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RESUMEN

Para llevar a cabo este estudio han sido escogidas 10 muestras de alimentos
vegetales procedentes de distinto tipo de agricultura, de las cuales 5 eran
procedentes de agricultura ecologica y las otras 5 de agricultura industrial o
moderna. Estas muestras fueron preparadas y procesadas para sembrarse en
distintos medios de cultivo selectivos soélidos, para realizar el recuento de
unidades formadoras de colonias por gramo (UFC/g). Posteriormente las
colonias bacterianas obtenidas fueron analizadas mediante la tincion de Gram,
para poder clasificar las bacterias segun el tipo de pared que poseen, y
finalmente realizamos la prueba de la catalasa, para poder realizar una
aproximacion al género bacteriano del que se trataba. Realizamos todas estas
pruebas para comprobar si existen diferencias en cuanto a la carga y diversidad
bacteriana presente en estos alimentos en funcién de las técnicas agricolas
empleadas en su cultivo.

Palabras clave: agricultura ecoldgica, agricultura industrial o moderna, carga

bacteriana

ABSTRACT

Ten vegetable food samples have been chosen from different techniques of
agriculture, 5 of them came from organic agriculture and the other 5 came from
modern agriculture, to carry out this research. These samples were prepared and
processed for sowing in selective solid culture medium to make the counting of
the number of colony-forming units per gram. Afterwards, the bacterial colonies
isolated, were analyzed by Gram staining to classify them in terms of the kind of
bacterial cellular wall and finally, we have made the catalase test to approximate
the bacterial genus. Differences regarding the microbial load and diversity among
these foods according to agricultural techniques used in the cultivation have also
been analyzed.

Key words: organic agriculture, industrial or modern agriculture, microbial load.



1. INTRODUCCION

El consumo de frutas, verduras y hortalizas frescas constituye una parte muy
importante de una dieta saludable. Estos alimentos, considerados desde un
punto de vista microbiol6gico, presentan un menor riesgo en comparacion
con los productos carnicos y los lacteos. Sin embargo, ya que la gran mayoria
pueden consumirse crudos, como las frutas y las verduras de hoja,
constituyen un vehiculo importante de patdgenos humanos, en el caso de

gue exista contaminacion. (Berger et al., 2010)

Los riesgos bioldgicos asociados a los alimentos vegetales frescos, son muy
diversos y estan relacionados con malas practicas durante la
produccién, como el uso de agua de riego contaminada, el uso de desechos
bioldgicos solidos como fertilizante (estiércol), la presencia de animales en
las areas de cultivo, la proximidad a zonas de acumulacion de aguas
albafiales o solidos orgénicos, una inadecuada higiene de las instalaciones,
y de los trabajadores entre otros. Comprender la complejidad del problema
de la contaminacién microbiana de los vegetales y tener conciencia de su
importancia es el primer paso para lograr una alta calidad en los productos
vegetales. A nivel actual no es posible eliminar el riesgo de manera total, pero
se pueden establecer medidas para reducirlo. Es preferible, prevenir la
contaminacion microbiana en los vegetales, ya que resulta mas efectivo y
econdémico, que eliminarla una vez que ha tenido lugar. (Puig-Pefia et al.,
2014)

Si tenemos en cuenta que los productos de origen vegetal pueden
consumirse crudos o poco procesados, estos pueden estar contaminados
durante su produccibn y constituyen una via de transmisién de
microorganismos patdgenos para el ser humano. Consideramos importante
realizar el presente trabajo con el objetivo de determinar la calidad
microbiolégica de algunos productos de origen vegetal, cultivados de dos
maneras distintas: ecologicos e industriales, la presencia de
microorganismos patdégenos en cada tipo y la relacion con las principales

fuentes de contaminacioén en las areas de cultivo de nuestro entorno.



1.1. Agricultura ecolégica

La agricultura ecoldgica se encarga de la producir alimentos sanos y nutritivos,
mediante un manejo sostenible de los recursos naturales. Este proceso
productivo hace uso de los ciclos ecoldgicos, y prescinde del uso de pesticidas
y fertilizantes sintetizados. La agricultura ecoldgica responde a normas de
produccion y calidad, mediante las cuales se diferencia de la agricultura
tradicional y de la convencional. También es aceptado denominar a este tipo de
‘organica” o “biolégica”, pero el término mas utilizado en la actualidad es
“ecoldgica”. (Augstburger et al., 1997a)

El control de plagas, se realiza a través de la conservacion de los principios de
biodiversidad, empleando métodos de control que no sean procedentes de
origen inorganico. Se basa en mantener las poblaciones de patégenos en unos
niveles aceptables, de manera que se pueda prevenir la aparicion de
enfermedades. (Roog et al., 2000a)

La agricultura ecoldgica ha ido sustituyéndose por la agricultura industrial
durante las ultimas décadas, especialmente en los paises desarrollados. En
cuanto a la produccién de alimentos vegetales, este tipo de agricultura pretende
crear un suelo con una concentracion equilibrada de nutrientes, que permita un

buen desarrollo y un buen sustento para las plantas. (De las Heras et al., 2003a)

1.1.1. Principios de la agricultura ecolégica

Las practicas que se llevan a cabo en la agricultura ecoldgica se basan en reducir
en la medida de lo posible el impacto humano generado sobre el medio
ambiente. (Codoi et al., 2012).

1. Preparacion y fertilizacion del suelo, ya que este es considerado como la
base de la agricultura, sobre todo de la ecoldgica. Se debe evitar alterar
dentro de lo posible su actividad biol6gica. La fertilizacion del suelo aumenta
con tratamientos basados en materia organica descompuesta.

2. Las semillas utilizadas en agricultura ecolégica deben ser producidas en
condiciones ecoldgicas. Deben ser resistentes al ataque de plagas vy
enfermedades para la siembra.

