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RESUMEN

El estado de Washington es el primer productor de manzanas en los Estados Unidos (EE.
UU). El incremento de brotes alimentarios y retiros de producto del mercado causados por
contaminacion cruzada entre manzanas frescas y superficies de contacto con alimentos han
incrementado las medidas de inocuidad alimentaria en la industria de empaqgue de manzanas.
Los microorganismos indicadores son usados para el monitoreo de higiene a través de la
validacién de procedimientos de limpieza y desinfeccién de superficies. Sin embargo,
actualmente no existen estandares que definan limites microbioldgicos para un nivel
aceptable de microorganismos indicadores en superficies de contacto con alimentos. Por
ello, los objetivos de esta investigacion fueron determinar la poblacion promedio y limites
microbiologicos de microorganismos indicadores como aerobios mesofilos totales,
Enterobacteriaceae, coliformes y Escherichia coli en superficies de contacto con alimentos
luego de procedimientos de limpieza y desinfeccion en cinco plantas de empaque de
manzanas del estado de Washington, EE. UU. Ademas, evaluar los recuentos
microbioldgicos a través de cada operacion unitaria y tipo de superficie. Se muestrearon 741
superficies pertenecientes a todo el proceso de empaque de manzanas durante una temporada
de empaque (setiembre 2018 — julio 2019). El analisis microbioldgico se realiz6 mediante el
recuento en placas Petrifilm 3M™. Se establecieron los rangos de limites microbioldgicos
(Log UFC/100 cm?) de todos los microorganismos indicadores a través de cada operacion
unitaria del proceso de empaque de manzanas. Respecto al recuento de aerobios mesofilos
totales, las operaciones unitarias de encerado y segundo secado por tinel mostraron valores
significativamente mayores a la operacion de lavado. En cuanto a las poblaciones de
Enterobacteriaceae y coliformes, se obtuvieron mayores recuentos en las operaciones de
lavado y desinfeccion. Los recuentos de E. coli fueron bajos en todas las operaciones

unitarias y no se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre ellas.

Palabras clave: Aerobios meséfilos totales, Enterobacteriaceae, coliformes, E. coli



ABSTRACT

Washington state is the leading producer of apples in the United States (US). The increasing
association of foodborne outbreaks and recalls of fresh apples caused by cross-contamination
between food contact surfaces of equipment used for packing and fresh apples, have
emphasized the focus on food safety interventions within the apple packing industry.
Indicator organisms are used for hygiene monitoring of surfaces, through the validation of
cleaning and disinfection procedures. However, there are currently no standards that define
microbiological limits for an acceptable level of indicator organisms on food contact
surfaces. Therefore, the objectives of this research were to determine the average population
and microbiological limits of indicator organisms such as aerobic plate count,
Enterobacteriaceae, coliforms and Escherichia Coli on food contact surfaces after cleaning
and sanitation procedures in five commercial apple packing facilities located in Washington
State, US. In addition, to assess those microbial counts throughout each unit operation of the
packing process and by type of surface. Overall, 741 surfaces belonging to all unit operations
were sampled during awhole packing season (september 2018 — july 2019). Microbiological
analysis was performed using 3M™ Petrifilm plates. Ranges of microbial counts (Log
CFU/100 cm?) were established for each indicator organism throughout each unit operation
of the apple packing process. In regard to aerobic plate counts, the waxing and second tunnel
drying unit-operations showed significantly higher values than the washing operation.
Higher Enterobacteriaceae and coliforms populations were obtained in the washing and
sanitation unit operations. E. coli counts were low throughout all unit operations and no

statistically significant differences were found between them.

Key words: Aerobic plate count, Enterobacteriaceae, coliforms, E. coli



I. INTRODUCCION

Desde el afio 2014, el incremento de brotes alimentarios (Centers for Disease Control and
Prevention (CDC), 2015; Marus et al., 2019) y el retiro de productos del mercado (U.S Food
and Drug Administration, 2017b, 2017c, 2019, 2020) asociado con manzanas frescas, junto
con la implementacion de la nueva regulacion “Acto de Modernizacion Seguridad
Alimentaria” (por sus siglas en inglés FSMA) en los Estados Unidos (EE. UU) han
intensificado las medidas de inocuidad alimentaria en la industria de empaque de manzanas.
El brote de listeriosis del afio 2014 asociado con el consumo de manzanas acarameladas y
manzanas frescas causo siete muertes y 34 hospitalizaciones en los EE. UU, impactando
significativamente a la industria de manzanas frescas. La causa principal de este brote
alimentario fue una contaminacidn cruzada entre superficies de contacto con alimentos como
cepillos de pulido, cintas transportadoras, y contenedor de manzanas dentro de una planta de
empaque de manzanas (Angelo et al., 2017). Desde entonces se puso en evidencia que la
deficiencia de procedimientos de limpieza y desinfeccion pueden causar contaminacién
cruzada y desencadenar asi un brote alimentario. Estas situaciones representan problemas de
salud publica y pérdidas econdmicas que afectan la cadena de suministros en la industria de
manzanas. Se ha demostrado que una de las medidas para el efectivo control de patdgenos
alimentarios como Listeria monocytogenes en plantas de procesamiento de alimentos es
mantener un estricto programa de higiene y saneamiento (Hoelzer et al., 2012; Wu et al.,
2020). Asi, de manera preventiva se busca minimizar las condiciones que promuevan el
establecimiento y proliferacion de este patégeno en superficies de contacto con alimentos
(Tortorello, 2003; U.S Food and Drug Administration, 2017a).

Los microorganismos indicadores se definen como un organismo o grupo de
microorganismos, cuya presencia en numeros que sobrepasen los limites establecidos
indican una falla en los procedimientos de limpieza y desinfeccion (Cordier, 2013). Por ello,
los microorganismos indicadores son ampliamente usados en la industria alimentaria para el
monitoreo y validacion de higiene. Algunos ejemplos de microorganismos indicadores son
aerobios mesofilos totales, Enterobacteriaceae, coliformes y Escherichia coli (Moberg &
Kornacki, 2015). La evaluacion de estos microorganismos indicadores es imprescindible
como parte de un programa de monitoreo ambiental con el fin de verificar la efectividad de
los procedimientos de limpieza y saneamiento en superficies (De Oliveira Mota et al., 2021,



Magdovitz et al., 2020; Ruiz-Llacsahuanga et al., 2021). No se recomienda la evaluacion
directa de patdgenos como L. monocytogenes debido a que los resultados pueden ser
engafiosos. Los patdgenos se encuentran en baja frecuencia y no distribuidos
uniformemente. Ademas, los métodos de deteccidn son méas costosos y se requiere de mayor
tiempo para obtener resultados (Moberg & Kornacki, 2015; U.S Food and Drug
Administration, 2017a).El estado de Washington es el principal productor de manzanas en
los EE. UU, con un 79% de su produccion destinada al mercado fresco (U.S. Department of
Agriculture, National Agricultural Statistics Service, 2019). Por ello, es esencial
implementar controles preventivos de limpieza y desinfeccion efectivos y limites
microbioldgicos a través de todo el proceso de empaque de manzanas, con el fin de prevenir
una contaminacion cruzada entre superficies y la fruta a empacar. Actualmente, no existen
estandares que definan limites microbioldgicos para un nivel aceptable de microorganismos
indicadores en superficies de contacto con alimentos. En consecuencia, cada tipo de industria
o planta de alimentos debe construir sus propios limites microbioldgicos para validar sus
procedimientos de limpieza y desinfeccion. Por lo tanto, el objetivo general de esta
investigacion fue determinar la poblacién promedio y los limites microbioldgicos de
microorganismos indicadores como aerobios mesoéfilos totales, Enterobacteriaceae,
coliformes y E. coli en superficies de contacto con alimentos de equipos utilizados en el
empaque de manzanas en cinco plantas de empaque de manzanas del estado de Washington,

EE. UU, luego de procedimientos de limpieza y desinfeccion.

Para ello se tuvo como objetivos especificos:
- Identificar las operaciones unitarias con la mayor poblacién de microorganismos
indicadores en el proceso de empaque de manzanas.
- ldentificar las superficies de contacto con alimentos con la mayor poblacion de

microorganismos indicadores en el proceso de empaque de manzanas



Il. REVISION DE LITERATURA

2.1. Microorganismos indicadores

Los microorganismos indicadores se definen como microorganismos, grupos de
microorganismos 0 metabolitos cuya presencia en nameros por encima de los limites
definidos indicaria una falla en el cumplimiento de Buenas Practicas de Higiene. Los
microorganismos indicadores tienen la funcién de indicar una desviacién de las medidas de
control de higiene implementadas (Cordier, 2013). A la vez, algunos grupos de
microorganismos indicadores pueden ser utilizados como microorganismos indices, es decir,
como predictores de la presencia de un patdégeno (microorganismos indices e indicadores a
la vez) (Cordier, 2013). Algunos ejemplos de microorganismos indicadores son recuentos
de aerobios mesofilos totales, Enterobacteriaceae, coliformes, E. coli, Listeria especies,
levaduras y mohos (Moberg & Kornacki, 2015).

