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RESUMEN

El presente estudio fue dividido en tres fases. En la primera, se determiné la poblacién de E.
coli y S. aureus en manipuladores (empacadores de uvilla) y en la fruta pelada. En la segunda,

se evaluo la influencia de la altura (30 y 10 cm) entre la fruta y la fuente de luz UV-C (12,5

KJ/m?) para controlar el crecimiento de E. coli y S. aureus (102y 10° UFC/g) y evaluar la
calidad fisicoquimica de la fruta durante el almacenamiento refrigerado. Y en la tercera etapa
se compararon predicciones de crecimiento de E. coli y S. aureus bajo diferentes condiciones
de almacenamiento de uvilla usando el software Combase. Se aplic6 un disefio completamente
aleatorizado con arreglo factorial con dos repeticiones. En las manos de los empacadores se
detect6 E. coli y S. aureus. Este Gltimo fue detectado también en la uvilla. El tratamiento UV-
C no produjo cambios significativos en el pH, acidez, °Brix, Aw, y color durante 4 semanas de
almacenamiento refrigerado. La prediccién del crecimiento microbiano permitié analizar como
influye sobre la calidad e inocuidad de la uvilla. Una baja poblacion podra ser eliminada
completamente por la dosis UV-C aplicada mientras que una alta poblacion haria que las
bacterias alcancen la dosis minima infectiva en pocos dias. El tratamiento con luz UV-C reduce
el crecimiento microbiano indistintamente de la distancia entre la muestra y la fuente de luz. Si
bien se ha comprobado el efecto antimicrobiano de la luz UVC- son necesarios mas estudios
para disefiar un equipo que pueda adaptarse al proceso de empacado no automatizado que pueda

ser utilizado en empresas exportadoras de uvilla.

Palabras claves: Physalis peruviana, tratamiento poscosecha, luz ultravioleta, E. coli, S.

aureus, prediccion de crecimiento microbiano.



ABSTRACT

This study was divided into three phases. In the first phase, the population of E. coli and S.
aureus was determined in handlers (physalis packers) and in peeled fruit. In the second phase,
the influence of height (30 and 10 cm) between the fruit and the UV-C light source (12.5
KJ/m2) was evaluated to control the growth of E. coli and S. aureus (10% and 10® CFU/g) and
assess the physicochemical quality of the fruit during refrigerated storage. In the third stage,
predictions of E. coli and S. aureus growth under different physalis storage conditions were
compared using Combase software. A completely randomized factorial design with two
repetitions was applied. E. coli and S. aureus were detected on the hands of the packers, and
the latter was also detected on the physalis. UV-C treatment did not produce significant changes
in pH, acidity, °Brix, Aw, and color during 4 weeks of refrigerated storage. Microbial growth
predictions allowed the analysis of its influence on the quality and safety of physalis. A low
population could be eliminated by the applied UV-C dose, while a high population would lead
to bacteria reaching the minimum infective dose in a few days. UV-C light treatment reduces
microbial growth regardless of the distance between the sample and the light source. Although
the antimicrobial effect of UVC light has been proven, further studies are needed to design
equipment that can adapt to the non-automated packing process and be used in physalis
exporting companies.

Key words: Physalis peruviana, postharvest treatment, ultraviolet light, E. coli, S. aureus,

microbial prediction.
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INTRODUCCION
La uvilla (Physalis peruviana) es un fruto climatérico andino nativo del noroccidente de
Ameérica del Sur. Los principales paises productores son Ecuador, Colombiay Pert (Andrimba,
2022). El fruto es ovoide, de 2 a 2,5 cm, con tonalidades entre amarillo y naranja cuando esta
maduro, es una baya carnosa con pequefias semillas en su interior y con un céliz persistente
que recubre al fruto garantizando una proteccion adicional (Cuaical et al., 2019). Inicialmente,
la produccion de uvilla fue artesanal debido a que el fruto crecia espontaneamente como baya
silvestre. Sin embargo, en los Ultimos afios el rendimiento nacional de uvilla ha aumentado
paulatinamente hasta tener una produccién anual de 4.725,0 toneladas. EI consumo de uvilla
ha ganado popularidad por su perfil nutricional y su potencial para exportacion; actualmente
se destina un area aproximada de 700 hectareas de cultivo principalmente en las provincias de

Imbabura, Pichincha y Tungurahua (Moreno-Miranda et al., 2019; Espinoza, 2019).

De acuerdo con El-Beltagi et al. (2019) y Etzbach (2019), la uvilla presenta altos contenidos
de vitaminas como provitamina A (0,328mg/100g), vitamina B3 (3,84mg/100g), vitamina B6
(4,59mg) y vitamina C (42,52mg/100g), ademas de fibra (16,749/100g), potasio (560mg/100g)
y fésforo (130mg/100g) (Mokhtar et al., 2018). Este fruto es considerado un producto funcional
debido a su composicion quimica y a sus propiedades antioxidantes, su capacidad para elevar
las defensas del organismo, prevenir enfermedades cardiovasculares, disminuir la probabilidad
de cancer de colon y su actividad antiinflamatoria (Andrimba, 2022). Segun el Ministerio de
Produccion, Comercio Exterior, Inversiones y Pesca (2019), Ecuador exporta anualmente un
total de USD 160 mil, lo que implica que la produccion de esta fruta genera un impacto positivo

y de gran importancia en la economia del pais.
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La comercializacion de la uvilla en mercados internacionales debe cumplir con exigentes
estandares de calidad lo que supone un gran desafio para los exportadores ya que se trata de un
producto perecible y susceptible a sufrir enfermedades producidas por microorganismos e
insectos, por lo que es necesario un manejo y control de plagas eficiente para mantener o

incrementar la calidad y duracion final de la fruta (Cuaical et al., 2019).