3. Elcontrol de plagas en la agricultura organica se basa en prevenir problemas

manejando adecuadamente los recursos disponibles. No pretende eliminar



plagas o enfermedades sino reducir sus poblaciones, hasta lograr unos
niveles aceptables de las mismas.

Sincronizacién de la siembra y cosecha para evitar picos de poblaciones de
plagas.

Control post cosecha para reducir tanto la presencia de plagas almacenadas
como posibles pérdidas por pudricion, para ello, los productos han de
mantenerse en almacenes limpios, secos y cuya humedad relativa sea baja.
(Roog et al., 2000b)

1.1.2. Normativa de la agricultura ecoldgica

La agricultura ecoldgica se encuentra regulada legalmente en Espafia desde
1989, en que se aprobd el Reglamento de la Denominacion Genérica
"Agricultura Ecolégica", que fue de aplicacion hasta la entrada en vigor del
Reglamento (CEE) 2092/91 sobre la produccién agricola ecolégica y su
indicacion en los productos agrarios y alimenticios.

En la actualidad, ecolégica estd enmarcada en el contexto de la politica
medioambiental que estan llevando a cabo los gobiernos de numerosos
paises, en linea con la nueva orientacion de la politica agraria comunitaria,
gue tiende a favorecer que la poblacién rural se mantenga en su entorno y
gue se reduzca la contaminacién del medio agrario. La superficie de cultivo
ecolégico ha experimentado de hecho un notable incremento en su superficie
en los ultimos afios. A nivel de la Unién Europea, el Libro Verde de la
Comision (1985) marco el inicio de un nuevo marco normativo con el objetivo
de resolver los problemas derivados de los usos agricolas intensivos. Este
documento ya apuntaba la necesidad de mantener una agricultura capaz de
garantizar la conservacion del medio ambiente. Esta iniciativa de la Comision
Europea culminé con el actual Reglamento (CEE) 2092/91 del Consejo, de
24 de Junio de 1991, sobre produccion agricola ecoldgica y su indicacién en
productos agrarios y alimenticios, que regula de forma metddica y sistemética
los distintos aspectos que afectan a la produccion, elaboracion, control,
etiquetado e importacion de los productos ecolégicos.

No obstante, con anterioridad ya existian regulaciones nacionales acerca de
la produccién ecolégica. Asi en Octubre de 1989, se aprobé mediante una

Orden Ministerial, el Reglamento de la Denominaciéon Genérica “Agricultura



Ecoldgica” y su Consejo Regulador, que recogia basicamente lo establecido
en el Reglamento (CEE) y que ha venido aplicandose hasta la entrada en
vigor de éste, el 1 de Enero de 1993, fecha a partir de la cual, prevalecieron
los preceptos de la norma comunitaria. Asimismo el Consejo Regulador de
la Agricultura Ecolégica (C.R.A.E.), ha sido el encargado de controlar la
produccién ecolbgica en nuestro pais hasta la publicacién del Real Decreto
1852/1993, del 22 de Octubre sobre produccién agricola ecolégica y su
indicacion en los productos agrarios y alimenticios, que adjudicO a
Comunidades Auténomas las competencias de control establecidas en el
reglamento comunitario.

Actualmente, todas las CCAA han asumido el control de la produccién agraria
ecoldgica y han publicado en sus correspondientes Boletines Oficiales las
disposiciones que regulan la produccion y el control de la agricultura
ecoldgica en sus respectivos territorios, designando la autoridad competente
y la autoridad de control, segun lo dispuesto en los articulos 8 y 9 del
Reglamento (CEE) 2092/91 citado.

El citado Real Decreto 1852/1993 establece igualmente la creacion de la
Comisiébn Reguladora de la Agricultura Ecoldgica, configurada como un
organo colegiado adscrito al MAPA de asesoramiento en esta materia, en la
gue participan tanto el sector como las distintas administraciones. A través
de esta Comision se realiza la coordinacion entre la Administracion central y
las Comunidades Autonomas, a los efectos de armonizacion de los
procedimientos de control y aplicacion de la normativa establecida en el
reglamento comunitario y se elabora la posicién de la delegacion espariola
para las discusiones de los proyectos de nuevas normas que tienen lugar en

la Union Europea. (De las Heras et al., 2003b).

1.2. Laagriculturaindustrial o moderna

Surge a partir de la famosa “revolucion verde” en Estados Unidos en la
década de los sesenta, en la que se produjo un gran incremento en la
productividad agricola, y posteriormente fue extendiéndose poco a poco por
numerosos paises. (Gliessman et al., 2002a)

Este tipo de agricultura se basa en dos objetivos principales, por un lado en

obtener un incremento masivo en la produccion agricola y por otro, obtener



el maximo de ganancias, Para alcanzar estos objetivos, se realizan serie de
practicas basicas (labranza intensiva, monocultivo, irrigacion, aplicacion de
fertilizantes de origen inorganico, control quimico de plagas y manipulacién
genética de los cultivos), practicas que estan muy alejadas de los métodos
tradicionales, y que no se consideran los efectos que pueden ocasionar en
los agroecosistemas tanto a corto, como a largo plazo. (Gliessman et al.,
2002b).

A dia de hoy, los agricultores estan muy acostumbrados a un uso masivo de
pesticidas, plaguicidas y otros productos quimicos, por lo que se ha generado
una estrecha dependencia hacia los mismos. Esto en cuanto la produccion
de alimentos, esto ha causado serios problemas para la salud humana y del
medio ambiente. También el uso irracional de los recursos naturales
renovables ha provocado serias alteraciones en los ecosistemas. Durante la
famosa “revolucion verde” se han causado dafios irreversibles a los
agroecosistemas por el uso excesivo de fertilizantes, plaguicidas y
compuestos hormonales, para aumentar sélo a corto plazo la produccién de
alimentos. Desde hace algunos afios se ha demostrado que la agricultura
moderna representa un modelo limitado que no es sostenible, por lo que
resulta necesario basarse en los programas de desarrollo para alcanzar la
sostenibilidad tanto ecologica como social, cultural y econdmica. La
agricultura industrial tiene como propdsito alimentar a los cultivos mediante
el suministro de fertilizantes y compuestos hormonales sintéticos que, una
vez aplicados al suelo, son absorbidos por la planta. El control de plagas,
enfermedades y malezas se realiza s6lo mediante el uso de compuestos

agrotoéxicos. (Roog et al., 2000c).