Los microorganismos indicadores generalmente se utilizar para evaluar los procesos de
limpieza y desinfeccién debido a que estan presentes en poblaciones mas altas que los
patdgenos, se pueden obtener resultados dentro de 24 a 48 h, y los métodos de deteccidn son
sencillos (Baylis et al., 2011). Los factores que deben considerarse antes de seleccionar qué

microorganismos indicadores se evaluaran son (Moberg & Kornacki, 2015):

La naturaleza fisicoquimica del producto alimentario

- Lamicroflora nativa del producto

- El grado de procesamiento del alimento

- EIl efecto que se esperaria que tuviera el procesamiento en uno o mas de los
microorganismos indicadores evaluados

- Lafisiologia de los microorganismos indicadores

- La precision con la que el método de prueba puede identificar los microorganismos

indicadores



2.1.1. Aerobios mesoéfilos totales

El recuento de aerobios mesofilos totales cuantifica todas las bacterias que crecen en
condiciones aerobias y a temperaturas mesofilicas (20-45 °C) (Ryser & Schuman, 2015).
Dentro del grupo de microrganismos mesofilicos, también se encuentran las bacterias
psicotréficas, que se definen como bacterias que pueden crecer a temperaturas refrigeradas
(0-7 °C), y que tienen una temperatura de crecimiento optimo a temperaturas superiores a
20°C (Da Silva et al., 2013).

Los microorganismos aerobios mesofilos totales proveen un estimado total de la poblacién
microbiana presente en la superficie y puede ser monitoreado antes y después de los
procedimientos de limpieza y desinfeccion para medir su eficacia (Ginny Moore, 2003). Sin
embargo, estos microorganismos indicadores no pueden distinguir los tipos de bacteria que
estan presentes, ademas de que no especifican la presencia o ausencia de un patégeno
alimentario o toxina por lo tanto no son indicadores de inocuidad alimentaria (Ryser &
Schuman, 2015).

2.1.2. Enterobacteriaceae

La familia Enterobacteriaceae esta conformada por microorganismos Gram-negativos y
anaerobios facultativos. Estos microorganismos tienen la habilidad de fermentar glucosa a
acido, y entre otras caracteristicas bioquimicas posee reacciones de oxidasa — negativa,
catalasa-positiva y reducen nitrato. Algunas especies son motiles, mientras que otras poseen
flagelos (Kornacki et al., 2015).

Las especies de Enterobacteriaceae se pueden encontrar tanto en fuentes intestinales como
no intestinales en animales y humanos. Por ello, la presencia de microorganismos de esta
familia no estd asociados directamente con contaminacion fecal (Baylis et al., 2011). La
familia Enterobacteriaceae incluye a los coliformes totales, coliformes fecales y E. coli
dentro de éste. Por lo tanto, los recuentos de Enterobacteriaceae deben ser mayores que las

poblaciones de Coliformes y E. coli (Baylis et al., 2011).



Otros géneros incluidos dentro de la familia Enterobacteriaceae son Citrobacter,
Cronobacter, Enterobacter, Erwinia, Klebsiella, Salmonella, Shigella, Yersinia, etc.
(Adeolu et al., 2016). Los patdgenos transmitidos por alimentos que estan incluidos dentro
del grupo Enterobacteriaceae son Salmonella enterica, Shigella dysenteriae, Yersinia
enterocolitica, y varias especies patogenicas de E. coli, incluyendo E. coli O157: H7. Sin
embargo, la deteccion de Enterobacteriaceae no significa necesariamente la presencia de

ninguno de estos patdgenos (Baylis et al., 2011).

El uso de Enterobacteriaceae como microorganismos indicadores son Utiles debido a que
estos tienen la habilidad de establecerse en superficies donde los procedimientos de limpieza
y desinfeccidn son inadecuados. Ademas, los quimicos usados para la desinfeccion pueden
facilmente inactivar estos microorganismos (Kornacki et al., 2015). La ausencia de
microorganismos pertenecientes a la familia Enterobacteriaceae es también usado como un
indicador de buenas practicas de manufactura. Sin embargo, las especies de
Enterobacteriaceae estan ampliamente distribuidos en el ambiente por lo que se espera que
estén presentes en productos agricolas como parte de la microflora natural (Samish et al.,
1963).

2.1.3. Coliformes

Los coliformes son microorganismos Gram-negativos, anaerobios facultativos, no
esporulados (Kornacki et al., 2015) que fermentan lactosa con produccion de acido y gas
dentro de 48 horas de incubacién a 35 °C (Kornacki et al., 2015). Estos microorganismos se
encuentran en el medio ambiente, suelo, y tracto gastrointestinal de animales y humanos
(Baylis et al., 2011).

Los coliformes son usados como microorganismos indicadores en la industria alimentaria
para validar la efectividad de procedimientos de limpieza y saneamiento (Ginny Moore,
2003). Dentro de los coliformes se incluyen especies que no son necesariamente asociadas
con la presencia de contaminacion fecal. Especificamente, los coliformes de tipo fecales son
asociados con contaminacion fecal y a diferencia de los coliformes, estos fermentan lactosa

a una temperatura de 45 °C (Feng et al., 2018).
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2.1.4. Escherichia coli

E. coli es una bacteria Gram-negativa, anaerobia facultativa y posee forma de bastén. Este
microorganismo esta generalmente presente el tracto gastrointestinal de animales y humanos
(Bell & Kyriakides, 2009; Odonkor & Ampofo, 2013). Por ello, E. coli es usado como un
indicador de contaminacién fecal en la industria de alimentos y agua (Feng et al., 2018).

Algunas especies como E. coli enterohemorrdgica O157:H7, E. coli verotoxigénica, E. coli
enteropatogénica son patdgenos alimentarios. Sin embargo, las pruebas para la evaluacion
de E. coli como un indicador organismo evaltan solo E. coli genérico y no un patégeno

especifico.

En el caso de productos crudos, E. coli es considerado como el indicador de contaminacion
fecal méas valido. Aunque debido a la naturaleza ubicua de E. coli en el medio ambiente, éste
también puede ser encontrado en agua de riego, suelo, y bio aerosoles (Brandl, 2006; Van
Elsas et al., 2011), siendo no necesariamente indicadores directos de contaminacion fecal.
E. coli es un buen indicador de la eficacia de los procedimientos de limpieza y desinfeccion
y puede ser controlado en el campo mediante el cumplimiento de las Buenas Préacticas de
Agricultura. Ademas, los programas de limpieza y desinfeccidn deberias ser suficientes para
evitar el crecimiento y establecimiento de E. coli en las lineas de procesamiento (United
Fresh Produce Association, 2018).

2.2. Uso de microorganismos indicadores en la industria de productos agricolas

frescos

En un ambiente de procesamiento de productos agricolas frescos se sugiere monitorear
varios microorganismos indicadores (Heredia et al., 2016). Los productos frescos abarcan
una amplia gama de diferentes propiedades biologicas (microbiota natural), propiedades
quimicas (ej., pH y Aw) (Moberg & Kornacki, 2015) y las propiedades fisicas de frutas y
verduras, que afectan la forma en que los microrganismos se transfieren a las superficies de
los equipos e instalaciones (Heredia et al., 2016). Otro factor que influye en la presencia de
un microorganismo indicador en las instalaciones de empaque de productos es la operacion

unitaria en la que se toma la muestra (Kornacki et al., 2015).
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En los productos frescos, las altas poblaciones de estos microorganismos no significan baja
calidad del producto. Sin embargo, después de pasos como el lavado o la desinfeccion, que
se llevan a cabo con el fin de disminuir las cargas microbianas, se deben detectar poblaciones
mas bajas de microorganismos indicadores (Kornacki et al., 2015).

En plantas de procesamiento de alimentos, con fines de monitoreo microbioldgico, el &rea
de proceso/empaque se divide en 4 zonas basados en el nivel de riesgo de contaminacion
(International Commission on Microbiological Specifications for Foods Staff (ICMSF),
2002):

- Zona 1 - Superficies en contacto con alimentos. Superficies que estan en contacto
directo con los productos alimenticios. Algunos ejemplos son los rodillos, cepillos
de lavado, cintas transportadoras y las mesas de clasificacion.

- Zona 2 - Superficies que no entran en contacto con alimentos. Superficies adyacentes
a superficies en contacto con alimentos. Algunos ejemplos son la estructura del
equipo, el exterior de los transportadores y los paneles de control.

- Zona 3 - Superficies que no entran en contacto con alimentos. Superficies en el
entorno de procesamiento. Ejemplos: paredes, pisos, techos, puertas, paletas y
montacargas.

- Zona 4 - Superficies que no entran en contacto con alimentos. Areas alejadas del
procesamiento de producto. Algunos ejemplos son los bafios, las salas de descanso,

los vestuarios y las areas de oficina.