Los mohos (hongos filamentosos), son los principales agentes microbianos que atacan a la
uvilla e inciden también en la planta. Estos favorecen la fermentacién y dafio del fruto que
adquiere diferentes tonalidades y manchas a medida que avanza la reproduccion de estos
microorganismos. Los principales géeneros de mohos que afectan a la uvilla son: Botrytis,
Colletotrichum, Fusarium, entre otros (Moreno-Velandia et al., 2021). Estos microorganismos
presentan crecimiento evidente en el periodo poscosecha reduciendo la calidad y la vida til
del fruto. Por otro lado, es importante considerar que los microorganismos que afectan a la
inocuidad de la uvilla también atentan a la salud de los consumidores, por lo que es crucial
mantener un sistema adecuado de control de plagas y microorganismos en la cadena productiva
de la fruta. En el periodo de la poscosecha, es importante el analisis y deteccidn de bacterias
contaminantes, ya que normalmente el pelado de la fruta se hace manualmente (no

automatizada) con operadores que pueden generar contaminacién cruzada.

Las uvillas se pueden contaminar con una gran variedad de bacterias, entre estas, las que se
relacionan con los manipuladores son: Staphylococcus aureus y Escherichia coli. Estas se
asocian a deficiencias en la manipulacién de los alimentos. S. aureus es un microorganismo
anaerobio facultativo que se encuentra en la piel y cavidades bucales de algunas personas. Se
considera un patdgeno debido a la produccion de enterotoxinas, las cuales pueden causar
complicaciones en la salud, como nauseas, problemas gastrointestinales, diarrea, afecciones
cutaneas e incluso la muerte (Cheung et al., 2021). Por otro lado, E. coli, es una bacteria

anaerobia facultativa que esta presente en la microbiota intestinal de los animales y el hombre;
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dependiendo de la cepa puede generar patologias gastrointestinales, infecciones del tracto
uterino, meningitis, enfermedades de la piel y en casos severos puede llevar a la muerte

(Denamur et al., 2021).

Por otro lado, en la etapa poscosecha de la uvilla se han implementado ciertas estrategias para
combatir mohos y tener un producto de calidad. Se ha probado el uso de 1-metil ciclopropeno
(1-MCP) a concentracion de 1 pL/L por 12 horas en cdmaras herméticas que alargan la vida
atil del producto hasta 14 dias. Sin embargo, estas metodologias pueden resultar costosas o
dificiles de implementar (Cuaical et al., 2019) e implican cambios en los procesos de

produccion industrial.

Existen otras tecnologias con menor complejidad de aplicacion, como la luz ultravioleta tipo C
(UV-C). La UV-C es una forma de radiacion electromagnética que pertenece al extremo
ultravioleta del espectro con una longitud de onda en el rango de 200 a 280 nandémetros (Singh,
2021). Su capacidad para dafiar el ADN y el ARN de microorganismos es relevante cuando se
trata de preservar la seguridad y calidad de los alimentos. Al incidir sobre un microorganismo
la radiacion UV-C provoca modificaciones en su estructura molecular como la formacion de
enlaces quimicos inestables y dimeros de timina que impiden su replicacion y transcripcion
genética (Aheika et al., 2021). Esto asegura que los microorganismos pierdan su capacidad de
reproducirse y causar infecciones, lo cual es crucial para mantener la frescura y calidad de los

alimentos.

En el proceso de poscosecha la radiacion UV-C ha demostrado ser una herramienta altamente
efectiva para la desinfeccion y esterilizacién superficial, lo que la convierte en un instrumento
valioso durante esta etapa (Esua, 2020). Aunque no puede penetrar en superficies opacas 0
sOlidas, su aplicacién adecuada y control riguroso de la dosis de radiacién y la duracion de la

exposicion son fundamentales para asegurar la conservacion de los alimentos y prolongar su
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vida atil (Darré, 2022). Durante el periodo poscosecha de la uvilla, esta tecnologia se plantea
como una alternativa viable para mantener la calidad e inocuidad del producto, al reducir la

carga microbiana y evitar la proliferacion de microorganismos patogenos.

Uno de los factores a tomar en cuenta en el tratamiento de un producto con la radiacion UV-C
es la distancia entre el alimento y la fuente de luz UV-C (lampara emisora). De esto depende

la eficacia en la desinfeccion y la formacion de dimeros de timina (Aheika et al., 2021).

El uso de radiacion UV-C sola o combinada con otras tecnologias ha sido probado como
tratamiento poscosecha en productos frutihorticolas enteros o minimamente procesados como
papas (Leng et al. 2022), kiwi (Cheng et al., 2023), coliflor fresca cortada (Tawema et al.,

2016), frutillas (Kim et al., 2010), entre otros.

Por otro lado, estimar el crecimiento microbiano en un alimento es una herramienta util de
investigacion para evaluar las poblaciones microbianas frente a factores ambientales que
influyen en su crecimiento y supervivencia, y permite explorar alternativas de control para
asegurar la inocuidad del producto. A través de modelos matematicos y el uso de softwares se
puede predecir el crecimiento y supervivencia de microorganismos en funcion de la
temperatura de almacenamiento, el pH y Aw de un alimento. La microbiologia predictiva es
una herramienta que permite fortalecer los sistemas de inocuidad alimentaria siendo
complementaria a programas como el HACCP, tecnologias de barrera y evaluacion de riesgos
microbianos (Cubero-Gonzaélez et al., 2019; Pérez & Valero, 2013; Ross et al., 2014). Resulta
interesante evaluar la microbiologia predictiva en un proceso industrial con el fin de aportar
informacién que permita una estimacion del crecimiento potencial de E. coli y S. aureus

durante un periodo de interés (Sumer y Krist, 2002).

Numerosos trabajos de investigacion demuestran la utilidad de la radiacion UV-C para reducir

poblaciones de bacterias, mohos y levaduras a través de ensayos experimentales en alimentos,
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sin embargo, no se encuentran trabajos publicados sobre el efecto de la radiacion UV-C sobre
bacterias como S. aureus o E. coli inoculadas directamente en un alimento, y tampoco se

encuentran publicaciones que estudien la radiacion UV-C como aplicacion industrial.

Las empresas productoras y exportadoras de uvilla enfrentan problemas de crecimiento de
mohos durante la etapa poscosecha de la fruta. Por ello surge el interés de evaluar el uso de la
radiacion UV-C como tratamiento poscosecha de la uvilla con el fin de reducir la carga
microbiana y extender la vida util del fruto fresco; sin embargo, es necesario conocer las
condiciones microbioldgicas en las que se encuentra el producto. El presente trabajo constituye

una linea base que permitira el desarrollo de futuros trabajos de investigacion.