1.3. Principales vias de contaminaciéon de alimentos vegetales

En la contaminacion de las frutas, verduras y hortalizas frescas, pueden influir
numerosos factores, como el uso de estiércol o abono como fertilizante,
utilizar agua de riego contaminada, presencia de animales en los cultivos,
equipos de cultivo contaminados, malas practicas de los trabajadores, y
contaminacion de las envasadoras y plantas de procesado. Debido a que este

tipo de alimentos pueden consumirse crudos o poco cocinados, y no se llevan



a cabo practicas de intervencion que puedan controlar o eliminar de manera

eficaz los microorganismos patégenos antes de su consumo, constituyen una

fuente potencial de enfermedades alimentarias. Estos problemas existen en
todos los paises, tanto en los desarrollados como en los que estan en vias

de desarrollo. Las fuentes de patdgenos mas importantes antes, durante y

después de la recoleccion, envasado, distribucion, y preparado del alimento

son las siguientes: (Matthews et al., 2006a)

- El agua de riego. La calidad del agua de riego es un factor muy

importante en cuanto a la seguridad alimentaria del producto. El agua
utilizada para riego puede tener diversas calidades, que varian desde
potable a agua superficial procedente de rios 0 agua municipal tratada o
no tratada. Mientras que el agua tratada por aerobiosis, en numerosas
investigaciones, se determind que puede emplearse para riego en cultivos
de alimentos que no vayan a ser consumidos directamente o que sean
procesados para su consumo, ya que contienen una alta concentracion
bacteriana, en bacterias coliformes y Salmonella, superando los limites
maximos permisibles. También el agua residual doméstica sin tratar
aplicada a los cultivos, ha demostrado que producen alimentos con altos
niveles bacterianos patdégenos (Ramirez et al., 2011)
El agua no solo es utilizada para riego, sino también para proteger de las
heladas a cultivos sensibles al frio y para mezclar pulverizaciones
protectoras. La mayoria de pulverizaciones protectoras como fungicidas,
insecticidas, etc. tienen efectos antibacterianos y cuando son mezcladas
con agua no potable inhiben el crecimiento bacteriano o destruyen las
bacterias que puedan estar presentes en el agua. (Matthews et al.,
2006b)

- El agua en el alimento. La cantidad de agua disponible en el alimento
tiene una gran influencia sobre el crecimiento y desarrollo de las
poblaciones microbianas. Alimentos de consumo inmediato como frutas,
verduras y hortalizas frescas que posean un aw (Activity water, o indice
de actividad del agua) superior a 0,980 hace que sea mas facil el
asentamiento de las poblaciones de bacterias y su posterior

multiplicacion. (Ruiz et al., 2010a)



El uso de estiércol y la seleccion de la tierra. El estiércol o abono de
origen animal aporta numerosos beneficios, tanto al suelo como a las
plantas que se encuentren cultivadas en él. Aumenta la cantidad de
carbono organico y de materia organica, mejora la granulacion, la
infiltracion del agua y la capacidad de retencion del agua, aumenta el
contenido en nutrientes, la actividad bioldgica del suelo, la fertilidad del
suelo, la calidad del suelo para el cultivo y la productividad total.
(Commitee on the Role of Alternative Farming Methods et al., 1989.)
Desafortunadamente, los animales pueden estar infectados y pueden
desprenderse de microorganismos patégenos a través de las heces, y
estos microorganismos pueden transferirse a las frutas, verduras y
hortalizas cultivadas. Actualmente se estan investigando diversas
destrezas que influyen en la eliminacion de microorganismos patdogenos
en el estiércol, como la vacunacion de animales y cambios en la
alimentacion cambiando de grano a hierba o a heno, y el uso de
prebidticos y bacteriéfagos. La supervivencia de los patdégenos depende
del tipo de suelo, de la competicién con la flora natural existente en el
suelo, de la temperatura y del cultivo. (Grocery manufactuers of America
et al., 2004)

Brotes de semillas. Son muy importantes consideradas desde el punto
de vista microbiolégico, ya que, si las semillas estdn contaminadas
constituyen también una fuente importante de microorganismos
patdgenos. Las condiciones que se utilizan para la germinacion de las
semillas, son muy cercanas a las condiciones de crecimiento de
microorganismos patdégenos. Los brotes de semillas se han relacionado
con un gran numero de enfermedades alimentarias desde finales de la
década de los noventa. (Matthews et al., 2006c¢)

Diversas publicaciones cientificas proponen tratamientos de
descontaminacion microbiolégica de semillas que pueden reducir los
niveles de patdgenos. En la actualidad no se conoce ningun tratamiento
en los que se puedan producir semillas libres de patdégenos. (Food and
Agriculture Organization of the United Nations et al., 2007)