El proceso de zonificacidon es importante como concepto para una gestién eficaz del riesgo,
ya que mitiga la potencial entrada de patdgenos transitorios externos al entorno de
procesamiento, y asegura que la zona 1 (area de mayor nivel de riesgo de contaminacion del
producto final) no se convierta en un punto de refugio para patogenos transmitidos por los
alimentos (U.S Food and Drug Administration, 2017a). Ademas, la zonificacion higiénica
reduce la probabilidad de contaminacion cruzada entre zonas y facilita la seleccion de sitios

de muestreo.

Se recomienda realizar las pruebas de microorganismos indicadores en superficies en
contacto con alimentos (zona 1) porque los resultados de dichas pruebas proporcionan

informacién valiosa sobre el estado microbioldgico general de la superficie (Moberg &
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Kornacki, 2015). La prueba directa de un patdgeno en la zona 1 puede ser engafiosa debido
a una mala interpretacion de un resultado negativo (Moberg & Kornacki, 2015). Ademas, la
determinacion directa de patogenos implica mas tiempo y costo en comparacion con el
organismo indicador (Baylis et al., 2011; G. Moore & Griffith, 2002). Sin embargo,
tambiénes importante realizar pruebas de microorganismos indicadores en superficies que
no entran en contacto con los alimentos, ya que la contaminacion cruzada puede ocurrir
indirectamente de las zonas 2, 3 y 4 a la zona 1. Diferentes causas como condensacion,
aerosoles, ventilacion, y el movimiento del producto puede transferir contaminacion entre

zonas durante la produccion (Estrada et al., 2020; Moberg & Kornacki, 2015).

2.3. Limites microbioldgicos aceptables de microorganismos indicadores segun

normas nacionales e internacionales en productos agricolas frescos

Actualmente no existen normativas o regulaciones que establezcan limites microbioldgicos
aceptables en superficies de contacto con alimentos especificamente para el sector de
productos agricolas frescos. En la Tabla 1, se realizd una recopilacién de normativas
nacionales e internacionales vigentes respecto a limites microbiologicos aceptables de
microorganismos indicadores. Sin embargo, todas las normas estan enfocadas en industrias
dedicadas al sector de alimentos listos para el consumo humano que generalmente han
pasado por un proceso de tratamiento térmico para la reduccién de microorganismos como

coccion o pasteurizacion.

2.4. Métodos tradicionales para la evaluacion de limpieza y desinfeccion de superficies

Los métodos tradicionales para evaluar los procedimientos de limpieza y desinfeccién en
superficies proveen informacion cuantitativa (cantidad de carga microbiana) o cualitativa
(presencia/ausencia) de los microorganismos presentes en las superficies (Davidson et al.,
1999). Estos métodos estan basados en el cultivo de microorganismos indicadores en medios
de cultivo requiriendo periodos de incubacion de entre 18 a 48 horas para obtener resultados
(Ginny Moore & Griffith, 2002). Los metodos tradicionales incluyen, hisopados de
superficies, métodos de contacto con agar, y plaqueado de agar directo en superficies
(Davidson, 2001).



Tabla 1. Limites microbioldgicos de microorganismos indicadores aceptables segin normas nacionales e internacionales

Tipo de Aerobios Enterobacter

Norma Tipo de industria o - ) Coliformes E. coli
superficie  mesofilos totales iaceae
Superficies A NA <25 UFC/superficie (100 cm?) NA
RM 461-2007 Alimentos y bebidas inertes irregulares (1.4 Log UFC/100 cm?)
] destinadas para el
(Peru) (2007) o
consumo humano Superficies <100 UFC/100cm? (2 Log
_ NA NA NA
inertes regulares UFC/100 cm?)
Alimentos que se
NOM-093- <400 UFC/
ofrecen en <200 UFC/ cm? (4.3 Log
SSA1-1994 o - NA cm?(4.6 Log NA NA
o establecimientos fijos UFC/100 cm?
(México) (1994) _ UFC/100 cm?)
(ej. Comedores)
Alimentos que se
BC Centre for <5 UFC/ cm?
. ofrecen en
Disease Control— o . NA (2.7 Log/100 NA NA NA
establecimientos fijos
(Canad4) (2010) cm?)

(ej. Comedores)

*NA: Informacion no disponible



«Continuacion»

_ _ ) Tipo de Aerobios Enterobacteri ) )
Norma Tipo de industria o - Coliformes E. coli
superficie mesofilos totales aceae
Public Health Servicios de

. <10/cm? (3 Log
services (EE. comedores de NA NA NA

_ UFC/100 cm?)

UU) (1984) alimentos

*NA: Informacién no disponible



2.5 Meétodos tradicionales para la evaluacion de limpiezay desinfeccion de superficies

Los métodos tradicionales para evaluar los procedimientos de limpieza y desinfeccion en
superficies proveen informacion cuantitativa (cantidad de carga microbiana) o cualitativa
(presencia/ausencia) de los microorganismos presentes en las superficies (Davidson et al.,
1999). Estos métodos estan basados en el cultivo de microorganismos indicadores en medios
de cultivo requiriendo periodos de incubacion de entre 18 a 48 horas para obtener resultados
(Ginny Moore & Griffith, 2002). Los métodos tradicionales incluyen, hisopados de
superficies, métodos de contacto con agar, y plagueado de agar directo en superficies
(Davidson, 2001).

El hisopado de superficies convencional implica tomar muestras sobre un &rea de superficie
designada utilizando esponjas 0 hisopos estériles, seguido del cultivo de los

microorganismos objetivos en los medios de cultivo.

Los métodos de contacto con agar consisten en presionar un medio de cultivo de agar estéril
contra el area de superficie a muestrear y luego incubar [ej. placas de contacto RODAC
(Replicate Organism Direct Agar Contact) y placas de deslizamiento (dip-slides)]. El
plaqueado de agar directo en superficies consiste en verter agar estéril en la superficie a
muestrear, dejar solidificar el medio protegido por una cubierta estéril, y luego incubar
(Davidson, 2001).

2.5.1 Placas Petrifilm

Las placas Petrifilm constituyen una forma de método tradicional de cultivo de
microorganismos indicadores. Estas placas son sistemas de medios de cultivo listos para usar
que constan de dos peliculas de plastico recubiertos con nutrientes de métodos estandar
basados en el microorganismo a cultivar, un agente gelificante soluble en agua fria y un tinte

indicador que facilita el recuento de colonias (Ryser & Schuman, 2015).

Una muestra diluida obtenida después de muestrear una superficie se inocula en la pelicula

de fondo, mientras que la pelicula superior se presiona contra la inferior para distribuir
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uniformemente la muestra sobre un area de crecimiento de aproximadamente 20 cm? (Ginny
Moore, 2003). A diferencia de los métodos de agar convencionales, no se requiere
preparacion de medios, y se necesita menos espacio de incubadora y almacenamiento (3M
Food Safety, 2020).

2.6 Métodos rapidos para la evaluacién de limpieza y desinfeccion de superficies

Los métodos microbiol6gicos convencionales resultan tediosos y requieren mucho tiempo;
por lo tanto, surgieron métodos de prueba rapidos para reducir el lapso de tiempo entre el

muestreo de superficie y obtencion de resultados (Ginny Moore, 2003).

2.6.1 Prueba de Bioluminiscencia

Las pruebas rapidas de ATP se basan en la deteccion de una molécula llamada adenosin
trifosfato (ATP). EI ATP forma parte de todas las células vivas (como bacterias y residuos
de alimentos), siendo un elemento fundamental componente en reacciones bioquimicas para

la sintesis de material celular (Betts & Blackburn, 2009).

Esta prueba rapida bioluminiscente de ATP cuantifica la emision de luz después de que el
ATP presente en una superficie reacciona con un complejo enzima-sustrato llamado
luciferina-luciferasa (Griffiths, 1997). La produccion de luz se mide en unidades relativas de
luz (RLU), y esta prueba requiere un dispositivo adicional, un luminémetro, para leer los
resultados (Ginny Moore & Griffith, 2002).

Actualmente, las pruebas de ATP son ampliamente utilizadas dentro de la industria
alimentaria, ya que se consideran una herramienta rapida para el monitoreo de la higiene y
evaluar la eficacia de los procedimientos de limpieza y saneamiento in-situ, obteniendo
resultados en menos de cinco minutos (Ginny Moore, 2003). Ademas, las pruebas de ATP
pueden detectar alérgenos alimentarios, que de otro modo no podrian detectarse con los

métodos microbioldgicos tradicionales (Griffith, 2016).

La mayoria de las pruebas de ATP disponibles en la industria contienen como parte de la

formulacién el enzima-sustrato luciferina/luciferasa, iones de magnesio, amortiguadores,
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sustratos, estabilizadores y extractantes (utilizados para extraer ATP de células vivas)
(Griffith, 2005).

Las pruebas de ATP ocurren regularmente después de la limpieza y antes de los
procedimientos de saneamiento, para asegurar de que la superficie esté limpia antes de
aplicar los desinfectantes. Esto solo es factible debido a la rapidez del ensayo en la
evaluacion de resultados en tiempo real para tomar medidas correctivas (Griffith, 2016).

