estudio. Esta cepa fue mantenida bajo
condiciones de refrigeracién (4°C) en tubos con agar soya tripticasa inclinado (TSA,
Difco, Detroit, USA). Mediante un asa se transfirio6 E. coli a 10 ml de medio de
preenrequecimiento (PB, Difco, Detroit, USA); seguidamente fue incubado (Incubadora
Thermo Scientific, West Palm Beach, USA) a 35°C por 24 horas para activar las cepas y
buscar la fase estacionaria de crecimiento del microorganismo (Akbas y Olmes 2007). Se
realizaron dos transferencias consecutivas antes de realizar los experimentos.

Inoculacion de lechuga y chile dulce: Hojas de lechuga y frutos de chile dulce, fueron
lavados con agua potable y secados durante 15 minutos. Inmediatamente fueron rociados
con etanol 70% y secados durante 15 minutos. Para remover residuos de etanol 70% se
dio un pos-lavado con agua previamente esterilizada a 121°C por 15 minutos (Autoclave
STERILMATIC®, Wettenberg, Alemania). Posterior a la desinfeccion de los vegetales se
procedio a tomar porciones por medio de marcos de aluminio de 3.2 x 3.2 cm utilizando
cuchillas desinfectadas con etanol 95%. Tres porciones de lechuga y chile dulce (3.2 x 3.2
cm) fueron sumergidas por un minuto en una solucioén con una concentracion conocida de
E. coli (ATCC 25922). Para mejorar la adherencia de la bacteria, las muestras se dejaron
reposando por 30 minutos antes de someterlas a su desinfeccién (Perez 2010).

Preparacion de soluciones desinfectantes: Todas las soluciones fueron preparadas
utilizando agua potable utilizada en el campus de Zamorano (época no lluviosa). La
preparacion de agua clorada se realiz6 agregando hipoclorito de calcio (HTH® al 66%,
Honduras). Para las soluciones con &cidos organicos se utiliz6 acido acético glacial (Marc
Chemical, México) y acido citrico anhidrido en polvo (Emprove® bio, Alemania).



Las soluciones finales utilizadas como tratamientos fueron los siguientes: 50 mg L™ de
cloro, 100 mg L™ de cloro, 1000 mg L™ &cido acético (v/v), 1000 mg L™ 4cido citrico
(w/v), 50 mg L™ de cloro + 1000 mg L™ 4cido acético (v/v), 100 mg L™ de cloro + 1000
mg L™ 4cido acético (v/v), 50 mg L™ de cloro + 1000 mg L™ &4cido citrico (w/v), 100 mg
L™ de cloro + 1000 mg L™ &cido citrico (w/v), y como control se utilizé solamente agua
potable. A cada una de las soluciones desinfectantes se le realizo lectura de pH mediante
el Potenciometro ORION 3 STAR (Thermo Scientific, West Palm Beach, USA).

Inmersion de porciones de lechuga y chile dulce en los tratamientos: Se tomaron 3
porciones de 3.2 x 3.2 cm para chile dulce dando un total de 30.72 cm?y 61.44 cm? para
lechuga, previamente inoculados con E. coli (ATCC 25922). Cada solucion desinfectante
se prepar6 en bolsas de polietileno de baja densidad (LDPE) transparentes y se
mantuvieron a temperatura ambiente, hasta el momento de ser utilizadas. La inmersion se
realizd por un minuto y para su manipuleo se utilizé pinzas previamente esterilizadas con
etanol 70% y flameadas por 15 segundos. Se dejaron reposar las porciones inoculadas
durante 30 minutos para luego sumergirlas en bolsas estériles con agua peptonada (0.1%
w/v) para realizar las siembras y conteos de recuperacion de E. coli (ATCC 25922). Las
manos estuvieron cubiertas con guantes de nitrilo durante todo el experimento.

Anédlisis microbioldgico: Luego de tratadas las porciones de vegetales en cada
tratamiento, se procedio a trasladarlas mediante pinzas a bolsas estériles Fisherbrand®
(Fisher Scientific, Inglaterra), con 100 ml de agua peptonada 0.1%. Inmediatamente se
agitaron manualmente por 2 minutos. Fueron sembradas diluciones en platos petri de
pléastico (Greiner blo-one, Norte Carolina, USA), desde 10° hasta 10° mediante pipetas
PIREX® de 1.1, 2 y 5 ml utilizando la técnica de vertido. Este procedimiento se llevo a
cabo en una camara de bioseguridad (LABCONCO). El medio de cultivo utilizado fue
Violet Red Bile Agar + MUG (Difco, Detroit, USA), previamente agitado y calentado por
medio del Agitador-Calentador IKA® C-MAG HS10, dicho medio fue selectivo para la
E. coli. Las colonias de E. coli fueron identificadas por un color caracteristico purpura y
un contorno rojizo, contadas después de incubar (Incubadora Thermo Scientific) por 24
horas a 35°C (Akbas y Olmes 2007).

Anélisis de inhibicion: Se analiz6 el tratamiento mas sobresaliente como reductor de E.
coli (ATCC 25922) y se evaluo su efecto inhibidor crecimiento de E. coli (ATCC 25922)
a dos temperaturas de almacenamiento (4 y 12°C) en una refrigeradora LG GM-314 SC
durante cinco dias. Conteos fueron realizados en los dias cero, tres y cinco en medio
VRBA+MUG como se explic6 anteriormente.