Equipos de recoleccion. Los equipos de recolecciéon, pueden contribuir

a la infeccion de los vegetales durante su recoleccion. Diversos estudios
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indican que los equipos de recoleccion se lavan después de su uso
alrededor del 75% de las veces. El lavado puede quitar suciedad gruesa,
pero no reduce la cantidad de microorganismos presentes. La
desinfeccién los equipos se realiza aun con menos frecuencia, alrededor
del 30% de las veces. Dicho esto, si la limpieza y desinfeccion de los
equipos se realiza con esta frecuencia, las bacterias pueden
multiplicarse, hasta un punto en el que seria extremadamente dificil su
eliminaciéon y actuar como un mecanismo de contaminacion de los
alimentos. Los materiales de los que estan formados los equipos
utilizados estan siendo sustituidos, los cuchillos de hojas de acero y
mangos de madera se estan reemplazando por cuchillos con mangos de
plastico y hojas de acero inoxidable. Los cubos y contenedores hechos
con fibra de vidrio y con plastico lavable, estan sustituyendo a aquellos
de madera, con el objeto de hacer la limpieza y desinfeccién mas facil.
(Matthews et al., 2006d)

Envasadora. El lugar donde se produce el envasado debe ser disefiado
y construido para protegerse del ambiente circundante y debe
mantenerse en un buen estado de limpieza y desinfeccién. Algunas
envasadoras estan abiertas, lo que conlleva a la entrada de polvo,
suciedad y animales. En numerosos estudios, se ha comprobado que
existen brotes de enfermedades asociadas a alimentos vegetales frescos
por proceder de envasadoras donde sus condiciones higiénicas son
deficientes. En el lugar de envasado deben utilizarse material suave y
liso, impermeable al polvo y a la humedad para reducir en la medida de
lo posible la contaminacién de los productos y poder facilitar su limpieza
y desinfecciéon. (Matthews et al., 2006€e)

Equipos y superficies en contacto con los alimentos. Los
trabajadores de las envasadoras deberian tener claro, que cualquier
superficie del lugar del trabajo puede estar contaminada. Las superficies
0 equipos que estén en contacto con los alimentos, pueden acumular
residuos y otras materias procedentes de los alimentos, y constituyen una
fuente de contaminacion. Los biofilms, estan formados por una
acumulacion de bacterias y residuos de alimentos, y pueden adherirse a

las superficies que estan en contacto con los mismos, por lo que se van
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a desarrollar facilmente, si la limpieza y desinfeccion no se realiza con
regularidad. Todos los equipos, comedores, salas, asi como cualquier
lugar de trabajo, debe limpiarse y desinfectarse diariamente. (Matthews
et al., 2006f)

- Instalaciones de los empleados. La ropa de calle y las pertenencias
personales pueden contaminar los productos, equipos y superficies, por
lo que es importante que en el lugar de trabajo, exista un lugar adecuado
para que los trabajadores puedan cambiarse y almacenar sus
pertenencias. Este lugar deberia mantenerse limpio y desinfectado a
diario, y estar localizado en un &rea, de manera que la contaminacion de
los alimentos y los equipos no pueda producirse. (Matthews et al., 20069)

- Lavado de manos. Es una tarea esencial y una de las formas mas
eficaces de evitar la expansion de microorganismos patdgenos desde las
personas hacia los alimentos. En los establecimientos de trabajo,
deberian existir lavamanos en diferentes partes, para que los
trabajadores puedan lavar sus manos adecuadamente durante sus
actividades diarias. Aunque esto es una tarea muy simple, pocas
personas lavan sus manos de manera correcta y con la frecuencia
suficiente. El lavado de manos debe realizarse siempre antes de
comenzar la jornada laboral, asi como a su finalizacién, y especialmente
tras realizar actividades como el uso del aseo, toser, estornudar,
manipular alimentos crudos, tocar heridas, manipular basura, comer,
beber, fumar etc. (Matthews et al., 2006h)

1.4. Principales bacterias patégenas de alimentos vegetales

La mayoria de las preocupaciones sobre la seguridad de los alimentos
vegetales, estan relacionadas con el uso de pesticidas y plaguicidas
sintéticos, y son pocos los que las asocian con microorganismos patégenos.
(Matthews et al., 2006i)

Numerosas investigaciones epidemioldgicas indican que Salmonella,
Escherichia coli, y Listeria monocytogenes, destacan como los agentes
bacterianos mas importantes asociados a los brotes de enfermedades de
vegetales frescos, ademas, la transmision de cepas resistentes a

antibidticos, incluyendo también el S. aureus, que es resistente a la meticilina
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(MRSA) en humanos a través de la cadena alimentaria, es uno de los

mayores problemas de hoy dia. (Prado-Silva et al., 2015).

Familia Enterobacteriaceae

Las enterobacterias son bacilos Gram negativos aerobios. Estan
ampliamente distribuidas en la naturaleza. Se encuentran en la tierra y el
agua, sobre las plantas y, como indica su nombre, en el tubo digestivo de
seres humanos y animales. Dentro de esta familia, lo mas comun es
encontrar en frutas y verduras frescas, los siguientes géneros Salmonella,
Escherichia y Shigela (Ausina et al., 2006a)

Género Salmonella. Son anaerobias facultativas. Las bacterias que
pertenecen a este género son las principales causantes de
gastroenteritis. Salmonella entérica es el patdgeno mas frecuente
relacionado con el consumo de vegetales frescos, ya que coloniza
semillas germinadas y hojas de una gran variedad de vegetales. (Berger
et al., 2010Db).