Con estos antecedentes, el objetivo del presente estudio fue evaluar el uso de la radiacion UV-
C en el proceso no automatizado de empacado de uvilla de exportacion. Los objetivos
especificos fueron: 1) determinar la poblacion de E. coli y S. aureus en manipuladores y en
uvilla en la etapa de empacado; 2) definir la altura de exposicién de la uvilla a la radiacion UV-
C para disminuir la poblacion de E. coliy S. aureus; y, 3) comparar predicciones de crecimiento

de E. coli y S. aureus bajo diferentes condiciones de almacenamiento de uvilla.
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MATERIALES Y METODOS
2.1 Material Vegetal
Se utilizaron uvillas de exportacion variedad Extra Sweet sin capuchon cultivadas y cosechadas
en el canton Mejia, provincia de Pichincha. Una vez cosechadas se pelaron y empacaron bajo
las condiciones normales de procesamiento y se trasladaron a los laboratorios de la USFQ para

su analisis.

2.2 Cultivos bacterianos
Se utilizaron cepas de E. coli ATCC 25922 y S. aureus ATCC 25923 provistas por el Instituto

de Microbiologia de la Universidad San Francisco de Quito (USFQ).

2.3 Medios de cultivo

Se utilizaron placas 3M™ Petrifilm™ para el recuento de E. coli y S. aureus. Las placas para
recuento rapido de E. coli contienen nutrientes de Bilis Rojo-Violeta, indicador de actividad de
la glucuronidasa y un indicador que facilita la enumeracién de las colonias. Las colonias de E.
coli se presentan de color azul con gas y las colonias de coliformes son colonias rojas luego del
periodo de incubacion. Las placas para recuento de S. aureus contienen el medio modificado
cromogénico Baird-Parker. Se utilizo también el disco Staph Express Petrifilm™ de 3M™ para
diferenciar S. aureus del resto de colonias sospechosas (3M, 2007). Las colonias de S. aureus
son rojo-violetas y con el disco se inserta en la placa se produce una zona rosada en la colonia.
El recuento de mohos se realiz6 en el medio DRBC (Agar Dicloran Rosa de Bengala
Clortetraciclina).

Finalmente, se usaron hisopos de uso rapido para recoleccion de muestras
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2.4 Toma de muestras
Se tomaron muestras de dos manipuladores (empacadores de uvilla) mediante hisopado en las
palmas de las manos. Se utilizaron hisopos estériles (3M™ Quick Swab Hisopos Caldo

Letheen). Los hisopos se conservaron en refrigeracion (4°C) hasta su analisis.

La uvilla se recolectd luego de la cosecha y retirado del capuchon. Se tomaron muestras de dos
lotes. Las uvillas se empacaron en bolsas estériles de polietileno de alta densidad, se sellaron 'y

almacenaron a 4°C.

Las muestras se trasladaron inmediatamente al Laboratorio de Microbiologia de la USFQ para
su analisis. Se procurdé que el tiempo de traslado de las muestras desde la planta de

procesamiento hasta el laboratorio sea menor a 2 horas.

2.5 Diagnostico microbioldgico
Para el analisis microbioldgico de los manipuladores, se tomo el volumen de caldo Letheen
(Quick Swab) y se inocul6 en placas Petrifilm para el recuento e identificacién de E. coli y S.

aureus (Vico, 2020).

Para el andlisis de las muestras de uvilla se pesaron 25 gramos y se colocaron en 225 ml de
agua peptonada estéril (dilucion 70™") a partir de esta se realizaron diluciones sucesivas hasta
107°. Se tom6 1 ml de las diluciones 70™%y 10" y se inocularon por vertido en placas Petri
con agar DRBC para el conteo de mohos. Para el analisis de E. coli y S. aureus en la uvilla, se

tomé 1 ml de las diluciones 70! y 10™se inocularon en las placas Petrifilm respectivas.

Las placas Petrifilm de S. aureus y E. coli se incubaron a 37°C durante 24 horas y 72 horas,

respectivamente; las placas con medio DRBC se incubaron a 30°C durante 3 dias. Transcurrido
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este tiempo se contaron las colonias tipicas de E. coli, S. aureus y mohos. Los resultados se

expresaron como UFC/g.

2.6. Preparacion del inoculo e inoculacion artificial de la uvilla
Las cepas de E. coli y S. aureus se mantienen en congelacion. Para revitalizarlas se utilizo Skim
Milk con una temperatura de incubacion de 37 °C por 24 horas. Posteriormente, se inocularon

por estriado en agar nutritivo y se incubaron a 37 °C por 24 horas.

La poblacién de S. aureus y E. coli se determin6 segun la escala McFarland consiguiendo una
turbidez semejante al estandar N°2, correspondiente a 6x70° UFC/g. A partir de esta se

prepararon inéculos de concentracion 70°y 10° UFC/g. Para poder determinar la cantidad

adecuada que se inoculd se utilizé una camara de recuento Petroff-Hauser.

Posteriormente, para cada bacteria se colocaron 25 de uvillas en bolsas estériles y se afiadieron

1 ml de los indculos de 10° y 107 UFCIg, se cerré la bolsa herméticamente y se homogeneizo.

2.7. Tratamiento con radiacion UV-C

Para el tratamiento se utilizé una camara de radiacién UV-C de acero 316 (grado alimenticio)
equipada con 6 lamparas de luz UV-C de 30 kJ/m? cada una. La camara tiene una bandeja de
malla de altura regulable.

Las uvillas previamente inoculadas se colocaron en la bandeja de malla a una distancia de 10
y 30 cm de las lamparas UV-C. Se aplico una potencia de 12,5 kJ /m? establecida por Andrade-
Cuvi et al. (2017). Inmediatamente después del tratamiento las muestras fueron trasladadas al

Laboratorio de Microbiologia para realizar el recuento de S. aureus y E. coli.
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2.8 Disefo experimental y analisis estadistico

Se aplicé un disefio completamente al azar con arreglo factorial 2° con dos repeticiones. El
factor A corresponde a los dos microorganismos (E. coli y S. aureus), el factor B corresponde
alas 2 alturas de exposicion a la radiacion UV-C (30y 10 cm) y el factor C a las dos poblaciones
de cada microorganismo (10°y 10° UFC/g). Se obtuvieron 8 tratamientos con 2 repeticiones,
con un total de 16 unidades experimentales. La codificacion de los tratamientos se muestra en
la Tabla 1, cada tratamiento se codifico con la inicial de la bacteria, la altura de las lamparas

UV-Cy la poblacién de la bacteria.