2.7 Rutas de contaminacién microbiana en la industria de empaque de manzanas

frescas

La contaminacion de los productos agricolas y superficies puede ocurrir debido a la
contaminacion en cualquier punto de la cadena de suministros. Es decir, puede ocurrir
durante la precosecha, cosecha o post- cosecha.

Durante la precosecha y cosecha, ejemplos de fuentes de contaminacién incluyen agua de
irrigacion, suelo, animales silvestres y domésticos, fertilizantes, bio aerosoles, herramientas
y envases de cosechas, y manipulacién del hombre (Alegbeleye et al., 2018; Brandl, 2006;
Brooks & Gerba, 2014).

Antes de la cosecha, la presencia y poblaciones de diferentes microorganismos como
bacterias, levaduras, mohos, parasitos y virus se ven afectados por el tipo de cultivo,
practicas agricolas, ubicacion geogréafica y condiciones climaticas (Beuchat, 2002; Critzer
& Doyle, 2010). El tipo del cultivo influye en la ecologia de las bacterias debido a la
morfologia Unica de la superficie del producto, interacciones del microbiota vegetal,
composicion interna, presencia de antimicrobianos naturales y el contenido de nutrientes de
los diferentes productos (Beuchat, 2002; Critzer & Doyle, 2010).

En el caso especifico de las manzanas, la morfologia de la superficie de la manzana juega un
papel clave en el refugio y crecimiento de patdégenos. Estudios de adhesion de bacterias como
Listeria innocua y E. coli O157: H7 en la superficie de manzanas mostraron que las areas

del tallo y el céliz son los sitios mas probables de refugio de bacterias (Burnett et al., 2000;
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Pietrysiak & Ganjyal, 2018), probablemente debido a la proteccion fisica proporcionada en
estas regiones (Burnett et al., 2000).

En las superficies de las manzanas, L. innocua se adhiere a microestructuras como
microfisuras, lenticelas, y tricomas (Pietrysiak & Ganjyal, 2018). Las microestructuras
influyen en la adhesion de Listeria actuando como nichos de refugio a través del
atrapamiento fisico causado por la motilidad flagelar de Listeria (Pietrysiak & Ganjyal,
2018). Ademas, se ha reportado que E. coli se adhiere a la cuticula de cera y lenticelas
(Burnett et al., 2000). Internamente, se encontro que E. coli se adhiere al tubo floral, semillas,
pericarpio cartilaginoso y tricomas internos mediante infiltracion. La internalizacion de
patdgenos en las manzanas puede ocurrir por la accion capilar del agua desde el tallo o céliz

hacia el nucleo (Burnett et al., 2000).

En la post-cosecha, las posibles fuentes de contaminacion incluyen el agua de lavado de los
productos (Lynch et al., 2009), contaminacion cruzada por superficies de equipos,
contenedores, montacargas y manipuladores en todo el proceso de empaque,

almacenamiento y distribucion (Beuchat, 2002; Harris et al., 2003).

En las plantas de empaque, el entorno de procesamiento se compone de muchos factores que
pueden ser fuentes o vectores potenciales de contaminacion, incluyendo: areas que acumulan
agua, flujo de producto, flujo de aire, trabajadores o equipos que atraviesan areas de
productos crudos y procesados/empacados; disefio de equipos; el programa de
mantenimiento y reparacion de instalaciones/equipos, etc. (United Fresh Produce
Association, 2018).
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I1l. METODOLOGIA

3.1.  Lugar de Ejecucion

El presente trabajo se llevd a cabo en cinco plantas de empaque de manzanas ubicadas en el
valle Columbia, estado de Washington, Estados Unidos. El periodo de ejecucion fue desde
setiembre 2018 hasta julio 2019.

3.2.  Superficies muestreadas

Se muestrearon superficies de contacto con alimentos pertenecientes a los equipos
empleados en el proceso de empaque de manzanas, luego de procesos de limpieza y

desinfeccion.

3.3.  Materiales, Equipos y Reactivos

3.3.1. Materiales

- Placas petrifilm Aerobios mesofilos totales (3M™, Estados Unidos)

- Placas petrifilm Enterobacteriaceae (3M™, Estados Unidos)

- Placas petrifilm colifomes/ E. coli (3M™, Estados Unidos)

- Muestrador de esponja estéril conteniendo 10 ml de caldo neutralizante Dey/Engley
EZ- Reach (World Bioproducts, Estados Unidos)

- Mango de extension adaptador para toma de muestras con esponja (World
Bioproducts, Estados Unidos)

- Pipeteador electronico de 5 ml (3M™, Estados Unidos)

- Pipetas descartables de 5 ml (3M™, Estados Unidos)

- Guantes descartables de nitrilo libres de polvo (ThermoFisher, Estados Unidos)

- Caja cooler con ruedas para transporte de muestras (Igloo 52 QT, Estados Unidos)



3.3.2.

3.3.3.

3.3.4.

Materiales de escritorio: lapicero, plumén indeleble, regla
Software estadistico IMP® Pro 12.2.0

Equipos

Equipo de recuento de placas Petrifilm automatizado modelo 6499 (3M™, Estados
Unidos)

Incubadora microbioldgica de aire forzado modelo 89511-430 (VWR International,
Estados Unidos)

Camara fotogréafica Nikon D5600

Laptop Lenovo yoga C940

Impresora HP Color laser jet pro M281fdw

Laminadora de papel Fellowes Saturn 3i 125

Guias/normativas

Guia para el control de Listeria monocytogenes en alimentos listos para el consumo
(U.S Food and Drug Administration, 2017a)

Guia de estrategias para el control de Listeria en plantas de empaque de frutos de
arbol (United Fresh Produce Association, 2018)

Reactivos
Agua desionizada esterilizada
Etanol al 70% (ThermoFisher, Estados Unidos) para desinfeccion de materiales

usados durante el muestreo

3.4. Meétodos de Analisis

Método AOAC 990.12 Recuento de aerobios mesofilos totales en alimentos
Método AOAC 2003.01 Recuento de Enterobacteriaceae en alimentos seleccionados
Método AOAC 991.14 Recuento de coliformes en alimentos

Método AOAC 991.14 Recuento de Escherichia coli en alimentos
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3.5.  Metodologia Experimental

3.5.1. Etapa 1: Reclutamiento de plantas de empaque de manzana

Se reclutaron plantas de empaque de manzana a traves de la Washington Tree Fruit Research
Commission, entidad que desarrolla diversos proyectos de investigacion con productores y
plantas de empaque de manzanas en el estado de Washington, EE. UU. Se explic6 el proceso
de investigacion a la gerencia de distintas plantas de empaque, de las cuales cinco aceptaron
colaborar con el proyecto. Las plantas de empaque seleccionadas cuentan con un plan de
inocuidad alimentaria, como lo estipula la regulacién “Acto de Modernizacion de Seguridad
Alimentaria” (FSMA). Asimismo, se acordd mantener la confidencialidad sobre la identidad
de las plantas de empaque de manzanas.

3.5.2. Etapa 2: Visita a plantas de empaque y descripcién del proceso de empaque de

manzanas

Se visitaron las plantas de empaque con el fin de observar el proceso de empaque de
manzanas y se desarroll6 el diagrama de flujo y descripcion de las distintas operaciones

unitarias en cada planta de empaque.

En el proceso de empaqgue de manzanas se identificaron siete operaciones unitarias. Ademas,
en base a la presencia o ausencia de agua durante la operacion, se establecieron areas
himedas y secas. Las cinco primeras operaciones unitarias se llevan a cabo en el area

himeda, mientras que las dos ultimas en el area seca.

A continuacidn, en la Figura 1 se describe el diagrama de flujo del proceso de empaque de
manzanas. Ademas, se realizo la descripcion de cada operacion unitaria como se observa en

las figuras 2-8.
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Manzanas en bolsas, cajas

Figura 1. Diagrama de flujo del proceso de empaque de manzanas



a Lavado

Los contenedores de manzana son vertidos en un tanque de lavado que contiene agua
recirculada con desinfectantes como cloro (50-200 ppm) o acido peroxiacéetico (méax. nivel
permisible 80 ppm) para mantener la calidad del agua. El objetivo de este paso es remover
hojas, suciedad y materia orgénica de las manzanas, ademas del primer descarte de fruta

podrida manualmente.

Figura 2. Operacion unitaria de lavado

b. Lavado/enjuague/desinfeccion

La segunda operacidn unitaria se lleva a cabo en camas de cepillos en el que, jabon, agua, y
desinfectantes como cloro o &cido peroxiacético son aplicados mediante aplicadores de
spray. El objetivo de este paso es remover residuos restantes de la fruta y reducir la carga
microbiana.

Figura 3. Operacidn unitaria de lavado/enjuague/desinfeccion
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C. Primer secado

En esta operacion se realiza un primer secado por dos a tres minutos mediante el uso de

ventiladores con el fin de preparar a las manzanas para el encerado.