Es encontrada también en el intestino humano y es eliminada por las
heces, por lo tanto la via de transmision es fecal-oral. Los vectores de
transmision son alimentos o bebidas contaminadas por manipuladores
infectados o aguas fecales o agua de riego. Pueden encontrarse a
temperaturas comprendidas entre los 7 y 48°C, pero también pueden
resistir temperaturas de refrigeracion. (Ausina et al., 2006b)

Género Shigella. Son bacterias, anaerobias facultativas. Su Unico
reservorio es el hombre. Su transmisién se debe, tanto a la ingestion de
alimentos contaminados, como por parte de personas que son
portadoras, que manipulan alimentos y fuentes de contaminacion
ambiental como aguas, lodos y suelos contaminados. Se consideran de
alto riesgo las verduras que han podido ser regadas con aguas residuales
contaminadas, aquellas que han sido fertilizadas con abonos organicos
procedentes de heces de animales infectados, o por una mala
manipulacion por parte de una persona infectada. Las frutas y verduras
crudas mal lavadas constituyen, igualmente, un peligro. (Pascual et al.,
2005a)
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Género Escherichia. Son bacilos Gram negativos, aerobios facultativos.
Fermentadoras de glucosa y lactosa. Toleran muy bien las altas
temperaturas, lo que permite diferenciarlas de otras bacterias coliformes.
Pueden encontrarse en agua y alimentos, ademas se ser saprofita de la
flora del tubo digestivo del hombre y muchos animales. La especie mas
importante de este género es Escherichia coli. (Granados et al., 1997a)
Escherichia coli. Son bacilos aerobios facultativos no esporulados. E.
coli posee numerosos factores de virulencia, pero éstos no estan
presentes en todas las cepas. Algunas cepas de E. coli tienen factores
especificos de virulencia que les permiten causar desde infecciones
urinarias hasta infecciones muy graves. Al formar parte de la flora del
intestino de animales, la bacteria puede salir al exterior con las heces, por
lo que puede formar parte del estiércol o abono utilizado para la siembra
de vegetales, o puede contaminar el agua de riego. (Salas-Salvadé et al.,
2008a).

Género Yersinia. Es un género de bacterias pertenecientes a la familia
de las enterobacterias. En el caso de los vegetales frescos, la especie de
interés es Yersinia enterocolitica.

Yersinia enterocolitica. Es un anaerobio facultativo, que crece a pH
comprendido entre 4,5y 9. Es una bacteria psicotrofica. Puede crecer a
temperaturas comprendidas entre los 0 y 42° C, siendo su temperatura
Optima entre 22 y 29° C. Puede crecer en una gran variedad de alimentos
frescos. Esta bacteria es destruida en el proceso de pasteurizacién, por
lo que su presencia en alimentos procesados se debe a recontaminacion
por productos crudos. La infeccién por Yersinia enterocolitica produce

cuadros de pseudoapendicitis. (Barreiro et al., 2006a)

Otras familias bacterianas

Género Campylobacter: Las especies de Campylobacter son habitantes
microaerobios del tubo digestivo de varios animales, como ovejas, vacas,
y aves de corral. Por tanto la bacteria es expulsada por las heces de estos
animales. C. jejuni y C. coli son las especies asociadas con mayor
frecuencia a los humanos, y se transmiten a través de alimentos

contaminados como leche y agua. A diferencia de otros agentes
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causantes enfermedades transmitidas por alimentos, Campylobacter no
se multiplica en el alimento. (Forbes et al., 2009)

Geénero Listeria. Son bacilos anaerobios facultativos no esporulados. La
contaminacion por Listeria en los alimentos, es muy similar a la de los
patdgenos entéricos. Un paciente sano infectado por bacterias de este
género, raramente desarrolla cuadros graves de listeriosis, los sintomas
a veces pasan desapercibidos, sin embargo en pacientes
inmunocomprometidos o embarazadas pueden ocasionar cuadros graves
de septicemia y/o meningitis. (Salas-Salvadé et al., 2008b)

Listeria monocytogenes. Es muy ubicuo y esta ampliamente difundido
por el medio ambiente, ademas de sus caracteristicas fisioldgicas, lo cual
les permite crecer a temperaturas de refrigeraciéon. (Salas-Salvadoé et al.,
2008c).

Se encuentra en suelos, heces de personas y animales, aguas
residuales, etc. También puede encontrarse sobre superficies hUmedas
en las plantas procesadoras de alimentos ya que es capaz de tolerar las
bajas temperaturas. Est4 presente en alimentos como la leche no
pasteurizada, carne de cerdo y pollo mal cocida y en verduras frescas mal
lavadas. (Bravo et al., 2004)

Género Clostridium. Son bacilos Gram positivos anaerobios
esporulados y catalasa negativos. Estan ampliamente distribuidos por la
naturaleza, suelos, polvo y forman parte de la flora normal del tracto
intestinal, tanto del hombre como de numerosos animales. Se comporta
como patégeno oportunista. La mayoria de infecciones por Clostridium
son de origen enddgeno, aunque en algunos casos pueden producirse
infecciones por a través fuentes exégenas. Dado que Clostridium forma
parte de la microbiota normal del intestino y se encuentra en gran
abundancia en las heces, es uno de los microorganismos utilizados para
comprobar si el agua de consumo o de riego ha sufrido algun tipo
contaminacion fecal. (Salas-Salvado et al., 2008d)

Clostridium botulinum. Posee esporas que son termorresistentes.
Estan presentes en gran variedad de alimentos, entre ellos frutas,
hortalizas y verduras. Si estos alimentos se encuentran frescos, no

constituye ningun problema, dado que si estan frescos contienen oxigeno
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y C. botulinum crece en condiciones de anaerobiosis. El problema
aparece si estos alimentos se conservan en condiciones que permitan la
germinacién de las esporas, como los tratamientos por calor, en los que
se puede producir la toxina. Esta toxina es de las mas potentes que se
conocen, pero es termolabil y puede destruirse si calentamos el alimento
a 80° C durante 10 minutos. (Salas-Salvadé et al., 2008e).