Tabla 1. Matriz de disefio (arreglo factorial) del experimento.

Tratamiento | Bacteria | Altura | Poblacion microbiana | Codificacién
(cm) (UFC/g)

1 30 10° E30-10°

2 i 30 2 E30-10°
E. coli 10

3 10 10° E10-10°

4 10 107 E10-102

5 30 10° S30-106

6 30 2 S30-10°
S. aureus 10

7 10 10° S10-10°

8 10 107 S10-10?
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Las variables independientes corresponden a la altura de las lamparas de radiacion UV-C, los
microorganismos y la carga inoculada de E. coli y S. aureus. Las variables dependientes

corresponden a la poblacion de microorganismos posterior al tratamiento con radiacion UV-C.

Por otro lado, para evaluar el efecto de la radiacion UV-C sobre caracteristicas fisicoquimicas
de la uvilla (pH, acidez, brix y Aw) se aplicé un disefio factorial 22 +1 con cuatro repeticiones,
teniendo un total de 20 unidades experimentales. Las variables independientes corresponden
las alturas (10 y 30 cm) y las mediciones en la semana 1 y semana 4, y las variables

dependientes corresponden las caracteristicas fisicoquimicas correspondientes.

Los resultados se analizaron mediante un ANOVA vy las medias se compararon mediante una

prueba Tukey con una significancia de 0,05 a traves del software Infostat.

2.9 Determinaciones analiticas

De acuerdo con los métodos oficiales de la AOAC 981.12 (1990), la medicién del pH se efectud
con un potenciometro (Mettler Toledo). Se tomaron 20 gramos de uvilla, se trituraron durante
30 segundos hasta obtener un puré en el que se introdujo el electrodo y se obtuvo la medida.
Para la medicion de los solidos solubles (°Brix) en la uvilla, se utiliz6 la norma INEN 0273
(2008), que especifica el uso de un refractometro (Milwaukee). El puré de uvilla se coloco
sobre el lente del refractometro para determinar el contenido de azUcar.

La actividad de agua (Aw) en la uvilla se determind con un medidor especializado de Aw
(Rotronic). Se colocd una muestra del puré de uvilla en el medidor, donde se crea un ambiente
de humedad controlado (Johnston, 2017). Los analisis se realizaron por cuadruplicado. Se
tomaron las medidas en la semana 1 y la semana 4, y mediante un ANOVA se determind

diferencia significativa entre los pardmetros fisicoquimicos.



21

2.10 Prediccion del crecimiento microbiano en uvilla

Se empleo el software ComBase para predecir el crecimiento de S. aureus y E. coli en funcion
de las caracteristicas de la uvilla. Los modelos predictivos del paquete informatico ComBase
estan construidos en funcion de la temperatura, pH, actividad de agua o porcentaje de cloruros
de sodio de la muestra. En el programa se introdujeron los datos experimentales de la poblacion
de E. coli y S. aureus, de temperatura de la zona de empacado (8°C) tomado en la empresa, el
pH y Aw determinados en la uvilla. Para realizar la prediccién del crecimiento de E. coliy S.
aureus bajo diferentes condiciones a las reales, se introdujeron valores superiores e inferiores
de temperatura y poblaciones microbianas con el fin de analizar la inocuidad y la vida util del

producto.
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RESULTADOS Y DISCUSION
3.1 Diagnostico microbiologico en operadores
Como se puede observar en la Tabla 2, en el Operador 1 mostré crecimiento de S. aureus, y no

se detectd E. coli, a diferencia del operador 2 en el que se encontraron las dos bacterias

analizadas.
Tabla 2. Recuento de E. coli y S. aureus en manipuladores
Microorganismos Operador 1 Operador 2
(UFC)
E. coli ausencia 1
S. aureus 22 1

Las placas Petrifilm con crecimiento de E. coli y S. aureus se muestran en la Figura 1.

Figura 1: Placas Petrifilm correspondientes a los anélisis microbioldgicos de manipuladores:

a) E. coli y coliformes y b) S. aureus

E. coli y S. aureus pueden causar ciertas afecciones a la salud de los consumidores y los
manipuladores son la principal fuente de contaminacion en los alimentos (Torres & Pacheco,
2021). La presencia de S. aureus en el manipulador sugiere que es portador de este
microorganismo y se debe hacer uso adecuado de guantes y de mascarilla, ya que la bacteria

se encuentra en la piel, llagas, garganta y mucosas (Pasachova et al., 2019). Por otro lado, E.
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coli se relaciona con contaminacion fecal, esta bacteria es un indicador de malas préacticas de
higiene (Bayas-Morejon et al., 2020). La presencia de estas bacterias indica que las empresas
empacadoras de uvilla deben mantener un protocolo de limpieza de manos antes de ingresar a
la zona de trabajo y al salir de la misma. De igual manera se deberian realizar controles
regulares en el area de pelado manual y empacado de la uvilla para que no se produzca
contaminacion cruzada en la cadena productiva que potencialmente podria producir un brote
de una enfermedad transmitida por la uvilla. Se debe tomar en cuenta que la uvilla puede, por
falta de habitos de higiene alimentaria (Pazmifio-Gémez et al., 2018), consumirse sin lavar
convirtiéndose en un riesgo para el consumidor.

Es importante sefialar la importancia de la implementacion de sistemas de calidad en las
empresas procesadoras de alimentos con el objetivo de garantizar la inocuidad y calidad de sus
productos. Estos sistemas de calidad incluyen los procedimientos operativos estandarizados de
sanitizacion (POES), buenas préacticas de manufactura (BPM’s) y el analisis de peligros y
puntos criticos (HACCP), Global G.AP., BRC Global Standards, entre otros. Si bien algunas
empresas exportadoras de uvilla mantienen implementados sistemas como GlobalG.AP., y
BRC Global Standards, los resultados obtenidos en el analisis de manipuladores indican una
probable falta de capacitacién o cumplimiento de la normativa de higiene de manipuladores
siendo necesario hacer énfasis en la capacitacion y concienciacion del personal manipulador

de alimentos.

