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RESUMEN. El objetivo del presente trabajo fue el determi-
nar algunos de los indicadores de vida util, higiene y condi-
ciones del proceso y almacenamiento, la asociacion entre la
pulpa de la fruta y microorganismos patdgenos de pulpas de
guanabana, mango y maracuya provenientes de las princi-
pales cadenas de supermercados de la gran area metropoli-
tana (GAM) de San José, Costa Rica, asi como examinar la
potencial presencia de Listeria monocytogenes en ellas. Se
analizo un total de 60 muestras, a las cuales se les determino
su pH asi como su recuento total aerobio, recuento de mohos
y levaduras, bacterias lacticas, nimero mas probable de co-
liformes totales y fecales y la presencia o ausencia de Liste-
ria monocytogenes en 25 g del producto. Los rangos de pH
encontrados en las pulpas variaron entre 3,1 y 3,9 y los re-
cuentos obtenidos fueron relativamente bajos a excepcion
de los provenientes de una industria. Ninguna de las mues-
tras analizadas presento coliformes totales ni fecales. Se
confirmo la presencia de Listeria monocytogenes en tres
muestras, todas provenientes de la industria C. Los bajos re-
cuentos obtenidos pueden deberse a la adicion de sustancias
preservantes pero también porque son productos pasteuriza-
dos; la falta de estos dos elementos puede significar la pre-
sencia de bacterias tan peligrosas
monocytogenes.
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como Listeria

INTRODUCCION

Las pulpas de frutas se definen como productos que
se obtienen por la desintegracion de la parte comestible
de las frutas, y que usualmente se conservan por medio
de pasteurizacion (1) con el fin de remover 100% de
los patdgenos y un 90% de los microorganismos de de-
terioro asociados (2).
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SUMMARY. Analysis of the microbiological quality
and potential presence of Listeria monocytogenes in cus-
tard apple (Annona muricata), mango (Mangifera in-
dica) and passion fruit (Passiflora edulis) pulps from
Costa Rica. The objective of this work was to determine
some of the indicators associated to shelf life, hygiene, pro-
cess and storage conditions for some of custard apple,
mango and passion fruit pulps distributed by the main su-
permarket chains of the Metropolitan Area of San José,
Costa Rica, as well as to examine the potential presence of
Listeria monocytogenes in them. Sixty fruit pulp samples
were analyzed. Tests included pH determination, total ae-
robic plate count, yeasts and mold count, lactic bacteria
count, total and fecal most probable number and the pre-
sence/absence of Listeria monocytogenes in 25 g of the pro-
duct. Fruit pulp’s pH ranged between 3,1 and 3,9, and the
microbiological counts obtained were relatively low except
for one industry. None of the samples analyzed presented
total or fecal coliforms. The presence of Listeria monocy-
togenes was confirmed in three samples, all of them coming
from industry C. Low microbiological counts obtained may
be due to the addition of preserving substances and to the
pasteurization of some of the products; lack of these two
elements may allow the presence of dangerous bacteria such
as Listeria monocytogenes.

Key words: Fruit pulps, spoilage, Listeria monocytogenes

Los factores intrinsecos que definen las poblacio-
nes de deterioro de estos productos incluyen su con-
tenido nutricional, rico en carbohidratos, su actividad
de agua (aw) y su bajo pH (2). El deterioro de estos
productos es originado, principalmente, por mohos,
levaduras y bacterias lacticas, incluyendo Lactoba-
cillus, Leuconostoc y Acetobacter, los cuales logran
resistir el bajo aw de estos productos, su pH y alto
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contenido de azucares (3).

Por otro lado, la asociacion entre pulpas de fruta y
microorganismos patégenos ha sido ampliamente res-
paldada, no obstante, existen pocos estudios relacio-
nados con el crecimiento y sobrevivencia de Listeria
monocytogenes en frutas acidas (4,5) y este tipo de
producto. (6).

Esta bacteria ha representado un reto para las in-
dustrias productoras de alimentos, debido a su capa-
cidad de sobrevivir y multiplicarse en temperaturas de
refrigeracion (7). Al mismo tiempo, se ha descrito que
es probable que también sobreviva a algunos proce-
sos térmicos y sanitarios utilizados en produccion de
alimentos si se encuentra en altas concentraciones (8).

La principal fuente de infeccion por esta bacteria
es el consumo de alimentos contaminados durante su
fabricacion o produccion (9). Las pulpas de fruta pue-
den representar un riesgo potencial para adquirir dicha
bacteria, principalmente porque ésta ha demostrado
una gran tolerancia hacia los ambientes de caracter
acido (10).