Género Vibrio. Son bacilos Gram negativos anaerobios facultativos. Son
caracteristicos por presentar una morfologia tipica, curva en forma de
coma. Generalmente son oxidasa positiva, una prueba que sirve para
diferenciarlos de enterobacterias. En nuestro caso, la especie de interés
es Vibrio Cholerae. (Granados et al., 1997b)

Vibrio Cholerae. Es una bacteria de gran interés clinico debido a la
variedad de procesos patoldgicos que produce. La infeccidn se realiza
por via oral a través de agua o alimentos contaminados. Debera traspasar
la barrera del estbmago para que se produzca la exotoxina, responsable
de la produccion de diarreas masivas, 1o que conllevan a la pérdida de
agua y electrolitos, provocando una deshidratacion grave, que puede
llevar a producirse coma y la muerte. (Granados et al., 1997c¢)

Género Staphylococcus. Son cocos Gram positivos, anaerobios
facultativos, caracterizados por presentar una disposicion tipica en forma
de racimos de uva. La especie mas conocida de este género es
Staphylococcus aureus, denominada asi por formar colonias de color
dorado. Algunas caracteristicas de los estafilococos explican su
patogeneicidad, que puede asumirse de varias formas. Crecen
relativamente bien en condiciones de presidn osmoética elevada y
humedad relativa reducida. Es probable que el pigmento amarillo que
presentan les confiera cierta proteccion ante los efectos antimicrobianos
de la luz solar. (Tortora et al., 2007)

Staphylococcus aureus. Bioquimicamente es productora de coagulasa
y ademas son fermentadoras de manitol. La infeccion por esta bacteria
estd causada por la ingestion de alimentos que contienen toxinas
preformadas por la bacteria en la fase exponencial de su crecimiento, que
contribuyen a su patogeneicidad porque aumenta su capacidad de invadir

el organismo. Produce una toxina causante del sindrome de shock toxico,
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una infeccidn grave caracterizada por fiebre elevada y vomitos que en
ocasiones pueden provocar la muerte. S. aureus también produce una
enterotoxina que al ser ingerida, genera nauseas y vomitos y es una de
las causas mas comunes de intoxicacion alimentaria. Entre los alimentos
implicados en este tipo de intoxicacion se incluyen alimentos cocinados
consumidos en frio, alimentos que han sido muy manipulados en frio y
los elaborados a partir de cremas y productos lacteos. La conservacion
de alimentos a temperatura ambiente permite la sintesis de la toxina.
(Salas-Salvaddé et al., 2008f).

S. aureus también se encuentra en las secreciones nasales, piel, heridas,
0jos, y tracto intestinal del hombre, ademas de estar en el suelo y aire,
por lo que los manipuladores de alimentos, tanto los trabajadores
agricolas, trabajadores en envasadoras y manipuladores en casa, han de
tener mucho cuidado, ya que pueden transmitir esta bacteria si no
realizan una correcta manipulacién o una higiene de manos deficiente.
(Ruiz et al., 2010b)

- Género Pseudomona. Son bacilos Gram negativos aerobios estrictos
no esporulados. Se encuentran ampliamente distribuidos en la naturaleza
tanto en el suelo como en el agua. También son microbiota predominante
en larizosferay en lafilosfera de plantas; del mismo modo, se han
aislado de ambientes acuéaticos, tanto de agua dulce como de aguas
marinas. Son bacterias que necesitan pocos requerimientos para su
supervivencia. (De la Rosa et al., 1997)

Género Aeromona. Bacilos Gram negativos anaerobios facultativos.
Residente en aguas y son causantes de agentes etioldégicos de
gastroenteritis. Existen diversas especies causantes de infecciones en el
hombre, siendo la méas importante Aeromona hydrophila (Ruiz et al.,
2010c)

Aeromona hydrophila. Puede encontrarse en aguas dulces, salobres y
efluentes que no han sido tratadas. Reside en una gran cantidad de
alimentos, como pescados, mariscos, carnes rojas, y verduras. El
problema es, que puede aparecer en aguas gque hasta han sido cloradas,
y contiene muchas cepas psicrotrofas Afecta a individuos de todas las

edades, pero en especial a nifios, personas de edad avanzada e
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inmunocomprometidos.. Son sensibles a los tratamientos por calor, pero
los alimentos crudos o poco cocinados, en especial las verduras son

potencialmente peligrosos. (Ruiz et al., 2010d)

Métodos de conservacion de los vegetales frescos

Conservacién en frio. La temperatura aplicada, va a depender de la
naturaleza y de las propiedades de cada alimento, asi el frio se regulara
de manera distinta, segun el alimento del que se trate. Existen dos formas
de frio, por encima de los 0°C hablaremos de frio positivo o refrigeracion,
y por debajo, frio negativo o congelacion, y puede llegar hasta la
ultracongelacion, alcanzandose a temperaturas inferiores a los -40° C.
(Villegas Becerril et al., 2014a)

Productos deshidratados. Los productos deshidratados son aquellos
gue han sido sometidos a procesos naturales o provocados en los que se
elimina el agua contenida en un alimento. Esto evita que puedan
desarrollarse procesos enzimaticos o crecimiento microbiano sobre el
alimento de manera que puedan provocar su deterioro. (Villegas Becerril
et al., 2014b)

Conservas en vidrio o en lata. Realizadas de forma similar y en ambos
casos con dos métodos complementarios, por un lado el envase de metal
o de cristal, al que es aplicado un proceso denominado appertizacién
(esterilizacion efectuada dentro de recipientes cerrados herméticamente)
y por otro lado la aplicacién de los liquidos de conserva. Los liquidos de
conserva pueden ser, soluciones salinas, azucaradas y jugos naturales,
producidos de la coccion del propio alimento. Las conservas no son
alimentos crudos, deben someterse a un proceso de pasteurizacion, para
impedir el deterioro enzimatico y el crecimiento bacteriano. La
pasteurizacion provoca una elevacion de la temperatura, dependiendo del
tipo de alimento, y se producira la coccién del alimento de forma natural.
(Villegas Becerril et al., 2014c)