3.2 Diagnostico microbiologico en uvillas
Se analizaron dos lotes de uvilla (Tabla 3), no se determind la presencia de E. coli en ninguno
de los dos, mientras que se determind una poblacién de 10° y 2,5 x 10° UFC/g de S. aureus,

en ambos lotes.
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Tabla 3. Recuento de E. coliy S. aureus en uvilla

Microorganismos Lote 1 Lote 2
(UFC/g)
E. coli Ausencia* Ausencia*
S. aureus 1% 10° 2,5%x 10°

*Menor a 10 UFC/qg es indicativo de ausencia

El recuento de E. coli y S. aureus en la uvilla permitio identificar una fuente de contaminacion
cruzada que se estaria produciendo en la etapa de empacado (entre operador y uvilla). Si bien
E. coli no se detectd en las uvillas, el resultado obtenido aplica a los dos lotes analizados por
lo que seria interesante realizar pruebas periédicamente para descartar fuentes de
contaminacion.

Por otro lado, la contaminacion con S. aureus de la uvilla es superior con una unidad
logaritmica a la encontrada en las manos de los operadores. Esto demuestra que existe
deficiencia en la higiene de los manipuladores de la fruta. Se requiere la aplicacion de medidas
correctivas como el uso de mascarilla y de ser posible el uso de guantes para disminuir la
contaminacion a las frutas, y preventivas como la capacitacion al personal.

La relacion encontrada entre la poblacién microbiana de los manipuladores y las uvillas permite
advertir cuales son las problematicas de las empresas y como se menciono anteriormente,
cudles serian los temas prioritarios de capacitacion para sus operarios.

Por otro lado, en la uvilla se realiz6 un recuento de mohos y levaduras (Tabla 4). Se encontraron
Unicamente levaduras en la superficie de las uvillas. No se detecto la presencia de mohos en
esta etapa de la cadena de valor. Estos resultados permiten suponer que, si existen pérdidas
poscosecha por presencia de mohos en la uvilla, la contaminacion se produciria en etapas

posteriores al empacado.
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Tabla 4. Recuento de mohos y levaduras

Microorganismos | Lotel Lote 2 Placa (DRBC)
(UFC/g)

Mohos Ausencia Ausencia

Levaduras 9% 10! 5% 10"

La flecha sefiala colonias de levaduras luego de 3 dias de incubacién a 30°C en agar DRBC

La ausencia de mohos en el recuento es un indicador positivo, sin embargo, no puede
considerarse como una garantia absoluta de que la uvilla no estd contaminada. Es importante
tomar en cuenta varios aspectos, como la heterogeneidad de la muestra y los niveles de
deteccion. Probablemente la muestra no representa completamente la condicién del lote de
produccion o los niveles de contaminacién estan por debajo del limite de deteccién del método

de muestreo utilizado.

3.3 Efecto de la radiacion UV-C sobre S. aureus y E. coli inoculadas artificialmente en
uvillas

Se inocularon en la uvilla poblaciones de 10% y 10 UFC/g de E. coli y S. aureus con el fin de
evaluar el efecto de la distancia de las lamparas de radiacion UV-C en la reduccién de la
poblacién microbiana en las.

Luego de realizar la inoculacion de la uvilla con S. aureus y E. coli en una poblacion de 6x10?
UFC/g el recuento fue de 5y 20 UFC/g en las placas control (sin tratamiento), respectivamente;

este valor indica la poblacion real que se adhirio a la superficie de la fruta y que fue expuesta
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al tratamiento con luz UV-C. Las uvillas que fueron tratadas con /2,5 kJ/m’ a una distancia
de 10y 30 cm de las lamparas UV-C no mostraron crecimiento de ninguna de las dos bacterias
(Tabla 5). Se encontré una reduccion de unidades logaritmicas log;,= 0,70 para S. aureus y E.

coli log10=1,30 con dos alturas ensayadas (Anexo B).

Tabla 5. Efecto de la radiacién UV-C sobre una poblacién de /0°UFC/g de S. aureus y E.

coli en uvilla

Distancia de exposicién a la luz UV-C

Microorganismo Control (12,5 kJ /m?)
UFC/
( 9) 10 cm 30cm
5 Ausencia Ausencia
S. aureus -

W W

20 Ausencia Ausencia

E. coli

Una reduccion similar en el crecimiento microbiano posterior al tratamiento de frutillas con
7,2 kJ /m”’ fue reportado por Adhikari (2015). Estos resultados son alentadores ya que tomando
en cuenta que previamente se detectd E. coli en los operadores y a pesar de no detectarse en la
uvilla, la potencial presencia de esta bacteria patdgena (en poblaciones cercanas a 10* UFC/g)
en la fruta podria ser reducida o eliminada con el tratamiento con luz UV-C indistintamente de

la distancia de exposicion (10 y 30 cm) a las lamparas.
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Cuando se realizo la inoculacion de las uvillas con S. aureus y E. coli con una concentracion

de UFC/g, el crecimiento en las uvillas sin tratamiento fue de 7,6x10° y 3x10° UFC/g,
respectivamente. Como se puede observar en la Tabla 6, al aplicar la radiacion UV-C se registrd
una reduccion log;, de 4,51 para ambas alturas de la carga microbiana inicial de S. aureus

tanto para 10 cm como para 30 cm de distancia de las lamparas de UV-C. En tanto que el
crecimiento de E. coli posterior al tratamiento con luz generé una disminucién de hasta 10

UFC/g (log,,3,10) para las frutas expuestas a 10 cm, mientras que en las uvillas expuestas a

30 cm se redujo a /0° UFC/g (log,,2,48), como se puede observar en el anexo B. Las
caracteristicas de la matriz son determinantes para la supervivencia de los microorganismos.
Osorio & Arellano (2019) reportaron que tras la inoculacion de UFC/g de S. aureus en cubiertos
de acero inoxidable tratados con 77,22 kJ /m? no hubo crecimiento de la bacteria.