Andlisis fisicos: Se realiz0 anélisis sobre el efecto del tratamiento sobresaliente en
reduccién de E. coli (ATCC 25922), en parametros fisicos (Color y tension) en hojas de
lechuga. La lechuga fue adquirida en la Planta Post-cosecha, inmediatamente trasladada al
Laboratorio de Analisis de Alimentos (LAAZ), Zamorano. Refrigerada a 12°C y 43% HR.
Cada hoja fue sometida a tratamiento antimicrobiano y otras no (control). Para el color se



midié los valores L, a y b por medio del colorimetro Colorflex Hunterlab y su software.
Primero se estandariz6 el Hunterlab con el blanco y negro, seguidamente se realizd
analisis de color a cada hoja tanto para el dia cero, tres y cinco (siguiendo instrucciones
LAA-1-001-003). Para tension, se midié la fuerza necesaria para romper una muestra de
lechuga (9%3 cm) en Newton mediante el texturometro Brookfield CT3 4500, acople TA-
DGA. Los andlisis de tension fueron realizados con una carga de activacién de 0.067
Newton, 0.50mm seg™ de velocidad y un valor meta de 25 mm (Siguiendo instruccion
LAA-1-004-003).

Analisis estadistico: Cada uno de los tratamientos fue repetido tres veces. El analisis de
varianza (ANDEVA) se llevd a cabo mediante el programa estadistico SAS 9.1 para
Windows®, con un nivel de significancia de 0.05, y una separacion de medias utilizando
Tukey.

Analisis economico: Luego de elegir él o los mejores tratamientos, se analizaron los
costos variables por cada litro de solucién desinfectante.



3. RESULTADOS Y DISCUSION

La idea de riesgo para la salud de las personas estd muy difundida en la sociedad actual.
Por eso, no es extrafio que la seguridad se haya convertido en una de las mayores
preocupaciones sociales, dentro de las cuales cobra mayor relevancia la seguridad
alimentaria (Agantangelo 2007). Actualmente la FDA (2012), tiene una lista de alimentos
tanto para humanos y animales que son importantes para su estudio microbioldgico
debido al riesgo que tienen estos para transmitir enfermedades hacia el consumidor. En
dicha lista aparecen alimentos como la leche, hojas verdes (Albahaca, cilantro, cebolla,
espinaca, perejil y hojas de lechuga), frutas y verduras (Melon, papaya, tomate, pepino,
chile dulce y picante), mariscos, huevos y agua, estos como alimento humano, en tanto
que para animales mencionan que es importante enfocarse en el andlisis de piensos y
alimentos peletizados. La FDA (2012), también menciona que esta lista esta sujeta a
cambios dependiendo de los brotes de enfermedades asociadas con los alimentos.

Los criterios para evaluar la calidad microbiana de vegetales frescos generalmente son:
coliformes totales, mesdfilos totales y en ocasiones microorganismos especificos como E.
coli ya sea patdgena o no patdgena (Rincén et al. 2010). En paises latinoamericanos se
han realizado varios estudios dirigidos a evaluar la calidad microbioldgica de vegetales de
consumo fresco y se reportan conteos que oscilan entre 10?2 y 10° NMP g™ de coliformes
totales (L6épez et al. 2003., Monge et al. 1995y Rivera et al. 2009).

Este estudio se inicié con chile dulce (Capsicum annuum L.). Considerandose que los
conteos que se esperan en una muestra obtenida en un supermercado son variados. Al
Ilevar a cabo el experimento, sometiendo chile dulce a las soluciones desinfectantes, se
observaron recuentos de colonias de coliformes y meséfilos en algunos casos, mientras
que en otros no se observé ningun recuento incluyendo los tratamientos control (Cuadro
1).

También se consider6 que los productores y distribuidores tratan de reducir
contaminacion en dichos vegetales poniendo en practica las buenas practicas agricolas
(BPA), disminuyendo asi la carga microbiana que pueda estar presente en éstos. Por esta
razon, se determin0 que la carga microbiana en chile dulce fue contralada indirectamente
por los productores, impidiendo asi la recuperacion de células para conteos de aerobios y
mesofilos totales esperados en la primera repeticion de esta fase (Analisis en chile dulce).

Se han realizado estudios sobre la accion de agentes antimicrobianos y su comportamiento
como desinfectante en vegetales frescos, pero para poder analizar el poder bactericida de
de estos agentes, es necesario inocular una carga conocida (Akbas y Olmes 2007.;
Agantelo 2007.; LeChevallier et al. 1988.; Perez 2010). Para poder inocular la superficie
de chile dulce se realizaron pruebas preliminares. La primera parte fue determinar la



concentracion inicial de E. coli (ATCC 25922), mediante el mismo proceso de validacion
que se mencioné anteriormente en la preparacion del inoculo. Akbas y Olmes (2007),
mencionan que es necesario realizar tres transferencias consecutivas durante la
preparacion del in6culo para asegurar presencia de células totalmente viables de E. coli
(ATCC 25922).

Cuadro 1. Conteo de coliformes totales y mesofilos totales en muestras de chile dulce.

Compuesto Concentracion  Aerobios Totales  Coliformes Totales cm?
(mg/L) (Log UFC cm) (Log UFC cm™)

Cloro! 50 3.51 1.51
100 <2.51° <2.51
Acido Acético (AA) 1000 351 <3.21
Acido Citrico (AC) 1000 4.01 <3.21
50/1000° 4.11 <2.51
Cloro + AA 100/1000 2.16 <151
50/1000 <251 <2.51
Cloro + AC 100/1000 <151 <151
Lavado con agua <4.51 <4.51
Sin tratar - 7.29 4.81

"Hipoclorito de Calcio. “Mezcla hipoclorito de calcio/Acido. *Menor al limite de deteccién.