Figura 4. Operacion unitaria de secado por ventiladores

d. Encerado
Se aplica cera de grado alimentario como carnauba o shellac mediante aplicadores de spray.
Generalmente se emplea 0.1% de cera (L cera/ kg fruta). La cera se utiliza para retener

humedad de la manzana, y mejorar la apariencia al incrementar el brillo de las manzanas,
junto con el uso de cepillos de pulido.

. \ BN

Figura 5. Operacién unitaria de encerado
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e Segundo secado

El segundo secado se realiza en un secador de tunel que generalmente opera a una
temperatura entre 30-50 °C por aproximadamente dos minutos, dependiendo de la variedad
de manzana. Esta operacion se considera como el punto de transferencia entre el area himeda

y area seca.

Figura 6. Operacion unitaria de secado por tunel

f Clasificacion

En esta operacion las manzanas son clasificadas seguin su tamafio, grado, desordenes internos
0 externos, utilizando un equipo automatico de imagen éptico e infrarrojo. Asimismo, los
stickers de identificacién de lote son colocados en cada manzana de forma automatizada con

el fin de asegurar la trazabilidad.

Figura 7. Operacion unitaria de clasificacion
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g Empacado
Finalmente, las manzanas son empacadas de acuerdo con el calibre y tamafio, en cajas o
bolsas para distribucion. Este paso se realiza manualmente o con maquinas embolsadoras

dependiendo de la presentacion.

Figura 8. Operacion unitaria de empacado

3.5.3. Etapa 3: Seleccion de superficies a muestrear

Un promedio de 27 a 50 superficies de contacto con alimentos se seleccion6 en cada planta
de empaque. La seleccién de las superficies de muestreo se realiz6 en base al namero de
equipos pertenecientes a cada operacion unitaria, tipo de material de la superficie,
configuracién de disefio y ubicacion de equipos en cada planta de empaque, requerimientos
y necesidades de la planta de empaque y recomendaciones de la guia para la industria
“Control de Listeria monocytogenes en alimentos listos para el consumo” (U.S Food and
Drug Administration, 2017) y la guia de estrategias para el control de Listeria en plantas de
empaque de frutos de arbol (United Fresh Produce Association, 2018). De acuerdo con esto,
como se observa en la Tabla 2 y Anexo 1, se seleccion6 un mayor niamero de superficies a
muestrear en la operacidn unitaria de clasificacion. Esto debido a que, en todas las plantas
de empaque de manzanas, esta operacion unitaria consta de una mayor cantidad de equipos
y diversos tipos de materiales de superficies que estan en contacto con las manzanas.
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Las superficies a muestrear se fotografiaron y describieron a detalle con el fin de asegurar

consistencia durante todos los muestreos. En la Tabla 3 se detallan ejemplos de superficies

de contacto con alimentos muestreados en las distintas plantas de empaque de manzana.

Tabla 2. Numero y tipos de superficies de contacto con alimentos seleccionadas

en cada operacion unitaria del proceso de empaque de manzanas

Operacion unitaria NUmero Superficie de contacto con
superficies alimentos

1. Lavado 70 Tanque de lavado, Rodillos de PVC

2. Lavado/enjuague/desinfeccion 79 Cepillos, divisores

3.Primer secado (Ventiladores) 75 Cepillos, divisores

4. Encerado 50 Cepillos de pulido

5. Segundo secado (Secador de tanel) 85 Rodillos de secador, puntos de
transferencia

6. Clasificacion 302 Cintas transportadoras lisas Yy
entrelazadas, rodillos de cerdas,
rieles, cintas de teflén, puntos de
transferencia de teflon y plastico,
contenedores de clasificacion, etc.

7. Empacado 80 Mesas de  empaque, Cintas
transportadoras

Total de superficies muestreadas 741
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Tabla 3. Ejemplos de superficies de contacto con alimentos muestreados en las

plantas de empaque de manzana

1. Cepillos

2. Cepillos de pulido

3. Rodillos de cerdas

4. Rodillos de cloruro de polivinilo (PVC)

5. Rodillos de secador de tunel




«Continuacion»

7. Cintas transportadoras entrelazadas

8. Cintas transportadoras lisas

10. Contenedores de clasificacion

12. Divisores
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13. Cintas o puntos de transferencia de teflon

14. Solapas de plastico y puntos de transferencia

'
'
=
|




3.5.4. Etapa 4: Ejecucion del muestreo

La recoleccion de muestras se realizé durante la temporada de empaque 2018 (setiembre
2018 — julio 2019) luego de procedimientos de limpieza y desinfeccion. Adicionalmente,
dado que las manzanas son almacenadas hasta por 12 meses en atmosfera controlada (0-2°C;

2% Oy; 1% CO,) luego de ser cosechadas, cada planta de empaque fue visitada cuatro veces

al afio con el fin de obtener informacién que represente superficies que estuvieron en
contacto con manzanas almacenadas a diferentes tiempos de almacenamiento y que fueron
empacadas en distintas estaciones del afio. En el Anexo 1 se describe el niimero de muestras
evaluadas segun el tiempo de almacenamiento de manzanas y estacion del afio, a través de

cada operacion unitaria.

El area de superficie muestreada fue de 10 cm x 10 cm (100 cm?), y se utiliz6 una esponja
EZ- Reach conteniendo 10 ml de caldo neutralizante Dey/Engley previamente rotulada. En
el caso de las superficies no lisas o regulares como rodillos o puntos de transferencia, se
realizd una estimacién aproximada del area de muestreo. El muestreo se realizo desde el area
himeda hacia el area seca con el fin de evitar cualquier riesgo de contaminacion cruzada.
Todas las muestras recolectadas fueron transportadas en un envase refrigerado con el fin de
mantener la cadena de frio de 4-7 °C, y analizadas en el laboratorio de inocuidad de alimentos

de Washington State University.

3.5.5. Etapa 5: Recuento de microorganismos indicadores

En la Figura 9, se describe la metodologia empleada para el recuento de microorganismos
indicadores. A cada esponja que contenia 10 ml de caldo neutralizante se le afiadié dos ml
de agua desionizada esterilizada con el fin de proveer suficiente cantidad de siembra para
todos los microorganismos objetivos. Debido a que el muestreo de superficies se realizo
luego de la limpieza y desinfeccion en donde se esperaba bajos recuentos de
microorganismos, y por el ndmero elevado de muestras evaluadas, no se realizaron
posteriores diluciones. Previos estudios reportan metodologias de recuento similar sin
emplear diluciones (Cosby et al., 2008; Wang et al., 2021; Williamson et al., 2018; Xiong,

2017). Se sembré 1 ml en cada placa Petrifilm 3M™ para el recuento de aerobios mesofilos
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totales, Enterobacteriaceae, Coliformes, y E. coli. Las placas Petrifilm para el recuento de
aerobios mesofilos totales se incubaron a 35 °C por 24 horas, mientras que las placas
Petrifilm para el recuento de Enterobacteriaceae, coliformes, y E. coli se incubaron a 35 °C

por 48 horas.

El recuento de unidades formadoras de colonias (UFC) se realizd6 con un equipo
automatizado para el recuento de colonias 3M™. Todos los valores de recuento se
expresaron como UFC/100 cm?. Cuando el valor de nimero de colonias era muy numeroso
de contar se empled el valor estandar 999, segun lo especificado por el equipo de recuento
de placas 3M y metodologias reportadas en previos estudios (ElImoslemany et al., 2010;
Nygaard & Charnock, 2018).

Superficie de
muestreo
(100 cm?)

Agregar 2 ml de
agua

desionizada
esterilizada

hh

- Aerobios mesdfilos

total Enterobacteriaceae Coliformes/£. coli -

otales - Equipo de recuento
Periodo de de placas petrifilm
incubacién (35 °C): 24 Horas 48 horas 48 horas automatizado 3M

Figura 9. Esquema de protocolo de procesamiento de muestras para el recuento

de microorganismos indicadores
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3.6. Andlisis Estadistico

Para el analisis estadistico se utilizo el software JMP® Pro 12.2.0 (SAS Institute Inc., Cary,
NC, USA). Los valores de recuento de microorganismos indicadores se normalizaron usando
Log 10. Se utiliz6 un disefio completamente al azar (DCA), y se realizd una comparacion
maltiple de medias de poblaciones de microorganismos indicadores a través de cada
operacion unitaria y tipo de superficie empleando un analisis de varianzas y prueba de Tukey
con un nivel de significancia a=0.05. Para determinar los limites microbiol6gicos de cada
microorganismo indicador se determinaron los limites superiores de control (LSC)

(promedio + 30) en base al total de muestras (n=741).
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Recuentos de microorganismos indicadores

En base a las visitas realizadas a las cinco plantas de empaque de manzanas, los rangos de
valores de recuentos microbioldgicos de aerobios mesofilos totales, Enterobacteriaceae,
Coliformes y E. coli determinados luego de procedimientos de limpieza y desinfeccion se
presentan en la Tabla 4 seglin cada operacion unitaria identificada en el proceso de empaque
de manzanas. En promedio, se establecieron los siguientes rangos de limites
microbioldgicos (Promedio + desviacion estandar) (Log UFC/100 cm?) en superficies de
contacto con alimentos de equipos utilizados en el empaque de manzanas: Aerobios
mesofilos totales (2.7 £ 1.2 - 3.3 + 0.9), Enterobacteriaceae (1.0 = 1.0 - 1.7 + 1.5),
coliformes (0.6 £0.9- 1.4+ 1.3),yE. coli (0.2£0.4 - 0.3 £ 0.6). Estos valores variaron de

acuerdo con cada una de las operaciones unitarias del proceso de empaque de manzanas.