Encurtidos. Es una forma de conserva que permite que los alimentos se
mantengan durante un tiempo prolongado por accion de dos factores. Por
un lado, la accion quimica de algunos productos y por otro, el enlatado o

embotado. Es lo que se conoce como semiconserva. Esta accion quimica
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se produce por una mezcla de acidos y sales aromatizadas con especias,
lo que provoca una fermentacion ligera que disminuye la acidez del
alimento y aumenta el tiempo de duracién de la conserva. Se someten a
este proceso alimentos como pepinillos, col, aceitunas, zanahorias, ajos,
alcaparras, setas, tomates, pimientos, jengibre, jalapefos, cebollas, y
muchos otros. (Villegas Becerril et al., 2014d)

Atmadsferas controladas o modificadas. Estos procesos estan basados
en la disminucién de la concentracion de oxigeno, lo que implica la
disminucién del aire en el interior del envase y su sustitucion por diéxido
de carbono y/o nitrogeno dependiendo del tipo de producto. Lo que se
pretende conseguir es disminuir la actividad respiratoria, senescencia y
ablandamiento de los tejidos. Es muy importante tener en cuenta la
permeabilidad del material utilizado para el envase y la temperatura de
almacenamiento, ya que al aumentar la temperatura, aumenta la

intensidad respiratoria. (Hernandez et al., 1999b)
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2. OBJETIVOS

Los objetivos de este trabajo son los siguientes:

1. Evaluar la carga bacteriana en alimentos vegetales procedentes de
agricultura ecologica e industrial.

2. Realizar una identificacion preliminar de los microorganismos aislados
mediante determinacién de su morfologia, tipo de pared celular y actividad
catalasa.

3. Evaluar la eficacia de los medios selectivos empleados para el aislamiento
de microorganismos a partir de alimentos vegetales.

4. Realizar un estudio comparativo de la carga bacteriana en alimentos

vegetales en funcién del tipo de cultivo empleado en su produccion.

3. MATERIALES Y METODOS
3.1. Alimentos empleados

Para la realizacion del proyecto se emplearon 10 muestras de productos
vegetales, obtenidos en un comercio de Linares (Jaén). Las muestras vegetales
empleadas se dividen en dos categorias, 5 muestras eran ecolégicas y las otras
5 no ecoldgicas y/o industriales, con el objeto de establecer un estudio
comparativo de la carga microbiana en ambos tipos de cultivo.

Los ensayos se realizaron a lo largo de tres sesiones. En la primera sesion se
emplearon 3 muestras de productos de origen ecolégico: limén, mandarina y
rabano. En la segunda sesidén se emplearon otras 3 muestras, de las cuales dos
eran de origen ecoldgico, alcachofa y pimiento y la otra muestra era de origen
industrial, pimiento. En la tercera y ultima sesién se emplearon 4 muestras, de
origen industrial, limén, mandarina, rabano y alcachofa.

Todas las muestras fueron conservadas en refrigeracion, y envueltas en papel
de aluminio cada una por separado, durante 48 horas, a 4° C, para evitar su

deterioro, y sin ningun tipo de conservante ni aditivo.

3.2. Medios de cultivo

Para el analisis microbiolégico se emplean diferentes medios de cultivo, todos

ellos de la casa comercial Sharlab© (Barcelona). Para su preparacion se siguen
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las instrucciones del fabricante presentes en el etiguetado de cada medio de
cultivo.

3.2.1. Preparaciéon de medios de cultivo no selectivos

3.2.1.1. Triptona Soja Agar (TSA)

Es un medio de uso general utilizado para el cultivo de todo tipo de
microorganismos. La presencia de peptona de soja y peptona de caseina permite
un crecimiento adecuado tanto de microorganismos exigentes como no
exigentes, incluyendo bacterias aerobias y anaerobias. Es utilizado también
como base para la preparacion de otros medios de cultivo. (Manual basico de
microbiologia, Cultimed, 2003 a)

- Composicion (g/L)

Polisorbato 80. ... ... 5,00
HIiSAItiNa. ... 1,00
Peptona de Soja.......ooviiiii 5,00
S0dio TiosUlfato. ... 0,5
=Y o311 = 0,7
Peptonade Caseina..........ccooeiiiiiiiiii i 15,00
SOAIO ClOTUIO. .. e 5,00
0 = 15,00
pH: 7,3+0,2.

- Preparacion

En el etiquetado del preparado comercial de TSA, indica que, por cada litro de
agua destilada se afiaden 40 gramos de medio deshidratado. En nuestro caso
se prepararon 500 mililitros de agua destilada en un Matraz Erlenmeyer, por lo
que se tuvieron que afiadir 20 gramos de medio. El matraz se tapd con algodoén
hidrofobo y se cubrié con papel de aluminio, y se introdujo en autoclave a 121°C
durante 20 minutos. Pasado este tiempo se atemperd en el bafio a 50°C, y se

extendio sobre las placas petri.
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3.2.2. Preparacion de medios de cultivo selectivos

3.2.2.1. MRS Agar

Es un medio utilizado para el cultivo y recuento de bacterias del género
Lactobacillus y otras bacterias lacticas. La peptona, el extracto de carne, el
extracto de levadura y la glucosa proporcionan una fuente muy nutritiva, ya que
aportan nitrégeno, carbono, vitaminas y minerales. El sodio, magnesio y
manganeso proveen cofactores para el crecimiento bacteriano y pueden inhibir
el desarrollo de algunos microorganismos. El citrato de amonio impide el
crecimiento de bacterias del género Bacillus y de bacterias Gram negativas.
(Manual basico de microbiologia Cultimed, 2003b)

- Composicion (g/L)

Proteosa de peptona.........c.ooeiiiiiii i 10,00
= (o (o Y0 (ST 7= [ T 10,00
Extracto de levadura........... ..o, 5,00
GIUCOSA. et 20,00
Fosfato dipPOtaSICO......euie i 2,00
ACELALO 0B SOAIO. ...t 5,00
Citrato de @amONIO........oe i 2,00
Sulfato de Magnesio. ... ..o 0,2
Sulfato de Manganeso.........c.viiiii i 0,05
0 = T 10,00
pH: 6,2+0,2

- Preparacion

En el etiquetado del bote comercial nos indica que hay que afadir, por cada litro
de agua destilada, 62 gramos de medio de cultivo MRS deshidratado. En nuestro
caso, preparamos 800 mililitros y afiadimos 49,6 gramos de medio de cultivo. A
continuacion el matraz se tapd con algodon hidrofobo y se cubrié con papel de
aluminio, y se esterilizé en autoclave a 121°C durante 20 minutos. Pasado este

tiempo se atempero en el bafio a 50°C, y se extendio sobre placas petri.
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3.2.2.2. Vogel Johnson, Agar (VJ AGAR).