Se analizaron en este estudio tres transferencias con periodos de incubacion de 24 horas a
35°C cada una. No se observd diferencia significativa entre los recuentos de la primera,
segunda y tercera transferencia (Cuadro 2), por lo cual, podria utilizarse cualquiera de
estas transferencias para acondicionamiento de E. coli ATCC 25922. Sin embargo, Akbas
y Olmes (2007), mencionan que es importante utilizar tubos de la segunda 6 tercera
transferencia esto para asegurar la fase estacionaria y la expresion genética de las células.
En este estudio se utilizaron tubos incubados durante 24 horas (segunda transferencia)
teniendo una poblacién final de 8.58+0.01 Log UFC mI™ de E. coli (ATCC 25922).

Cuadro 2. Validacion de concentracion inicial de E. coli (ATCC 25922) después de 24
horas a 35°C.

Transferencia Media + DS (Log UFC ml™)*
1 8.58+0.01 °
5 8.57+0.10 ®
3 8.55+0.07 ®
CV (%) 0.64%

ILetras iguales en la columna no son significativamente diferentes (P>0.05).



Luego de determinar la concentracion inicial de la cepa de E. coli (ATCC 25922), se
procedi6 a validar la capacidad de adhesion en la superficie del chile. Se inocularon tres
concentraciones de E. coli (ATCC 25922) en chile dulce de 4.0, 5.0 y 6.0 Log UFC cm™
buscando una adherencia cercana a 4.0 Log UFC cm™.

En la repeticion uno del estudio no se recuperd E. coli de las muestras de fruto inoculada
analizadas, a pesar que se utilizé un medio selectivo para E. coli. Estos resultados también
fueron encontrados por Sapers (2001), quién realizé estudios de recuperacion de E. coli
(ATCC 25922) en manzana inoculando 4.37 Log UFC cm™, con un intervalo de 30
minutos entre inoculacion y lavado, observé conteos de 1.0 Log UFC cm™. Este autor
argumento que en algunas frutas y vegetales la recuperacion de células era poca debido a
que se localizaban en los poros de los mismos, irregularidades de la superficie 6 en
lugares de unién como el pedunculo dificultando su remocion.

Otro factor importante en la recuperacion de bacterias es la formacion de biofilm (matriz
de polisacaridos que mantiene a las células juntas y las pega a la superficie del vegetal),
haciéndolas mas resistentes a la inactivacion 6 desprendimiento durante técnicas de
lavado 6 desinfeccion (Solomon y Sharma, 2009.; Sapers 2001.; LeChevallier et al.
1988). Patogenos humanos, como E. coli O157:H7, Salmonella spp, L. monocytogenes,
asi como otras bacterias como Pseudomonas y Erwinia, son capaces de formar peliculas
de biofilm, limitando la capacidad de desinfectar frutas, vegetales y equipos de
procesamiento (Somers et al., 1994). Para efecto de evaluar los desinfectantes al inocular
E. coli (ATCC 25922) y debido a las dificultades anteriores se determind necesario
realizar el estudio en superficies de hojas verdes como la lechuga, debido a que es uno de
los vegetales importantes en donde se deben realizar mas estudios microbiolégicos, por
ser un vector para la transmision de ETA"s (FDA 2012). Al igual que en el chile dulce, se
inocularon concentraciones de E. coli (ATCC 25922) en lechuga. Se observo que a partir
de un indculo con una concentracién de 6.39+0.08 Log UFC cm-% se obtuvo una
recuperacion en la lechuga de 3.72+0.14 Log UFC cm™ (Cuadro 3).

Cuadro 3. Validacion de indculo y recuperacion de E. coli (ATCC 25922) en lechuga.

Concentracion Concentracion Inéculo Recuperacion® (Log UFC
Esperada (Log UFC ml™) cm’®)
Log UFC cm™ Media + DS Media + DS
6.0" 6.39+0.08° 3.72+0.14
CV (%) 1.26 3.76

“Concentracion esperada (Log UFC cm™). “Concentracién en solucién (Inéculo). *Superficie de lechuga.

Partiendo de una solucién (inéculo) de aproximadamente 6.0 Log UFC ml™? de E. coli
(ATCC 25922), se inocularon las superficies de lechuga, esperando una recuperacion
aproximada a 4.0 Log UFC cm™ y se evaluio el efecto de acidos organicos y cloro en dicha
superficie para el control de E. coli (ATCC 25922). La concentracion inicial recuperada
fue de 4.02+0.20 Log UFC cm™. Confirmando lo que menciona Perez (2010), que al
momento de realizar una inoculacién se pierden alrededor de 2.0 Log UFC cm™ durante el
manejo y manipulacion de cepas microbioldgicas.



El efecto del uso de acidos organicos y cloro en lechuga tuvieron efecto en la reduccion
de E. coli ATCC 25922. Los mejores tratamientos estadisticamente (P<0.05) fueron 50
mg L™ de cloro mas 1000 mg L™ de 4cido acético, 50 mg L™ cloro mas 100mg L™ de
4cido citrico, 100 mg L™ cloro mas 1000 mg L™ de acido acético y 1000 mg L™ de 4cido
acético con reducciones de 2.19+0.49, 1.75+0.53, 1.69+0.61 y 1.32+0.47 Log UFC cm™
respectivamente (Cuadro 4 y 5). Sin embargo, se observa gue el tratamiento con 50 mg L
! de cloro més 1000 mg L™ de 4cido acético sobresale de las demas.