Las pulpas de fruta representan una actividad de
creciente importancia en la economia de Costa Rica,
donde en los ultimos cinco afios se ha notado un ele-
vado aumento en la exportacion de este tipo de pro-
ductos hacia diversos mercados incluyendo Estados
Unidos y Europa. Este aumento sefiala que existe a
nivel internacional una demanda creciente para estos
alimentos (11).

De la misma manera, a nivel de mercado interno
también existe una importante demanda de estos pro-
ductos por parte de hoteles, restaurantes y supermer-
cados (11) y de hogares de ancianos, centros médicos
y centros educativos, entre otros (1).

Dada la creciente importancia y demanda de las
pulpas de frutas, es importante determinar si las prin-
cipales empresas productoras costarricenses estan
cumpliendo con el control de calidad necesario que
garantice la excelencia, higiene e inocuidad de estos
productos. El objetivo del presente trabajo fue el de-
terminar algunos de los indicadores de vida util, hi-
giene y condiciones de proceso y almacenamiento de
algunas de las pulpas de fruta provenientes de las prin-
cipales cadenas de supermercados de la gran area me-
tropolitana (GAM) de San José, Costa Rica, asi como
examinar la potencial presencia de Listeria monocy-
togenes en ellas, como indicador de riesgo para la
Salud Publica.

MATERIALES Y METODOS.

Origen de las muestras: se analizaron un total
de 60 muestras de pulpas de frutas, incluyendo 20 de
mango, 20 de guanabana y 20 de maracuya, de distin-
tos lotes cada una y provenientes de 4 compaiiias pro-
ductoras (A,B, C y D) Las muestras se obtuvieron de
los principales supermercados de la Gran Area Metro-
politana. Estos productos se comercializan, indepen-
dientemente, refrigerados o a temperatura ambiente.
El anélisis de las mismas se realizo en el Laboratorio
de Alimentos y Aguas de la Facultad de Microbiolo-
gia, localizado en la Universidad de Costa Rica. Las
muestras fueron transportadas en frio al laboratorio,
para evitar el crecimiento de los microorganismos y la
contaminacion de las mismas. El analisis de éstas se
realizo dentro de las 24 horas posteriores a su compra.

Determinacion del pH. Los valores de pH se de-
terminaron con el uso del medidor de pH marca Sar-
torius modelo Pb-11. La medicion se realizd
directamente del recipiente en que venia el producto.

Analisis microbiologico. Para los analisis micro-
bioldgicos, se procedid a pesar 25 gramos de cada
pulpa, los cuales se mezclaron por medio del Stoma-
cher con 225 mL de agua peptonada estéril (APE) al
0.1%,. Posteriormente, se procediod a realizar dilucio-
nes decimales hasta 10 utilizando tubos de 9 mL de
APE. Para todos los analisis se us6 la metodologia re-
comendada por Pouch (12).

Recuento total aerobio meséfilo. A partir de las di-
luciones realizadas se tomaron 0.1mL y se inocularon
en placas de agar estandar + TTC. Se incubaron a 35°C
durante 48 horas y se contaron las placas que obtuvieran
entre 25-250 unidades formadoras de colonias (UFC).

NMP de coliformes totales y fecales. Se tom¢ 1
mL de cada dilucién y se inocul6 en series de 3 tubos
con caldo lactosado simple (CLS). Se incubaron a
35°C durante 48 horas. Posteriormente, los tubos que
presentaron gas en la campana de Durham, fueron re-
picados a caldo bilis verde brillante (CBVB) y caldo
EC. Se incubaron durante 48 horas a 35°C y 24 horas
a 44.5°C para analizar los coliformes totales y fecales
respectivamente. Se tomaron como positivos todos los
tubos que presentaron gas en la campana de Durham.

Para interpretar los resultados se utilizaron las ta-
blas para NMP de serie de tres tubos.

Recuento de bacterias lacticas. Se tomaron
0.1mL de cada dilucion y se inocularon en placas con
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agar MRS. Se incubaron en jarra con candela a tem-
peratura ambiente durante 5 dias. Posteriormente se
contaron las placas que obtuvieran entre 25-250 UFC.

Recuento de mohos y levaduras. Se tomaron 0.1
mL de cada dilucion y se inocularon por separado en
placas con agar papa dextrosa acidificado. Se incuba-
ron durante 5 dias a temperatura ambiente. Posterior-
mente, se contaron las placas que obtuvieron entre
3-30 UFC.