Al comparar la distancia de exposicién de las uvillas a las lamparas UV-C se observa que con
10 cm se produce una disminucion de 10 veces la carga de E. coli sobreviviente. Segin Osorio
& Arellano (2019) la intensidad de las lamparas disminuye 17 veces cuando se aleja de 10 cm
a 30 cm.

Adicionalmente, la exposicion a radiacion UV-C es mas efectiva para S. aureus que para E.
coli, lo cual se debe principalmente a las caracteristicas morfoldgicas de estos
microorganismos. S. aureus (Gram positiva) cuenta con una pared celular constituida por
peptidoglicano, mientras que E. coli (Gram negativa) posee una pared celular externa de
fosfolipidos lipopolisacaridos y una pared interna de peptidoglicano (Quezada, 2023). Esta
diferencia estructural influye en la susceptibilidad del microorganismo; E. coli puede generar
cierta resistencia a los agentes externos como tratamientos térmicos, desinfectantes y luz UV-

C, mediante mecanismos de reparacion por escision (Lorenzo-Leal et al., 2023).
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Tabla 6. Efecto de la radiacion UV-C sobre una poblacion de 108 UFC/g de S. aureus y E.

coli en uvilla

Distancia de exposicién a la luz UV-C

Microorganismo Control (125 kJ /m?)
F
(UFC/g) 10 cm 30cm
1,6 % 10° 5 5
S. aureus
(UFC/g)
3% 10° 24 % 10° 1%10°
E. coli
(UFCl/g)

El efecto antimicrobiano de la radiacidn de luz UV-C se debe a que penetra la pared celular de
los microorganismos Yy los inactiva por la induccién de formacién de dimeros de pirimidina
alterando el ADN y bloqueando la replicacion (Correa et al., 2020). Los resultados obtenidos
permiten confirmar la efectividad de la luz UV-C como antimicrobiano siendo una alternativa
para prevenir brotes de ETAS relacionadas con estos microorganismos patégenos en la uvilla,
bajo las condiciones ensayadas. La implementacion de un equipo de radiacion UV-C en la
etapa de empacado de la uvilla podria resultar Gtil considerando la carga inicial microbiana que
esté presente en el alimento, indistintamente de que se pueda exponer la uvilla a una distancia

de 10 0 30 cm de las lamparas UV-C.
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3.4 Disefo experimental y analisis estadistico

El analisis estadistico de los resultados obtenidos (Tabla 7) indica que segun el valor F existe

diferencia significativa entre los tratamientos para las 3 variables independientes.

Tabla 7. Analisis de varianza (ANOVA) de la poblacion final de microorganismos (UFC/g)

de los tratamientos

Fuente GL | SC Ajust. | MC Ajust. | Valor F
Modelo 7 | 1810144 258592 38,92*
Lineal 3 | 954219 318073 47,88*
Bacteria 1 393756 393756 59,27*
Concentracion inicial 1 | 406406 406406 61,17*
Altura 1 154056 154056 23,19*
Bacteria*Concentracion
inicial 1 | 393756 393756 59,27*
Bacteria*Altura 1 154056 154056 23,19*
Concentracion
inicial*Altura 1 154056 154056 23,19*
Bacteria*Concentracion
inicial*Altura 1 154056 154056 23,19*
Error 8 53150 6644
Total 15| 1863294

* Significativo al 5% de probabilidad por la prueba F

La Figura 2 como el Anexo A muestran que todos los tratamientos con excepcion de E. coli,
con poblacion de 10° UFC/g y a 30 centimetros de las lamparas UV-C demostraron ser
estadisticamente iguales y presentaron el mejor resultado para disminuir la carga microbiana

adherida a la superficie de la fruta.
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Figura 2. Poblacion final de microorganismos en uvilla expuestas a 12,5 kJ/m? de luz UV-C
Letras distintas indican diferencia significativa entre los tratamientos

Pataro et al. (2015) sugieren que son necesarios mas trabajos de investigacion para comprobar
si el uso de mayor intensidad de luz UV-C y distancias mas cortas entre las frutas y la fuente
de luz UV-C, pueden permitir acortar el tiempo de exposicién. Estos aspectos son importantes
para evitar el deterioro del fruto por exceso de radiacion y para el disefio de un equipo que

pueda ser aplicado en una linea de produccion.

3.5 Efecto de radiacion UV-C sobre las caracteristicas fisicoquimicas de la uvilla
Inmediatamente luego del tratamiento con luz UV-C y luego de 4 semanas de almacenamiento
refrigerado se analizo el efecto de la radiacién UV-C sobre el pH, acidez, °Brix, Aw y color de

la uvilla (Figura 3, 4, 5, 6 y 7, respectivamente).
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Al inicio del experimento (semana 1) no se encontro diferencia significativa entre las muestras
control y tratadas (p > 0,05). Los valores de los parametros analizados son similares a los
reportados por Nawirska et al. (2017) y Thuy et al. (2020). Es importante sefialar que la acidez

de la fruta puede variar segun la ubicacion geografica y la variedad.

Al final del almacenamiento (semana 4), el Gnico pardmetro que vario significativamente fue
la Aw. Esta variacion podria estar relacionada con el temprano desarrollo de mohos (dia 14)

dado que no recibié radiacion UVC.

4
1

Control 10 cm 30 cm

B pHSemanal ™pH Semana 4

Figura 3. pH de uvilla en la semana 1 y semana 4 para control y tratamiento de UV-Ca 10y
30cm
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Figura 4. Acidez de uvilla en la semana 1 y semana 4 para control y tratamiento de UV-C a
10y 30 cm
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Figura 5. °Brix de uvilla en la semana 1 y semana 4 para control y tratamiento de UV-C a 10
y 30 cm
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Figura 6. Aw de uvilla en la semana 1 y semana 4 para control y tratamiento de UV-C a 10y
30cm

L*: 57,73-63,06
a*: 16,14-18,18
b*: 48,60-54,54
C*: 51,22-56,95
h°: 69,82-73,29

Figura 7. Color de uvilla en muestras control y tratadas con UV-C (12,5 kJ/m2) a 10 y 30 cm
de distancia entre la fruta y la fuente de luz

En general el tratamiento con luz UV-C en uvilla no produce cambios significativos en
parametros como pH, acidez, °Brix y el color, tal como lo reportado por Andrade-Cuvi et al.,

(2017) y Guerrero et al. (2012).
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3.6 Efecto de la radiacion UV-C en el control de mohos

En el control de la apariencia de la uvilla (Figura 8), se determind que a partir de la semana 3
de almacenamiento refrigerado existié crecimiento evidente de mohos en la fruta, sin embargo,
se puede apreciar un menor crecimiento en la fruta irradiada a una distancia de 10 cm de las
lamparas en comparacién con los frutos control y tratadas con UV-C a 30 cm. Si bien en el
diagnostico microbiologico inicial de mohos en la uvilla determind ausencia de estos
microorganismos, se debe tomar en cuenta que las condiciones de almacenamiento fueron

diferentes a las condiciones en las que se mantienen las uvillas en la empresa.