Como se observa en la Tabla 4, para todas las operaciones unitarias las poblaciones mayores
fueron obtenidas para el microorganismo indicador aerobios mesofilos totales, seguidos por,
en orden de tamarfio de poblacién, Enterobacteriaceae, coliformes y E. coli. Asimismo, se
identificd qué operaciones unitarias presentaron valores estadisticamente diferentes segln

cada tipo de organismo indicador.

Otro de los objetivos fue evaluar los recuentos de los microorganismos indicadores segun el
tipo de superficie. En la Tabla 5, se reportaron dichos valores y al igual que los resultados
de cada operacion unitaria, cada tipo de superficie present6d recuentos estadisticamente
diferentes segun el tipo de microorganismo indicador. Por lo tanto, no se determind una
superficie especifica que presente valores significativamente mayores para los cuatro

microorganismos indicadores.



Tabla 4. Poblacién promedio de microorganismos indicadores (Promedio + desviacion estandar) (Log UFC/100 ¢cm?) en cada

operacion unitaria del proceso de empaque de manzanas

Promedio + desviacion estandar (Log UFC/100 cm?)

Operacién unitaria n Aerobios Enterobacteriaceae Coliformes E. coli
mesofilos totales

Lavado 70 27+1.2(b)® 1.7+15(a) 1.4 +1.3 (ab) 0.2+0.5 (a)
Lavado/enjuague/desinfeccion 79 2.8+ 1.2 (ab) 1.6+£1.3(a) 1.4+1.3(a) 0.2+0.4 (a)
Primer secado (Ventiladores) 75 29+ 1.1 (ab) 1.3+£1.2 (ab) 0.9 + 1.1 (bcd) 0.3+0.5(a)
Encerado 50 3.3+0.9(a) 1.3+ 1.3 (ab) 1.0 £ 1.1 (abcd) 0.2+0.4(a)
Segundo secado (Secador de 85 3.2+£0.8(a) 15+£1.2(a) 1.1+£1.1 (abc) 0.2+0.4(a)
tanel)

Clasificacion 302 3.0+ 0.8 (ab) 1.0£1.0(b) 0.6 +£0.9 (d) 0.2+0.4(a)
Empacado 80 3.0+ 0.7 (ab) 1.0£1.0 (b) 0.8 0.9 (cd) 0.3+0.6 (a)

A NUmero de muestras (n total = 741)

B Los valores dentro de cada columna que no estan seguidas por la misma letra son significativamente diferentes (p < 0.05)



Tabla 5. Poblacion promedio de microorganismos indicadores (Log UFC/100 cm?) por superficie en el proceso de empaque de manzanas

Superficie de contacto con alimentos nA Aerobios mesofilos Enterobacteriaceae Coliformes E. coli
totales
Rodillos de cerdas 40 3.3()B 1.7 (ab) 1.4 (abc) 0.3(a)
Cintas y puntos de transferencia de teflon 101 3.2 (a) 1.3 (abc) 0.8 (bcd) 0.2 (a)
Solapas y puntos de transferencia de plastico 86 3.2 (a) 1.2 (abc) 0.9 (abcd) 0.3 (a)
Mesa/contenedor de empaque 16 3.1 (ab) 0.8 (abc) 0.8 (abcd) 0.1(a)
Cinta transportadora entrelazada 63 3.1 (ab) 0.8 (c) 0.6 (d) 0.1(a)
Rodillos de secador de tunel 23 3.1 (ab) 1.4 (abc) 1.1 (abcd) 0.2 (a)
Tazas de clasificacion 31 3.1 (ab) 0.8 (abc) 0.7 (abcd) 0.2 (a)
Cepillos de lavado 59 3.0 (ab) 1.7 (a) 1.5 (a) 0.2 (a)
Bordes laterales de equipos 34 2.9 (ab) 0.8 (bc) 0.7 (abcd) 0.2 (a)
Divisores 24 2.9 (ab) 0.8 (abc) 0.6 (bcd) 0.1(a)

ANUGmero de muestras (n total = 741)

B Los valores dentro de cada columna que no estan seguidas por la misma letra son significativamente diferentes (p < 0.05)



«Continuacion»

Superficie de contacto con alimentos nA Aerobios mesofilos Enterobacteriaceae Coliformes E. coli
totales

Cepillos de pulido 23 2.9 (ab) 1.5 (abc) 0.9 (abcd) 0.1 (a)
Cinta transportadora lisa 45 2.9 (ab) 0.8 (bc) 0.6 (cd) 0.2 (a)
Cepillos de clasificacion 48 2.9 (ab) 0.9 (abc) 0.6 (d) 0.3 (a)
Tanque de lavado 27 2.7 (ab) 1.8 (ab) 1.6 (ab) 0.2 (a)
Cepillos bajo ventiladores 45 2.7 (ab) 1.3 (abc) 0.9 (abcd) 0.2 (a)
Rieles guia de plastico 19 2.6 (ab) 0.7 (abc) 0.6 (abcd) 0.1 (a)
Rodillos de clasificacion 41 2.5 (ab) 1.1 (abc) 0.7 (bcd) 0.2 (a)
Bandas de traccion 16 2.4 (ab) 1.4 (abc) 1.2 (abcd) 0.2 (a)

ANUmero de muestras (n total = 741)

B Los valores dentro de cada columna que no estan seguidas por la misma letra son significativamente diferentes (p < 0.05)



4.1.1 Aerobios mesofilos totales

Las poblaciones de aerobios mesofilos totales reportadas en promedio de las cinco plantas
de empaque de manzanas evaluadas variaron entre 2.7 + 1.2 - 3.3 + 0.9 Log UFC/100 cm?
luego de procesos de limpieza y desinfeccion. En previos estudios, donde se evaluaron
superficies de contacto con alimentos luego de procedimientos de lavado y desinfeccion, se
encontraron recuentos similares. Por ejemplo, en una planta de empaque de ardndanos el
valor promedio de aerobios mesdfilos totales fue de 3.8 Log UFC/100 cm? (Gazula et al.,
2019). Asimismo, en una planta procesadora de zanahorias y lechugas se obtuvieron
poblaciones promedio de aerobios mesofilos totales de 3.4 a 3.5 Log UFC/100 cm? (Lehto
et al., 2011). En contraste, en una plata de empaque de duraznos frescos, se determiné un
valor mayor de 4.3 Log UFC/100 cm? (Wang et al., 2021). La diferencia en los valores
reportados en este estudio puede ser explicado por factores especificos asociados al tipo de
producto. Especificamente, a diferencia de los duraznos, las manzanas tienen unasuperficie
semilisa, con una capa protectora de cera natural y por lo tanto es menos propensa a los

dafios mecanicos durante la cosecha.

Las operaciones unitarias que presentaron valores estadisticamente diferentes fueron la
operacion de lavado (menor valor) y las operaciones de encerado y secado por tunel
(mayores valores) (Tabla 4). Segun el flujo de proceso de empaque de manzanas (Figura 1),
en la operacion de lavado las manzanas ingresan a un tanque de acero inoxidable que
contiene desinfectantes como cloro o acido peroxiacético. Estos desinfectantes han sido
previamente reportados como efectivos para eliminar la contaminacion cruzada entre
manzanas Yy agua de lavado (Pietrysiak et al., 2019). Segun las visitas realizadas a las plantas
de empaque, la concentracion de estos desinfectantes es monitoreada constantemente

mediante sistemas automatizados de inyeccion de desinfectantes o kits de muestreo.

En contraste, la operacion de encerado y secado por tanel no reciben una introduccién
constante de desinfectantes y poseen superficies mas complicadas de limpiar y desinfectar.
Por ejemplo, los cepillos de pulido acumulan cera entre las cerdas de los cepillos. Se ha
demostrado que la cera puede causar atrapamiento de microorganismos y humedad, creando
un microambiente que causa las condiciones favorables para el crecimiento de

microorganismos como Listeria monocytogenes (Glass et al., 2015). Sin embargo, en otros
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estudios se ha reportado la actividad antibacteriana de las ceras usadas en el empaque de
manzanas contra L. monocytogenes (Macarisin et al., 2019), E. coli O157: H7 (Kenney &
Beuchat, 2002) y Salmonella Muenchen (Kenney & Beuchat, 2002), posiblemente debido a
uno de los componentes de la cera comercial: alcohol isopropilico o alcohol etilico
(Macarisin et al., 2019). Similarmente, en el secador por tanel, los rodillos estan forrados
con material de teflon, en los que se observd bordes desgastados y hendiduras, que facilitan

laacumulacion de residuos y posiblemente niches para el crecimiento de microorganismos.