Cuadro 4. Efecto de tratamiento con cloro, &cido acético, citrico y mezclas en la reduccion
de E. coli (ATCC 25922) en la superficie de lechuga, a una concentracion inicial de
4.02+0.20 Log UFC cm™.*

Tratamiento Concentracion (mgL™)  Reducciones® (Log UFC cm™)
Cloro 50 0.88+0.23 Ez:
100 0.78+0.36

Acido Acético (AA) 1000 1.32+0.47 *°
Acido Citrico (AC) 1000 0.96+0.45 "

2 + a
Cloro + A 0011000 Te0s061
Cloro+ AC 1500<§/11000000 i.' Zgigfgg o
Lavado con Agua - 0.40+0.17
Sin tratar - 0.000.00 °
CV (%) 34.97

"Hipoclorito de Calcio. “Mezcla hipoclorito de calcio/Acido. *Reduccién dada por diferencia de conteo sin tratar
con cada tratamiento. Letras iguales dentro de la misma columna no son significativamente diferentes (P>0.05).

El cloro es uno de los agentes desinfectantes mas utilizados, sin embargo en este estudio
no presentd reducciones significativas (P>0.05), después de un minuto de sumersién en
cada tratamiento. Sapers (2001), indica que el pH 6ptimo para el buen funcionamiento del
cloro y asf poder reducir, entre 1.0 a 2.0 Log UFC cm™ es de 6.5. El pH del agua utilizado
fue de 4.92+0.12, por consiguiente, para mejorar la eficacia de estos tratamientos es
necesario realizar ajustes de pH.

Es importante mencionar también que los tratamientos con cloro (50 y 100 mg L™)
alcanzaron valores de pH de 7.26+0.31 y 7.62+0.12 respectivamente. Dlamini y Buys
(2008), mencionan que ambientes éptimos para crecimiento de bacterias patdgenas como
E. coli O157:H7 tienen valores de pH cercano a 7. Por lo cual el valor de pH de estos
tratamientos es Gptimo para crecimiento de E. coli O157:H7.
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La concentracion, el tiempo de contacto y la fuente son factores determinantes para el
poder bactericida del cloro; en concentraciones de 1000 mg L™, utilizando hipoclorito de
sodio y en contacto durante 15 minutos con la superficie vegetal, logré una reduccién de
3.0 Log UFC cm™ de E. coli (ATCC 25922) (Sapers 2001).

Cuadro 5. Medicion de pH en soluciones desinfectantes de cloro, &cido acético, citrico y
mezzclas en la superficie de lechuga, a una concentracion inicial de 4.02+0.20 Log UFC
cm*.*

Tratamiento Concentracion pH
(mg L™ Solucion desinfectante
Cloro* 50 7.26+0.31°
100 7.62+0.12 2
Acido Acético (AA) 1000 2.79+0.07
Acido Citrico (AC) 1000 2.24+0.07
Cloro + AA 50/1000? 2.87+0.07
100/1000 2.91+0.10 °
Cloro + AC 50/1000 2.26+0.07 ¢
100/1000 2.28+0.06 °
Lavado con Agua - 4.92+0.13"
Sin tratar - -
CV (%) 3.38

"Hipoclorito de Calcio. “Mezcla hipoclorito de calcio/Acido. "Letras iguales dentro de la misma columna no son
significativamente diferentes (P>0.05).

Alternativas al uso de cloro y otros quimicos, son los acidos organicos, como el acido
acético y citrico. Tratamiento con 1000 mg L™ de 4cido acético resultaron en reducciones
de 1.32+0.47 Log UFC cm™ y para 1000 mg L™ de 4cido citrico de 0.96+0.45 Log UFC
cm™. Estas reducciones son similares a las obtenidas por Fong et al. (2011), donde la
eficiencia de 4cido acético (AA) y &cido citrico (AC) fueron desde 1 a 5 log de reduccion
de microbios con tiempos de contacto entre 0.5 a 15 minutos, respectivamente. Mientras
que Gil et al. (2009), mencionan que las reducciones utilizando acido citrico, acético y
peroxiacético oscilan entre 1 y 2 Log UFC cm™.

El pH es el factor donde los acidos organicos intervienen, debido a que valores de pH
entre 5 y 9 son los ambientes comunes donde sobreviven los microorganismos como la E.
coli O157:H7, valores de pH menores 6 cercanos a 2 y mayores a 10 son ambientes
inadecuados para la mayoria de microorganismo patdgenos. Tratamientos donde se
utilizaron tanto &cido acético y citrico tuvieron un rango de pH entre 2.24+0.07 a
2.91+0.10, logrando tener un medio &cido.

Investigaciones llevadas a cabo por distintos autores, determinaron que mezclas con 100
mg L™ de cloro (hipoclorito de sodio) méas 100 mg L *4cido acético, 3 mg L™ Ozono més
1000 mg L™ 4cido citrico, 100 mg L™ cloro mas 500 mg L™ &cido lactico, en E. coli
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0157:H7, L. monocytogenes y Yersenia enterocolitica, fueron mas eficientes controlando
estos microorganismos que individualmente. La Figura 1 muestra los resultados evaluados
de los tratamientos anteriores, excepto de hipoclorito de sodio (Yuk et al. 2006.; Inatsu
et al. 2005.; Escudero 1999), los cuales fueron muy similares a los encontrados en este
estudio.
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Control Washing oz AA cA LA OZ+AA OZ+CA OZ+LA

Tratamiento

0Z=0zono, AA=Acido Acético, CA=Acido citrico, LA=Acido LActico. Letras iguales (P>0.05) no son
significativamente diferentes.