UV-Cal25 kj/m?
Semana Control

(10cm) (30cm)

Figura 8. Apariencia de las uvillas conservadas en refrigeracion durante cuatro semanas
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La aplicacion de luz UV-C permite alargar la vida util de las frutas al ser letal para la mayoria
de los microorganismos. Este tratamiento inhibe el crecimiento de mohos lo que permite que
la fruta pueda extender su vida en percha 5 dias (Idzwana et al., 2020). El efecto de la luz UV-
C en los vegetales estaria produciendo el denominado “efecto hormético”, esta respuesta varia
segun la especie, genotipo, estado de madurez y estado fisiologico (Charles et al., 2016).

Por otro lado, el término “hormesis” se explica como el fendmeno biolégico como un efecto
beneficioso adaptativo ante la exposicion de algin agente que en altas dosis puede ser dafiino,
en este caso ante la exposicion de UV-C (Duarte-Sierra et al., 2020).). En diversos estudios se
ha determinado que la exposicion a luz UV-C aumenta las propiedades nutracéuticas de las
frutas, el incremento de antioxidantes y ademas pueden inducir el retraso de los procesos de
maduracion y senescencia. Lo que permite alargar la vida util de las frutas. Cabe destacar que
este proceso no es efectivo si la fruta ya viene previamente con enfermedades como mohos y
levaduras, dado que estos poseen de diez a cincuenta veces mas resistencia que bacterias
(Duarte- Sierra et al., 2020; Millan et al, 2015). Si se desea eliminar los mohos y levaduras
presentes en las uvillas las empresas deberian evaluar la aplicacion de una alta dosis de

exposicion de UV-C.

3.7 Prediccion del crecimiento microbiano en uvilla

Para la prediccién de crecimiento microbiano se utilizé el software ComBase que permite
asegurar la calidad e inocuidad alimentaria en base a la microbiologia predictiva. Para poder
determinar adecuadamente el crecimiento microbiano en la fruta, se utilizaron los valores de
pH, temperatura y actividad de agua (Tabla 8) establecidos por ESR (2018 y 2001) como

parametros que se ingresaran en el software para predecir el crecimiento de E. coliy S. aureus.
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Tabla 8. Parametros utilizados en el software Combase para la prediccion del crecimiento

microbiano
E. coli S. aureus
Parametro
Minimo | Optimo | Maximo | Minimo | Optimo | Maximo

pH 4.4 6-7 10 4,2 7-1,5 9,3
Temperatura 7-8 35-40 46 6 37 48

(°C)

Aw 0,95 0,995 -- 0,85 0,99 --

Se obtuvieron las siguientes curvas de crecimientos para los microorganismos analizados,

tomando en cuenta las condiciones en la empresa, la variacion de carga inicial y variacion en

la temperatura de almacenamiento para 21 dias que corresponde a los dias que normalmente

una empresa exportadora de uvilla requiere que la fruta se mantenga con buena calidad en el

mercado. Los resultados de la prediccion del crecimiento de S. aureus y E. coli en uvilla se

muestran en las figuras 9 y 10, respectivamente.

)

o
o

log(UFC/

Bacteria

Carga Inicial

Temperatura g
©0) Color
8

S. aureus

log(UFC/g)

S. aureus

22

21

S. aureus

3.6

S. aureus

3.6

DIM S. aureus (10°5)

8
21

0.0 72.0

144.0

216.0 288.0

Tiempo (horas)

,,\

360.0

432.0

504.0

Figura 9. Prediccién de crecimiento de S. aureus en uvilla.
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Figura 10. Prediccidn de crecimiento de E. coli en uvilla.

Combase permite analizar en las fases de las curvas de crecimiento microbiano. La fase de
latencia corresponde al tiempo en el que el microorganismo se esta adaptando al nuevo entorno,
seguida de la fase exponencial (de maxima velocidad de crecimiento) y la fase estacionaria

donde ya no hay crecimiento (Girbal et al., 2021).

En la figura 9 se puede observar que al mantener la temperatura de almacenamiento a 8 °C, la

bacteria no llega a la dosis minima infectiva (DMI) que corresponde 70°(célula/g) (Park et al,
2014) considerando la carga determinada en el diagnostico de uvilla. Sin embargo, en la
simulacion del crecimiento de S. aureus a una temperatura de 21°C se observa que en 1,8 dias
ya alcanza la DMI lo que implicaria una potencial intoxicacion alimentaria en los consumidores
de uvilla. De igual manera como se aprecia en la Figura 10 al mantener la temperatura de 10°C
con la carga inicial determinada en el diagndstico de uvilla, el crecimiento de E. coli es bajo y
se mantiene por debajo de la DIM (10’ células/g) para ETEC (Park et al, 2014). Sin embargo,
cuando hay un aumento de la temperatura a 21 °C la DMI se alcanza en 4,95 dias.

Las fluctuaciones de temperatura utilizadas en la prediccion podrian ocurrir cuando la uvilla

pasa por la cadena de exportacion desde el transporte desde la empresa hasta el embarque del
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producto, el transporte aéreo y cuando llega al destino en el supermercado. Este proceso toma
aproximadamente 5 dias, y dependera de la ubicacion geogréafica de las empresas exportadoras.
Es importante que durante este proceso no se rompa la cadena de frio dado que afecta a la
calidad y a la vida util de la fruta, y también esta asociada la salud del consumidor ya que un
buen control de temperatura evita el crecimiento microbiano (Goedhals-Gerber & Khumalo,
2020). Se considera como cambio o ruptura de la temperatura, cuando existe un aumento mayor
de 2 °C, lo cual sucede especialmente durante el embarque dado que la fruta suele mantenerse
a temperatura ambiente (Goedhals-Gerber & Khumalo, 2020; Martner, 2006).