Determinacion de la presencia o ausencia de Lis-
teria monocytogenes en las pulpas de frutas (13). Se
utilizo la metodologia recomendada por FDA de los
Estados Unidos para el aislamiento de la bacteria en
los alimentos. Se pesaron 25 gramos de la pulpa y se
mezclaron con 225 mL de caldo listeria sin antibidti-
cos. Se incub6 a 35°C durante 4 horas. Posteriormente
se agregaron los antibioticos (cicloheximida, acrifla-
vina y acido nalidixico) y se incubd a 35°C durante 48
horas. Después se ray6 en agar Oxford y se incubo a
35°C por 48 horas. La confirmacion de las colonias
tipicas se realizd por medio de una tincion de Gram;
la luz de Henry; prueba de oxidasa; prueba de catalasa;
prueba de Camp; movilidad a 25°C y utilizacion de xi-
losa y ramnosa. Como control positivo se utilizo la
cepa ATCC 19116.

RESULTADOS

Los rangos de pH encontrados en las pulpas fueron
entre 3,1-3,9 para las pulpas de guanabana; entre 3,5-
3,9 para las pulpas de mango y entre 3,1-3,3 para las
pulpas de maracuya.

Los recuentos obtenidos a partir de las diferentes
muestras se presentan en la Tabla 1. Es importante
destacar que ninguna de las muestras analizadas pre-
sentd coliformes totales ni fecales.

De las 60 muestras analizadas 3 dieron un resultado

positivo en forma confirmatoria para Listeria monocy-
togenes; todas estas muestras provenian de la misma
industria productora (C).

DISCUSION

La contaminaciéon microbiana de vegetales y frutas
esta determinada, en gran parte, por la variedad de
contaminantes con los que tienen contacto durante la
cosecha, el corte y el transporte (8,14). Su procesa-
miento también aporta nuevas fuentes de contamina-
cion que incluyen operaciones mecanicas como cortar,
rebanar y el uso de agua para su lavado. El agua es
un excelente medio para distribuir microorganismos
en las plantas procesadoras y el hecho de utilizar cloro
para lavar las frutas o vegetales no garantiza que que-
den libres de microorganismos, ya que estos se adhie-
ren fuertemente y pueden formar biofilms (14).

En las pulpas de frutas, el pH 4cido y la cantidad de
azucares presentes hacen que se seleccione el crecimiento
de mohos, levaduras y bacterias acido lacticas (3).

Los recuentos de indicadores realizados a las pul-
pas fueron bajos en las marcas A, By D en gran parte
debido a la adicion de sustancias preservantes, tal y
como lo menciona su etiquetado, pero también porque
son productos pasteurizados, con lo que se retrasa el
crecimiento de bacterias y mohos. Cabe destacar que
el encontrar inicialmente numeros bajos de bacterias,
no significa que éste no puede aumentar hasta canti-
dades criticas durante el almacenamiento del producto
(15), tal y como lo describen Silveira y colaboradores
en un estudio realizado en jugos de frutas pasteuriza-
dos y mantenidos en refrigeracion (16).

Tradicionalmente el proceso térmico utilizado en
las industrias alimentarias tiene como propoésito brin-
dar seguridad a los alimentos en el sentido de que eli-
mina microorganismos patogenos (16).

TABLA 1. Recuento total aerobio mesofilo, recuento de bacterias lacticas y de mohos y levaduras obtenido
a partir de las pulpas de fruta analizadas.

Tipo de Recuento Total Recuento de Recuento de Mohos
pulpa Aerobio Mesofilo Bacterias Lacticas y Levaduras
<10 10-10* >10% <10 10-10¢ >10* <10 10-10¢ >10*
UFC/g UFC/g UFC/g UFC/g UFC/g UFC/g UFC/g UFC/g UFC/g
n@) n%) n(%) n) n) n) n) n) n(®,)
Guanabana 14(70) 3 (15) 3 (15) 14(70) 1(5) 525 16(80) 2(10) 2 (10)
Mango 15(75) 3 (15) 2 (10) 17(85) 1(5) 2(10) 12(60) 7(35) 1(5)
Maracuya  14(70) 5 (25) 1(5) 18(90) 2 (10) --- 8 (40) 7 (35) 5(25)
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La inocuidad de los alimentos muchas veces se au-
menta mediante la adicion de antimicrobianos que pre-
vienen o retrasan el deterioro de los alimentos por
causa de microorganismos (17). Tal es el caso de las
marcas A, B y D que incluyen el benzoato de sodio
como preservante. La marca B también hace uso del
acido citrico y el sorbato de potasio. Por su parte, la
marca C no incluye ningun tipo de preservante. El
benzoato de sodio es ampliamente utilizado como pre-
servante de bebidas frutales ya que presenta ventajas
como actuar frente a un amplio rango de microorga-
nismos y no ser volatil. Es efectivo contra distintas
bacterias y levaduras (18). El 4cido citrico es conside-
rado como un antimicrobiano seguro de usar en la in-
dustria alimentaria y esta aprobado por la FDA aparte
de que tiene actividad antimicrobiana contra un gran
numero de patdgenos (19) y el sorbato de potasio fun-
ciona por su forma disociada y puede ser utilizado con
eficacia en alimentos con pH acidos (18).El aisla-
miento de coliformes totales y fecales en las muestras
de pulpa de frutas evaluadas fue negativo. A pesar de
lo anterior, se tiene que considerar que la ausencia de
dichas bacterias en las muestras analizadas no garan-
tiza la ausencia de patdgenos entéricos en el alimento.
Esta ausencia se puede explicar por el hecho de que al
ser los coliformes bacterias Gram negativas no logran
sobrevivir al pH acido de las pulpas analizadas. (2).