Figura 1. Efecto de un minuto de exposicibn a ozono, acidos organicos, y sus
combinaciones en poblaciones de E. coli O157:H7 en lechuga (Yuk et al. 2006).

La temperatura se encuentra entre los factores mas criticos para el logro de un suministro
alimentario que reuna las propiedades sanitarias y organolépticas necesarias.
Probablemente la temperatura es uno de los factores ambientales mas importantes que
afectan la viabilidad y desarrollo microbiano (Agatangelo 2007). En general, bajas
temperaturas disminuyen la tasa de respiracion y actividad enzimatica de los
microorganismos; disminuyendo asi el deterioro del alimento. Almacenar vegetales a una
temperatura de 1 a 3°C es recomendado para prolongar la vida de anaquel del alimento
(Luo et al. 2010).

En este estudio se evalu6 uno de los tratamiento con mayor poder de reduccion de E. coli
(ATCC 25922) (50 mg L™ cloro mas 1000 mg L™ de écido acético), asi como cada
tratamiento por individual que compone este (50 mg L™ de cloro y 1000 mg L™ de &cido
acético), y un control para conocer la concentracién inicial inoculada por cm? de vegetal.
Los resultados obtenidos (Cuadro 6) confrontan a los que Luo et al. (2010), obtuvieron
(Figura 2), mencionando que a una temperatura de 12°C, E. coli O157:H7 tiene la
capacidad de sobrevivir y adaptarse observandose crecimiento, mientras que a
temperaturas de 1-4°C se lograron observar disminucion de poblacion debido a la
reduccién de la tasa de respiracion del patdgeno.
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Cuadro 6. Recuentos en Log UFC cm™ de E. coli (ATCC 25922) en cortes de lechuga
inoculadas y tratadas con antimicrobianos.*

Tratamiento Concentracion Inicio Dia 3 Dia5
(mg/L-1)
25°C 4°C 12°C 4°C 12°C

Cloro'+AA? 50/1000 3.13+0.48 2 <1.80° <1.80° <1.80° <1.80°
AA 1000 3.93+0.15° <3.82° <3.82°¢ <3.82° <3.82°
Cloro 50 3.1840.05% 1.34+0.76%  1.34+0.76° <1.80°2 <1.80%
Sin tratar - 4.37+0.02° <382 " 2.21+0.30% <3.82° 2.17+0.45°¢
CV (%) 15.7 36.5 39.8

Hipoclorito de Calcio. *Acido Acético. "Letras iguales dentro de la misma columna no son significativamente
diferentes (P>0.05).
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Figura 2. Cambios en la poblacion de E. coli O157:H7 en cortes de lechuga fresca,
almacenadas a 5y 12°C (Luo et al. 2010).

Yuk et al. (2006), mencionan que a temperaturas mayores a 8°C la poblacién de E. coli
0157:H7 se adapta adecuadamente y observandose crecimiento de las mismas a pesar de
ser tratadas con 1000 mg L™ de écido citrico, 3000 mg L™ de ozono y mezcla de las
anteriores (Figura 3). Caso contrario sucedi6 en este estudio, a una temperatura de 4°C y
12°C, se observaron reducciones de poblacion de E. coli (ATCC 25922) en los
tratamientos, incluso en algunas hubo ausencia de UFC, por lo cual fue necesario reportar
el limite de deteccion de cada uno. A pesar de esto se observO que los tratamientos
constituidos por cloro (50 mg L™) més 4cido acético (1000 mg L™) y acido acético (1000
mg L) presentaron menor poblacién comparado con cloro (100 mg L™), confirmando los
resultados obtenidos en el cuadro 4.
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Figura 3. Efecto de un minuto de exposicién a 3 mg L™ de ozono, 1000 mg L-1 de 4cido
citrico y combinacion de las dos en crecimiento poblacional de E. coli O157:H7 en
lechuga almacenadas a 15°C (Yuk et al. 2006).

Factores que influyeron en los resultados obtenidos en este estudio, fueron los intervalos
entre la inoculacion y el lavado, ya que intervalos mayores a 72 horas dificultan la
remocion de microorganismos de la superficie vegetal, ademas cuando un vegetal se
deshidrata, como sucedio en los cortes de lechuga en las dos temperaturas (4 y 12°C), el
biofilm formado es mas resistente. En tanto que las heridas causadas al momento del corte
promueven que los microorganismos penetren en estos lugares (Sapers 2001). Debido a lo
anterior la recuperacion de E. coli (ATCC 25922) fue minima e incluso nula, por eso la
contrariedad de los resultados obtenidos por otros autores. La inocuidad de un alimento es
de suma importancia para el consumidor, pero nunca deja por un lado los aspectos
visuales y sensoriales de un vegetal. Se evalu6 el comportamiento del tratamiento de 50
mg L™ cloro més 1000 mg L™ de 4cido acético comparado con un control (sin tratar) en
parametros fisicos de fuerza maxima de ruptura y color, almacenadas a 12°C durante
cinco dias. La apariencia, especialmente el color verde de la lechuga es importante,
asemejando dicho color con frescura. Vasquez et al. (2008), encontraron que las lechugas
presentan valores L, ay b de 79£6.0, -10.1+2.1 y 29.7+5.8 respectivamente en lechuga de
cabeza, pero también mencionan que el color varia y depende de muchos factores, los mas
importantes son madurez fisiologica, variedad y micro-clima donde se produce.