Manejando el supuesto de que la carga inicial bacteriana en la uvilla es alta, siendo un
indicativo de una mala manipulacién por parte de los operarios; como se observa para S. aureus
(Figura 4), se tardaria 13,9 dias en llegar a la DMI. Por otro lado, si se tiene una carga inicial
alta de 3981,07 UFC/ g y con temperatura de 21°C el tiempo en el que alcanza la DMI es de
21,7 horas.

A diferencia de E. coli con una poblacion inicial de 1000 UFC/g y temperatura de 8°C se
mantiene por debajo del DMI; no obstante, al tener una carga elevada y una temperatura de
21°C en la uvilla alcanza la DM en 2,8 dias. Por lo que es importante controlar la carga inicial
de microorganismos, y mantener las condiciones de refrigeracion adecuadas a lo largo de la

cadena de valor de la uvilla.

El andlisis se realizé en base a los resultados obtenidos después del tratamiento con UV-C a 10
cm para las dos bacterias, que fueron inoculados previamente con una carga alta de 70°. En el
software se realiz0 una modificacion de la temperatura para determinar el crecimiento

bacteriano en la uvilla.
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La aplicacion de UV-C en la etapa de empacado permite controlar la carga inicial por lo que
las curvas de crecimiento muestran una menor fase exponencial, como se puede observar en la

figura 11 con relacion a las curvas de la figura 9 y 10.

10
Carga Inicial | Temperatura
log(UFC/g) (°C)

'_.s anreus 0.7 l s
8 /' | 5. aureus 0.7 1 21
E. coli 24 | 8
> / c E. coli 24 | 21
DIM E. coli (10°7)
// DIM S. aureus (10°5)

Bacteria Color

11 B

o

o
o

log(UFC/g)

0.0 72.0 144.0 216.0 288.0 360.0 432.0 504.0

lempo (horas)
Figura 11. Prediccién de crecimiento de S. aureus y E. coli en uvilla tratada con UV-C (12,5

kJ/m?).

Al existir fluctuaciones de temperatura se generan cambios exponenciales de crecimiento de S.
aureus y E. coli. Para S. aureus a 8 °C se mantiene debajo de la dosis minima infectiva y para
21°C llegaal DMI alos 2,8 dias. E. coli presenta un comportamiento similar, a 8 °C se mantiene
por debajo del DMI hasta 21 dias mientras que para una temperatura de 21°C a los 2,87 dias
alcanzaria la DMI. Esto determina que la temperatura es el factor con mayor influencia en la
vida Gtil de la uvilla a pesar de que se tenga una carga inicial baja y que las empresas tengan
implementado como tratamiento previo al empacado la radiacion UV-C como parte de su

proceso.
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CONCLUSIONES
El diagnostico microbiologico inicial revela que las empresas empacadoras de uvilla requieren
implementar un estricto control de higiene para los manipuladores. Esto es crucial para reducir
la carga inicial de microorganismos. La presencia de S. aureus y E. coli en las manos de
manipuladores podria producir contaminacion cruzada durante el proceso de pelado manual de
las uvillas.
El tratamiento de UV-C a una dosis de 72,5 kJ/m? permitié reducir la carga microbiana
presente en la superficie de esta fruta, indistintamente de la distancia entre la fruta y la fuente
de luz. El tratamiento fue mas efectivo para Staphylococcus aureus que para Escherichia coli,
lo que estaria relacionado con la capacidad de generar resistencia a la radiacion por las
diferencias estructurales de la pared celular de estas bacterias.
Las uvillas tratadas con UV-C (12,5 kJ/m?) a una distancia de 10 cm permitié mantener la
calidad de la fruta 5 dias mas comparados con los frutos control. Mientras que a una distancia
de 30 cm si bien existid retraso en la aparicion de mohos no fue tan efectivo como el tratamiento
a 10 cm. La determinacion de las condiciones de tratamiento permitira el disefio de un equipo
que pueda ser utilizado en el &rea de empaque de empresas empacadoras y exportadoras de
uvilla.
En cuanto a la prediccion microbiana a través de ComBase se determind que, con un
incremento en la temperatura durante la cadena de valor de la uvilla, los microorganismos de
S. aureus y E. coli alcanzan la DMI en pocos dias con relacion a si se mantienen a 8°C,
condicion con la que las frutas podrian estar en percha por al menos 21 dias manteniendo buena
calidad.
Se sugiere que las empresas empacadoras de uvilla consideren la implementacion de un

protocolo de higiene personal efectivo para su personal, con el fin de garantizar la inocuidad



41

alimentaria. Esto contribuira significativamente a reducir la propagacion de bacterias durante
el periodo de exportacion. En caso de contemplar la aplicacion de radiacion UV-C a nivel
industrial, se recomienda llevar a cabo analisis adicionales para determinar su alcance.

Finalmente se sugiere considerar la evaluacion del uso de otros tratamientos solos o

combinados con la radiacion UV-C que contribuyan al incremento de la vida atil de uvilla.
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ANEXO A: POBLACION FINAL DE LOS MICROORGANISMOS (UFC/g) DE LOS
TRATAMIENTOS

Tratamientos Poblacion final de
microorganismos (UFC/g)*
E30-10° 1025+ 155 a
E10-10° 240 + 50 b
S30-10° 55 b
S10-10° 55 b
E30-10? 0+0 b
E10-102 00 b
S30-10? 0+0 b
S10-10? 0+0 b
*Medias + SD

*Medias con una letra comun no son significativamente
diferentes (p > 0,05) por la prueba de Tukey

ANEXO B: CALCULO DE REDUCCION DECIMAL

UFC control )

logioReduccion = log (UFC tratamiento

Bacteria/Altura/Carga microbiana logioReduccion
E30-10° 2,48
E30-10? 1,30
E10-10° 3,10
E10-102 1,30
S30-10° 4,50
S30-10° 0,7
S10-10° 4,50
S10-10? 0,7
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