4.1.2 Enterobacteriaceae

Las poblaciones de Enterobacteriaceae variaron entre 1.0 £ 1.0 - 1.7 £ 1.5 Log UFC/100
cm? a lo largo del proceso de empaque de manzanas. Previos estudios sobre
Enterobacteriaceae en superficies de contacto con alimentos en otras plantas de
procesamiento de alimentos obtuvieron poblaciones mayores de entre 3.0 y 3.3 Log
UFC/100 cm? (Lehto et al., 2011) y 2.1 y 2.5 Log UFC/100 cm? (Gémez et al., 2012) en
plantas de procesamientos de carnes y vegetales, respectivamente. Estas diferencias de
resultados se explican por las condiciones de crecimiento, cosecha y manipulacién de estos
productos, que, a diferencia de las frutas de arbol como manzanas, son comdnmente

asociados con contaminacion fecal y de suelo.

Respecto a los recuentos microbioldgicos en base a cada operacidn unitaria. las operaciones
unitarias de clasificacion y empacado (area seca de la planta de empaque) presentaron
valores estadisticamente significativamente menores a las operaciones unitarias de lavado.
Esto se atribuyo a la eliminacion de posibles fuentes de Enterobacteriaceae que vienen en
la fruta desde el campo, y que son parte del microbiota regular de las manzanas (Wassermann
etal., 2019), en el area himeda de lavado y desinfeccion. Por lo tanto, hay un menor arrastre
de estos microorganismos hacia el area seca de la planta de empaque. Las especies de
Enterobacteriaceae son bacterias que son facilmente inactivadas con el uso de desinfectantes
(Kornacki et al., 2015).
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De igual forma, los tipos de superficies que presentaron mayores recuentos de
Enterobacteriaceae fueron los cepillos de lavado, en comparacion con las superficies

pertenecientes a las operaciones de clasificacion y empacado como cintas transportadoras.

4.1.3 Coliformes

Los valores de coliformes que se obtuvieron variaron entre 0.6 £0.9- 1.4 + 1.3 Log UFC/100
cm?. En un estudio en plantas de empaque de pimientos, se reporté un valor de coliformes
similar de 0.6 + 0.2 Log UFC/100 cm? en superficies como rodillos, cintas transportadoras
y contenedores para empaque (Soto-Beltran et al., 2015). En contraste con los resultados
obtenidos, en dos estudios que evaluaron superficies de contacto con alimentos en sistemas
de clasificacion automatizados de empaque de duraznos reportaron mayores recuentos de
Coliformes de 2.9 Log UFC/100 cm? y 2.5 Log UFC/cm?, respectivamente (Wang et al.,
2021; Williamson et al., 2018). Segun los autores, este valor fue esperado ya que representa
microbiota natural presente en los duraznos, que también fueron evaluados, ademas de las
diferencias fisicas entre duraznos y manzanas previamente descrito.

Similar con los recuentos obtenidos de Enterobacteriaceae, se reportaron recuentos menores
de coliformes en el area seca (operaciones unitarias de clasificacion y empacado), en

comparacion con la operacion de lavado.

4.1.4 Escherichia coli

Los valores de E. coli fueron bajos a través de todo el proceso de empaque entre 0.2 £ 0.4 -
0.3+0.6 Log UFC/100 cm? y no reportaron diferencias significativas tanto entre operaciones
unitarias como tipos de superficie. Similar a lo reportado en previos estudios donde se
evaluaron superficies en contacto con alimentos, la variabilidad de recuentos de E. coli fue
elevada. Parish (1998), detect6 en una procesadora de naranjas niveles de E. coli (MPN/unit)
desde <0.3 a 5700 en diversos puntos de muestreo de la planta. Asimismo, Soto-Beltran et
al., (2015), report6 niveles de contaminacion de E. coli desde 0.3 — 2.6 log CFU/400cm?.
Tradicionalmente los frutos de arbol como las manzanas contienen niveles bajos de E. coli
(Frankish et al., 2021) debido a que no son un producto agricola que este en contacto con el
suelo. Por ello, una menor introduccion de este microorganismo debe ser previsto durante el

empaque de manzanas. Sin embargo, la mayor variabilidad de recuentos de E. coli puede
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explicarse por la introduccion aleatoria de este microorganismo indicador proveniente de la
fruta que ingresa con una mayor carga de contaminacion debido a heces de animales, agua
de irrigacion, etc, similar a lo reportado en una planta de empaque de duraznos (Wang et al.,
2021). Asimismo, las propiedades fisicas y quimicas de los diferentes materiales de las
superficies de los equipos afectan los niveles de contaminacion microbiana y la efectividad
de los desinfectantes utilizados (Gazula et al., 2019).

E. coli es usado como indicador de contaminacion fecal y es regularmente empleado para
verificar la calidad del agua (Baylis et al., 2011). A pesar de que todas las plantas de
empaque de manzanas muestreadas utilizan agua recirculada en sus tanques de lavado, no
se encontraron mayores valores de E. coli en esta operacion unitaria. Esto se explica a lo
previamente reportado respecto al uso de desinfectantes como cloro y acido peroxiacético
en el tanque de lavado de manzanas. Similarmente, en un estudio en el que se evaluaron
concentraciones microbianas en diferentes tipos de procesamiento postcosecha de productos
agricolas, no se detectd E. coli en el agua de lavado (Ailes et al., 2008).

4.2 Limites microbioldgicos en superficies de contacto con alimentos en plantas de

empaque de manzana luego de procedimientos de limpieza y desinfeccidn

En la Tabla 6 y Anexos 2-5 se representan los limites superiores de control (LSC) para cada
uno de los microorganismos indicadores evaluados luego de procedimientos de limpieza y
desinfeccion. Los LSC se determinaron en base a las 741 muestras evaluadas y representan
el promedio de recuento de colonias + 36. En el Anexo 2 para el microorganismo indicador
bacterias aerobias mesofilas totales, Anexo 3 para el microorganismo indicador
Enterobacteriaceae y el Anexo 4 para el microorganismo indicador coliformes, el maximo
recuento de colonias obtenido se representd mediante el valor 4.1 Log CFU/100 cm?. En el
Anexo 5 donde se representa el LSC para E. coli, el maximo valor de recuento de colonias
reportado fue de 2.3 Log CFU/100 cm?. El valor minimo de recuento de colonias obtenido
para todos los microorganismos indicadores se representd mediante el valor 0.1 Log

CFU/100 cm?. Este valor se obtuvo segun los procedimientos descritos en el Anexo 6.
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Tabla 6. Limites microbioldgicos recomendados en superficies de contacto con
alimentos en plantas de empaque de manzanas luego de procedimientos de

limpieza y desinfeccion

Microorganismo indicador Log UFC/100 cm?
Aerobios mesofilos totales <31
Enterobacteriaceae <13
Coliformes <10
E. coli <0.3

Actualmente, en los EE. UU no existen regulaciones que definan estandares especificos de
los niveles aceptables de cargas microbianas de microorganismos indicadores en superficies
de contacto de alimentos para la industria de productos agricolas frescos. Estos estandares
deberian abordar las diferencias que puedan surgir segun el método de muestreo empleado,
el area de la superficie muestreada, el tipo de producto que se ha procesado y la operacién
unitaria en la que se tomen las muestras. Por lo tanto, se recomienda que cada tipo de
industria construya los limites microbioldgicos para aceptar o rechazar la limpieza de una
superficie en base a los estandares objetivos obtenidos después de un procedimiento de
limpieza y desinfeccion validado que se ha realizado de manera correcta (Blackburn, 2003;
Forsythe S.J, 2000).

Las cinco plantas de empaque muestreadas cuentan con un plan de higiene y saneamiento
ademas de un programa de monitoreo ambiental, por lo que sus procesos de limpieza y
desinfeccion se encuentran validados. Generalmente, cada planta de empaque emplea
distintos detergentes y desinfectantes como cloro, acido peracético y amonio cuaternario

dependiendo del tipo de superficie o area (himeda o seca), para llevar a cabo estos procesos.

De acuerdo con esto, estas cinco plantas de empaque representan una situacion general de la
industria de empaque de manzanas en el estado de Washington. Por ello, los rangos de

poblaciones de organismos indicadores obtenidos en este estudio son especificos para la
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industria de empaque de manzanas frescas y se baso en cada operacion unitaria del proceso

de empaque.