Los valores L, a'y b que se obtuvieron en el dia cero (inicio) para la lechuga tratada fueron
estadisticamente iguales que para la lechuga sin tratar, por lo tanto tuvieron la misma
luminosidad (L), el mismo desplazamiento hacia el color verde (Valores negativos de a) y
el mismo desplazamiento hacia el color amarillo (\Valores positivos de b) (Cuadro 6).
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En el tercer dia se observaron diferencias estadisticas en los valores de L y a entre los
tratamientos mientras que para el valor b fueron estadisticamente iguales. La muestra
tratada mostro una coloracion verde y oscura con respecto a las muestras no tratadas

Al finalizar el andlisis en el dia cinco hubo diferencias entre los valores L y a, por lo cual
la coloracion de la lechuga se mantuvo con respecto las muestras del dia tres. El
comportamiento del valor L durante los cincos dias de almacenamiento fueron
cambiando. Para las muestras tratadas con una mezcla de cloro y acido acético (50 mg L~
!y 1000 mg L™ respectivamente) tuvieron un descenso significativo del dia inicial al dfa
tres, a partir de este dia el valor se mantuvo igual estadisticamente (Figura 4). Al llevar a
cabo desinfeccion por medio de inmersion, requiere manipulacion de las hojas de lechuga,
causando dafios en el tejidos celulares y cloroplastos, aumentando la actividad de
oxidacion de fenoles (Polifenol oxidasa), disminuyendo asi la luminosidad de las hojas
ademas IlIh et al. (2003), mencionan que el oscurecimiento esta asociado también con la
perdida de clorofila asociada a los a ambientes &cidos, que para una solucion con estas
concentraciones de cloro y &cido acético alcanzan valores de pH de 2.87+0.07. Las
muestras no tratadas mostraron aumento del valor L del dia inicial al dia tres, porque
segun como menciona Ledn et al. (2007), luego de la cosecha las nervaduras de las hojas
de lechuga tienden a extenderse en los primero dias, aumentando asi el valor L
(Luminosidad) en estas muestras sin tratar (Figura 4).
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!Letras mindsculas se comparan entre tratamientos del mismo dia, letras mayutsculas comparan resultados entre
dias.

Figura 4. Comportamiento del valor L (Luminosidad) en hojas expuestas a 50 mg L™ de
cloro y 1000 mg L™ de 4cido acético y hojas sin tratar almacenadas a 12°C durante cinco
dias.
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Los dos tratamientos iniciaron estadisticamente con el valor a, lo que indica que tuvieron
una misma tendencia al color verde, sin embargo al tercer dia en las muestras tratadas el
valor a tuvo una reduccion significativa con respecto al dia inicial, pero a partir del dia
tres al dia cinco mantuvo el mismo valor a. Este resultado es muy similar al obtenido por
Ihl et al. (2003), donde ellos sometieron lechuga a tratamientos de 2 g L™ de 4cido citrico
y mencionan que en medios &4cidos el contenido de clorofila (ug g™) tiende a disminuir,
como sucedio en este estudio.

El comportamiento del valor a de las muestras sin tratar estadisticamente fueron lo
contrario a las muestras tratadas, aqui se observé un aumento en el valor a hacia la
coloracion verde. Vasquez et al. (2008), encontraron en su estudio que el pH de la
lechuga de cabeza oscila cerca de 6.35+0.02, por lo cual la produccién de clorofila no se
ve afecta, entonces es debido a eso que la tendencia hacia el verde en lechugas sin tratar
aumenta del dia inicial al tercer dia, y en el Ultimo dia se mantiene igual (Figura 5).

Durante el almacenamiento no ocurrieron cambios de color en el caracter amarillo de las
hojas (Valor b) (Figura 6). Leon et al. (2007), encontraron aumento de este valor pero
cuando la lechuga se almacenaba durante mayor tiempo (12 dias) por lo cual en este
estudio no se encontraron diferencias entre los primero dias, Unicamente en el ultimo dia
en las hojas sin tratar, esto puede estar relacionado con la madurez de la lechuga.
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Figura 5. Comportamiento del valor a en hojas expuestas a 50 mg L™ de cloro y 1000 mg
L™ de 4cido acético y hojas sin tratar almacenadas a 12°C durante cinco dfas.
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Figura 6. Comportamiento del valor b en hojas expuestas a 50 mg L™ de cloro y 1000 mg
L™ de 4cido acético y hojas sin tratar almacenadas a 12°C durante cinco dias.

La textura es un atributo importante que afecta la aceptacion, procesamiento y manejo del
alimento. La evaluacion de la textura se puede realizar mediante la fuerza requerida
(tension) para la ruptura de una porcién de hoja de lechuga. Ledn et al. (2008), menciona
que las porciones se deben tomar de las puntas o partes medias de las hojas. En este
estudio las muestras se tomaron de las puntas.