Las bacterias acido lacticas, junto con los mohos
y levaduras, son predominantes en la descomposicion
de frutas y sus subproductos (3,20) y el hecho de en-
contrar recuentos altos de estos en productos pasteu-
rizados, implica contaminacién post-proceso asi como
el desarrollo de caracteristicas organolépticas no de-
seables durante su almacenaje (16). De las 60 muestras
analizadas, solamente una tuvo recuentos de bacterias
lacticas superiores a 107 y dos muestras presentaron
recuentos de mohos y levaduras superiores a este
valor. De nuevo, este bajo porcentaje de positividad
puede aducirse al uso de antimicrobianos y a la pas-
teurizacion de la mayoria de productos.

Listeria monocytogenes fue aislada a partir de tres
muestras de pulpa, todas de la marca C.

El control de esta bacteria a nivel de industria ali-
mentaria es bastante complejo debido a que esta am-
pliamente distribuida en la naturaleza, por lo que es
muy dificil evitar la contaminacién cruzada en los
multiples pasos que se dan desde la cosecha hasta el
consumo del producto (8). Ademas, es sumamente di-

ficil mantener las plantas procesadoras libres de este
patogeno debido a su capacidad de formar biofilms y
adherirse fuertemente a lugares de dificil acceso a la
limpieza (21,22).

Distintas investigaciones demuestran la habilidad
de este patdgeno para sobrevivir y desarrollarse en pul-
pas de frutas (23). Listeria monocytogenes logra tolerar
bien una baja actividad de agua (24), el contenido de
carbohidratos de las pulpas de frutas es un adecuado
sustrato para su crecimiento (4), aparte de que esta bac-
teria es considerada como una bacteria acido tolerante.
Esta bacteria logra resistir a pH bajos debido a que la
presencia de descarboxilasas de glutamato, que le per-
miten mantener un pH intracelular adecuado a pesar de
que externamente haya un pH bajo (10). Por otro lado,
esta respuesta de tolerancia al pH acido llevada a cabo
por Listeria monocytogenes le confiere una mayor re-
sistencia a las altas temperaturas, tal y como ha sido
demostrado en diversas investigaciones (25).

La temperatura de refrigeracion es una estrategia
ampliamente utilizada por la industria alimentaria para
controlar el crecimiento bacteriano en alimentos listos
para el consumo. No obstante, diversos estudios han
demostrado la sobrevivencia de Listeria monocytoge-
nes en temperaturas de refrigeracion (4,5). Por este
motivo, las temperaturas de refrigeracion son consi-
deradas como una fuente selectiva y efectiva de enri-
quecimiento para la bacteria porque se elimina en gran
parte la competencia bacteriana (26).

El hecho de que Listeria monocytogenes tenga la
capacidad de desarrollarse en condiciones que son in-
apropiadas para otros patdgenos, y que logre crecer
bien en temperaturas de refrigeracion, la hacen una
bacteria importante para la salud publica (22).

Lo anterior ha llevado a que la FDA, asi como la
Union Europea, hayan establecido una cero tolerancia
a Listeria monocytogenes en alimentos listos para el
consumo (5), aspecto a considerar en la exportacion
de pulpas costarricenses a los mercados descritos.

En los altimos anos se ha visto, a nivel mundial,
un gran aumento en la tendencia a preferir productos
naturales, libres de preservantes quimicos y procesa-
miento térmico. (19). Sin embargo, tal y como se de-
muestra en esta investigacion, la falta de estos dos
elementos puede significar la presencia de bacterias
tan peligrosas como Listeria monocytogenes y la dis-
minucién en la vida util del producto. Esta situacion
plantea la necesidad de que productos que no reciben
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ningun tipo de tratamiento para eliminar patdogenos y
microorganismos de deterioro sean mas estrictamente
vigilados y controlados, con el fin de ofrecer un pro-
ducto de buena calidad e inocuo al consumidor.
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