Al comparar los limites microbiolégicos aceptables (Tabla 6) con otras regulaciones
nacionales e internacionales descritos en la Tabla 1, se determind que los valores obtenidos
en este estudio cumplen con la mayoria de los limites aceptables reportados por regulaciones
internacionales y nacionales basados en industrias de alimentos listos para el consumo
humano. Por ejemplo, respecto a los recuentos de aerobios mesofilos totales, los valores
obtenidos en esta investigacion se encuentran dentro de limite aceptable segun la norma
Mexicana NOM- 093- SSA1-1994 (Secretaria de Salud, 1995) y la norma de EE. UU
(Favero et al., 1984). Sin embargo, la norma de Canada (BC Centre for Disease Control,
2010) reporta valores mas estrictos, por lo que los valores obtenidos para la industria de
manzanas estarian por encima del limite aceptable. Cabe resaltar que estas normativas estan
basadas en establecimientos que expenden alimentos listos para el consumo que muchas
veces pasan por operaciones de tratamiento térmico como pasteurizacién, coccion, etc., que
tienen el fin de reducir la carga microbiana. A diferencia del proceso de empaque de
manzanas, en el que no existe ninguna operacién en el que se realice algun proceso de

tratamiento térmico para la eliminacion de microorganismos.

Respecto a los niveles de coliformes, los valores reportados en este estudio estuvieron dentro
del limite aceptable segin las regulaciones peruana (MINSA, 2007) y mexicana.
Actualmente la norma peruana solo especifica limites microbiologicos del organismo
indicador coliformes mediante el muestreo por método de esponja. Asimismo, no se
encontré ninguna normativa que especifique un valor aceptable para el microorganismo

indicador E. coli.

4.3 Aplicacién de las competencias profesionales

El presente Trabajo de Suficiencia Profesional se encuentra enmarcado dentro de las
actividades realizadas por la Bachiller en Ciencias — Industrias Alimentarias en la institucion

Washington State University, desempefiando el cargo de asistente de investigacion de

39



postgrado. La carrera de Industrias Alimentarias permite el correcto desenvolvimiento

dentro de la institucidn, tanto en conocimientos como en competencias adquiridas.

En la realizacion de una investigacion relacionada con el recuento de microorganismos
indicadores en plantas de empaque de manzanas se realiza la elaboracion de flujogramas

de las operaciones unitarias pertenecientes a todo el proceso de empaque de manzanas, el
muestreo microbioldgico en superficies en contacto con alimentos, y la evaluaciéon de

normas regulatorias internacionales.

Estas funciones se desempefiaron apropiadamente ya que se ponen en practica los

conocimientos adquiridos durante los afios de estudio, tal como se muestra en la Tabla 7.

Tabla 7. Cursos y conocimientos adquiridos y aplicados en el desempefio laboral

Cursos Conocimientos adquiridos puestos en
practica
Microbiologia de Alimentos Técnicas de microbiologia aplicada
Introduccion a la ingenieria de Elaboracion de flujogramas
Alimentos
Gestion de la Calidad de Alimentos Normas alimentarias nacionales e
internacionales

Tecnologia de alimentos | Procesamiento de frutas y hortalizas

Asimismo, en el presente Trabajo de Suficiencia Profesional se puso en préactica el recuento
de microorganismos indicadores en superficies de contacto con alimentos en plantas de
empaque de manzanas, aplicando conocimientos especificos de andlisis microbioldgicos,
elaboracion de flujogramas y evaluacion de normas alimentarias internacionales, que

guardan relacion con las asignaturas mostradas en la Tabla 8.
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Tabla 8. Cursos y conocimientos adquiridos y aplicados en la evaluacion de

microorganismos indicadores

Cursos

Conocimientos adquiridos puestos en

practica

Microbiologia de Alimentos

Tecnologia de alimentos |

Introduccion a la ingenieria de Alimentos

Técnicas de muestreo de superficies y

recuento de bacterias
Procesamiento postcosecha de frutas

Determinacion de operaciones unitarias y

elaboracion de flujogramas

Gestion de la Calidad de Alimentos Normas alimentarias nacionales e

internacionales

Control de Calidad de Alimentos Determinacién de limites criticos de

control

Finalmente, el desarrollo de capacidades y competencias durante la carrera, tales como
trabajo en equipo, busqueda y redaccion apropiada de informacion técnico-cientifica,
comunicacion, empatia y responsabilidad en el trabajo, entre otros, permitié un correcto
desenvolvimiento del bachiller en el centro laboral, asi como en la ejecucion exitosa de las

labores y actividades encomendadas.
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V. CONCLUSIONES

Se determinaron las poblaciones promedio y rangos (Promedio + desviacion estandar)
(Log UFC/100 cm?) de los microorganismos indicadores Aerobios mesdfilos totales
(2.7+£1.2-3.3%0.9), Enterobacteriaceae (1.0 £ 1.0 - 1.7 £ 1.5), coliformes (0.6 £ 0.9
-1.4+13)yE. coli (0.2+0.4-0.3 +0.6), en superficies de contacto con alimentos
de equipos utilizados en el empaque de manzanas en cinco plantas de empaque de
manzanas del estado de Washington, EE. UU, luego de procedimientos de limpieza 'y
desinfeccion.

Los limites microbiologicos de los microorganismos indicadores (Log UFC/100 cm?)
encontrados en superficies de contacto con alimentos, de equipos utilizados en el
empaque de manzanas en base a cinco plantas de empaque de manzanas del estado de
Washington, EE. UU, luego de procedimientos de limpieza y desinfeccion fueron:
Aerobios mesofilos totales (< 3.1), Enterobacteriaceae (< 1.3), coliformes (< 1.0), y
E. coli (< 0.3).

El recuento de aerobios mesdfilos totales en las superficies de contacto con alimentos
de los equipos pertenecientes a las operaciones unitarias de encerado y segundo secado
por tanel mostraron valores significativamente mayores a la operacion unitaria de
lavado.

Las poblaciones de Enterobacteriaceae y coliformes, las poblaciones mayores fueron
observadas en las superficies de contacto con alimentos de los equipos pertenecientes
a operaciones unitarias asociadas al area humeda (operaciones de lavado y
desinfeccion) en comparacién con las operaciones de clasificacion y empacado.

Los recuentos de E. coli fueron bajos en las superficies de contacto con alimentos de
los equipos pertenecientes a todas las operaciones unitarias y no se encontraron
diferencias estadisticamente significativas entre ellas.

Se reportaron diferentes tipos de superficie de contacto con alimentos con mayores

recuentos estadisticamente significativos segun el tipo de microorganismo indicador.



V1. RECOMENDACIONES

Evaluar la correlacion entre los microorganismos indicadores evaluados y el
microorganismo indicador Listeria especies y otros patdgenos alimentarios.

Evaluar la correlacion entre la prevalencia de microorganismos indicadores y el uso de
pruebas rédpidas comunmente utilizados en la industria alimentaria como

bioluminiscencia ATP.
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VIIl. ANEXOS



Anexo 1. Numero de superficies muestreadas segun tiempo de almacenamiento de manzanas, estacion del afio en que se realizo el

muestreo y operacion unitaria del proceso de empaque de manzanas

Estacion del afio Otoiio Invierno Primavera Verano NuUmero de
Tiempo de almacenamiento de 1a3 4a6 7a9 10a12 superficies
manzanas (meses) muestreadas
Operacién unitaria

Lavado 18 18 17 17 70
Lavado/enjuague/desinfeccion 20 20 20 19 79
Primer secado (Ventiladores) 19 19 19 18 75
Encerado 12 12 12 11 50
Segundo secado (Sec. tanel) 22 22 22 22 85
Clasificacion 76 76 75 75 302
Empacado 20 20 20 20 80
Numero de superficies muestreadas 187 187 185 182 741




Anexo 2. Limite Superior de Control (LSC) de recuentos de aerobios mesofilos totales en superficies de contacto con alimentos de

plantas de empaque de manzana luego de procedimientos de limpieza y desinfeccién
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Anexo 3. Limite Superior de Control (LSC) de recuentos de Enterobacteriaceae en superficies de contacto con alimentos de plantas de
empaqgue de manzana luego de procedimientos de limpieza y desinfeccion
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Anexo 4. Limite Superior de Control (LSC) de recuentos de coliformes en superficies de contacto con alimentos de plantas de empaque
de manzana luego de procedimientos de limpieza y desinfeccion
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Anexo 5. Limite Superior de Control (LSC) de recuentos de E. coli en superficies de contacto con alimentos de plantas de empaque de

manzana luego de procedimientos de limpieza y desinfeccion
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Anexo 6. Ejemplo de célculo de unidades formadoras de colonias (UFC) en placas
Petrifilm

- Petrifilm Aerobios meséfilos totales:

Segun el contador de recuento de colonias automatico, este Petrifilm contenia 80 UFC.
Debido a que se sembrd 1 ml del total (10 ml D/E caldo neutralizante contenido en la esponja
+ 2 ml de agua estéril desionizada afiadida= 12 ml) en la placa Petrifilm y no se realizaron
diluciones posteriores, el calculo para determinar cuantas UFC se encontraban en el totalde

superficie muestreada (100 cm?), se realizd de la siguiente manera:

80 UFC ——=1 ml de siembra en Petrifilm
“X” UFC —— 12 ml total (10 ml D/E caldo neutralizante contenido en la esponja + 2

ml de agua estéril desionizada afiadida)

Por lo tanto: “X” = 960 UFC/100cm?
Se aplico Log10: 2.98 UFC/100cm?
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