La pared celular cumple la funcién de mantener la textura y turgencia de un vegetal como
la lechuga, gracias a sustancias pécticas presentes depende mucho de su turgencia
(Hormazabal 1999). Al comparar los tratamientos entre si, se observo que al inicio las
muestras tratadas con 50 mg L™ de cloro y 1000 mg L™ de &cido acético, presentaron
mayores tensiones de ruptura por ende mas crujiente comparado con la muestra sin tratar
(Figura 7). Lo anterior debido a que al someter la lechuga a una solucion acuosa no se
deshidrata, al contrario que la muestra sin trata. Durante el tiempo trascurrido desde lugar
de origen hasta el anlisis sufrié una deshidratacién por lo cual se observa que tuvo menor
tension de ruptura. Sin embargo, al tercer dia la misma humedad que permitié que la
lechuga tratada fuera mayor al inicio la afect6. Segun Hormazabal (1999), al procesar
minimamente vegetales como la lechuga se activan enzimas enddgenas como la
poligalacturonasa, p-galactosidasa y la pectinmetil estearasa afectando asi la textura de la
lechuga, contrario a las muestras sin tratar, que al ser almacenadas a 12°C se recuperaron
de la deshidratacion y presentaron estadisticamente mejores texturas.



17

5.5
5
4.5
’é‘ 4
N
c 35
© |
2 3 = = Sin tratar
(«B]
= 25 e Cloro + AA
,
1.5
1
0 1 2 3 4 5 6
Dias

!Letras minusculas se comparan entre tratamientos del mismo dia, letras mayusculas comparan resultados
entre dias.

Figura 7. Comportamiento de tension de ruptura (Newton) en hojas expuestas a 50 mg L™
de cloro y 1000 mg L™ de &cido acético y hojas sin tratar almacenadas a 12°C durante
cinco dias.

El andlisis de costos variables para un proceso en una planta agroindustrial es de mucha
importancia. Este analisis permite tomar una decisidn en respuesta a las exigencias de los
consumidores, pero mas importante para ofrecer a éstos, productos que no comprometan
la inocuidad y no se conviertan en un riesgo para la salud al ser consumidos. En el cuadro
7 se muestra un analisis de costos de las soluciones desinfectantes que redujeron por igual
(P<0.05) la carga microbiana de E. coli en la superficie de lechuga. Donde se observa que
al utilizar solamente 4cido acético es la solucion desinfectante més econémica versus las
otras soluciones.

Cuadro 7. Célculo de costos variables por litro de solucién de cuatro soluciones
desinfectantes para el control de E. coli para uso en la Planta Hortofruticola Zamorano.

Concentracién  Cloro Acido Acido  Total
Compuesto (mg/L) (Lps)? Acético Citrico  (Lps)

] ] (Lps) (Lps)
Acido Acético (AA) 1000 0.325 0.325
< 50/1000% 0.15 0.325 0.475
Cloro + AA 100/1000 0.30 0.325 0.625
Cloro + AC 50/1000 0.15 0.31 0.460

Hipoclorito de Calcio (HTH, 66%). “Mezcla hipoclorito de calcio/Acido. *Tasa de cambio: 1 délar=19.90 Lps
(Lempiras).
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El lavado y la desinfeccion juegan un papel importante en el rol de reducir la carga
microbiana en alimento. En este estudio se observo que existen factores que limitan la
eficacia de agentes desinfectantes en hortalizas como la formacion de biofilm. Aunque
existen quimicos como el amonio cuaternario, glutaraldehidos y cloro (més usado), aun
asi el sector alimentario se preocupa para asegura la inocuidad de los alimentos. Nuevos
agentes han surgido en afios recientes, como el uso de acidos orgénicos. Este estudio
confirmo lo que algunos autores mencionan en sus investigaciones, que es la eficacia del
uso de acidos organicos, como el acido acético y citrico, brindando asi calidad e inocuidad
a hortalizas frescas. Es importante implementar estas soluciones desinfectantes en plantas
de procesamiento hortofruticola de Zamorano como de otro sitio.



4, CONCLUSIONES

Se determind que al utilizar 4cido acético (1000 mg L™), citrico (1000 mg L™Y) y
mezclas con hipoclorito de calcio (50 mg L™) se observan reducciones de hasta
2.19+0.49 Log UFC cm™ de E. coli (ATCC 25922) en superficies de lechuga, y la
solucion desinfectante basada en acido acético (1000 mg L™) es la de menor costo
variable.

No se recuperaron conteos en la superficie de chile dulce, la propia naturaleza de
la superficie pudo haber alojado en ella a las bacterias conglomerandolas en las
fisuras o en sitios como el pedunculo dificultando la recuperacion en conteos de
dichos tejidos.

Se determind que utilizar cloro (hipoclorito de calcio) en concentraciones de 50 a
100 mg L™ no presenté diferencias significativas en la reduccion de E. coli (ATCC
25922) con respecto a un lavado s6lo con agua potable de Zamorano.

Los resultados sugieren que en el analisis bacteriostatico no se pudo medir el
efecto inhibitorio y/o bactericida de los tratamientos evaluados. Condiciones
ambientales y locales afectaron el estado de la lechuga, desde el transporte post-
cosecha hasta el LMAZ, humedad relativa, temperatura, cortes en las hojas y el
manipuleo de la lechuga afectaron el desarrollo del experimento.

Hubo una reduccion en el valor L debido a que simultdneamente hubo una
reduccién del valor a (luminosidad y verde, respectivamente). EI manipuleo al
inicio del tratamiento, ligacion de agua de las células pudo haber afectado a las
células liberando compuestos que mantienen el color en la lechuga.



S. RECOMENDACIONES

Validar los resultados obtenidos en este estudio en planta, debido a que los
condiciones de un laboratorio microbioldgico no se asemeja a las condiciones de
una planta de post-cosecha ¢ una planta de procesamiento hortofruticola.

Realizar otras investigaciones donde se utilicen otras fuentes de acido como el
acido lactico y peroxiacético. Asi mismo también evaluar otras cepas de
microorganismos importantes en las incidencias de ETA, como Listeria
monocytogenes, evaluando asi microorganismos Gram positivos.

Evaluar nuevamente tratamientos almacenados a temperaturas de 4°C y 12°C
debido a que no se pudieron controlar adecuadamente, factores que pudieron
influir en los resultados, por ejemplo la utilizacion de una refrigeradora
convencional. De esta manera contribuir a mantener las condiciones de la lechuga
en cuanto a humedad relativa para evitar secamiento del tejido en almacenamiento.

Para el recuento de bacterias donde se esperan concentraciones muy bajas, utilizar
métodos de cuantificacion méas sensibles como la técnica de nimero mas probable
(NMP).

Evaluar todos los tratamientos en las dos temperaturas y analisis fisicos realizados.
En este estudio se enfocd Unicamente en uno de los mejores tratamientos debido a
limitantes en el presupuesto del estudio.
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7. ANEXOS

Anexo 1. Composicion del medio Violet Red Bile Agar W/ MUG (4-metilumbeliferil-p-
D-glucoroénido) por un litro.

Compuesto Cantidad
Enzima digestiva de gelatina 70
Extracto de levadura 30
Sales biliares 159
Lactosa 10 g
Cloruro de sodio 59
Rojo neutral 0.03¢g
Cristal violeta 0.002 g
MUG 0.1g
Agar 159

pH final: 7.4 £ 0.2 a 25°C.

Fuente: Cheeptham y Lal 2010. http://www.microbelibrary.org/library/laboratory-
test/3201-use-of-ec-mug-media-to-confirm-escherichia-coli-contamination-in-water-
samples-protocol

Anexo 2. Ficha técnica de E. coli (ATCC 25922).

Organismo Escherichia coli (Migula)

Aislamiento Clinico

Depositor FDA (Food and Drug Administration)

Transporte Congelado-seco

Condiciones de Medio de agar tripticasa de soya, 37°C, aerobio

crecimiento

Usos Cepa similar a E. coli patdgenos para estudios de
laboratorio

Fuente: ATCC 2012.
http://www.atcc.org/ATCCAdvancedCatalogSearch/ProductDetails/tabid/452/Default.asp
x?ATCCNum=25922& Template=bacteria
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http://www.atcc.org/ATCCAdvancedCatalogSearch/ProductDetails/tabid/452/Default.aspx?ATCCNum=25922&Template=bacteria
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Anexo 3. Comportamiento del color de la lechuga tratada con 50 mg L™ de cloro y 1000
mg L™ de 4cido acético en valores L, a y b en el dia cero.*

Tratamiento Concentracion Dia cero (Inicio)

(mg/L™) L a b
Cloro® + AA® 50/1000° 58.27+1.17% -4.52+0.42 ° 17.01+1.43%
Sin tratar 54.61+2.70° -4.70+1.21 2 17.50+3.72°
cVv 3.69% 20.79% 16.32%

Hipoclorito de Calcio. “Acido Acético. *Mezcla hipoclorito de calcio/Acido. ~Letras iguales dentro de la misma
columna no son significativamente diferentes (P>0.05).

Anexo 4. Comportamiento del color de la lechuga tratada con 50 mg L™ de cloro y 1000
mg L de 4cido acético en valores L, a y b en el dia tres.*

Tratamiento Concentracion Dia Tres

(mg/L™) L a b
Cloro® + AA? 50/1000 51.75+2.23 ° -2.97+0.59 ° 18.72+1.86 °
Sin tratar - 58.92+3.00 ® -5.85+0.63 2 17.60+0.93 2
cv 478 % 13.90 % 8.09 %

"Hipoclorito de Calcio. “Acido Acético. ~Letras iguales dentro de la misma columna no son significativamente
diferentes (P>0.05).

Anexo 5. Comportamiento del color de la lechuga tratada con 50 mg L™ de cloro y 1000
mg L™ de 4cido acético en valores L, a y b en el dia cinco.*

Tratamiento Concentracion Dia cinco

(mg/L™) L a b
Cloro® + AA? 50/1000 51.75+2.23° -2.97+0.59° 18.72+1.86 °
Control - 56.17+0.94 2 -5.56+0.86 * 17.40+1.77 %
cv

Hipoclorito de Calcio. *Acido Acético. ~Letras iguales dentro de la misma columna no son significativamente
diferentes (P>0.05).

Anexo 6. Comportamiento de tension (Newtons) requerida para ruptura de lechuga
tratada con 50 mg L™ de cloro y 1000 mg L™ de 4cido acético almacenada a 12°C durante
5 dias.*

Tratamiento Concentracion Tensién (Newtons)

(mg/L™h) Inicio Dia tres Dia cinco
Cloro® + AA? 50/1000 3.64+0.31° 2.72+0.31° 2.31£0.56 "
Control - 2.5+0.32° 4.47+0.61° 3.39+0.29
CVv 10.23% 13.53% 15.55%

Hipoclorito de Calcio. “Acido Acético. ~Letras iguales dentro de la misma columna no son significativamente
diferentes (P>0.05).
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Anexo 7. Caracterizacion morfologica de E. coli (ATCC 25922).
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