Es un medio utilizado para la rapida deteccion de estafilococos coagulasa
positivo fermentadores de manitol, a partir de alimentos y otros materiales de
importancia sanitaria y clinica. En el medio de cultivo, la caseina de peptonay el
extracto de levadura aportan los nutrientes necesarios para el adecuado
desarrollo bacteriano. EI manitol es el hidrato de carbono fermentable. El fosfato
de potasio, el cloruro de litio y la alta concentracion de glicina inhiben el
desarrollo de la flora habitual de tracto respiratorio superior y de algunas
especies de microorganismos Gram positivos y negativos, permitiendo el
crecimiento selectivo de estafilococos. El rojo fenol es el indicador de pH y el
agar es el agente solidificante. Es diferencial por la fermentacion de manitol y
reduccion de telurito a teluro. Los estafilococos coagulasa positivo, fermentan el
manitol, produciendo la acidificacién del medio y el viraje del indicador de pH al
color amarillo, y también reducen el telurito a teluro observandose como colonias
de color negro. (Manual basico de microbiologia, Cultimed, 2003 c)

- Composicion (g/L)

Caseinade peptona.........ccooviiiiii 10,00
EXtracto de 1evadura..........ooiiiiiiii e 5,00
Fosfato dipotasiCo.........ccooiviirii 5,00
MaNIOL. ... 10,00
] [Tox 15 = R 10,00
Cloruro de liti0. ... 5,00
ROJOfENOL. ... 0,025
AL e 15,00
pH: 7.2 +0.2

- Preparacion

En el etiquetado del bote comercial nos indica que por cada litro de agua
destilada debemos afadir 60 gramos de medio de cultivo V-J deshidratado. En
nuestro caso, preparamos 800 mililitros de agua destilada en un matraz
Erlenmeyer, por lo que tuvimos que afadir 48 gramos de medio de cultivo. A
continuacion agitamos y tapamos el matraz con algodén hidréfobo. Cubrimos

con papel de aluminio, y llevamos a autoclave a 121° C durante 20 minutos.
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Pasado este tiempo se dejo atemperar en el bafio y se extendio sobre las placas

petri.

3.2.2.3. Kanamicina esculina azida, Agar (KAA Agar)

Medio de cultivo utilizado para el aislamiento e identificacion de Enterococos en
agua, alimentos y otras muestras bioldgicas. La presencia de Kanamicina y Azida
de sodio inhibe el crecimiento de las bacterias acomparfantes. Debido a que el
medio presenta esculina, pueden aparecer colonias de color negro debido a la
hidrolisis que realizan estas bacterias, hasta esculetina. (Manual béasico de
microbiologia Cultimed, 2003d)

- Composicion (g/L)

LI 10 3 - VP 20,00
EXtracto de 1eVadUIa........cccuiieiiiiieceee e e 5,00
Cloruro de SOI0.......ceueiiiiii e e e e eans 5,00
ESCUIINAL ...t 1,00
Citrato diSOUICO. ....uuuviiiiiiiiieiiiie e 1,00
Y AW4 o =0 [T Yo [ o J 0,15
Sulfato de KanamiCINa..........uvveueiiiiiieeee e e 0,02
AT e 10,00

pH: 7,0+0,2 a 25°C.

- Preparacion

En el etiquetado del bote comercial, nos indica que por cada litro de agua
destilada se afiaden 43 gramos de medio de cultivo deshidratado. En nuestro
caso preparamos 800 mililitros en un matraz Erlenmeyer, y afiadimos 34,4
gramos de medio de cultivo. A continuacion agitamos, tapamos con algodon
hidréfobo, y cubrimos el matraz con papel de aluminio. Se esteriliza en autoclave,
a 121° C durante 20 minutos. Pasado este tiempo, se dejé atemperar en el bafio

y se extendié el medio en placas de Petri.

3.2.2.4. Eosina Azul de Metileno Agar (EMB)

Este medio es utilizado para el aislamiento selectivo de bacilos Gram negativos

de rapido desarrollo y escasas exigencias nutricionales. Permite el desarrollo de
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todas las especies de la familia Enterobacteriaceae. La diferenciacién entre
organismos capaces de utilizar la lactosa y/o sacarosa, y aquellos que son
incapaces de hacerlo, estd dada por los indicadores eosina y azul de metileno;
éstos ejercen un efecto inhibitorio sobre muchas bacterias Gram positivas.
Muchas cepas de Escherichia coli y Citrobacter, presentan colonias con un
caracteristico brillo metalico. Las cepas que utilizan la lactosa poseen centro
oscuro con periferia azulada o rosada, mientras que las que no lo hacen son
incoloras. Este medio permite el crecimiento de Candida, que forma colonias
rosadas y puntiformes, mientras que Acinetobacter y otras bacterias oxidativas
pueden dar colonias azuladas, esto puede ocurrir aunque las cepas no sean
capaces de acidificar a partir de lactosa al 0.5% y ello se debe a la incorporacién
de azul de metileno a sus membranas. (Manual basico de microbiologia
Cultimed, 2003e)

- Composicion

Peplona. . ... 10,00
LaCtOSa. ... 10,00
SACANOSA. .. ettt 5,00
Fosfato dipotasiCo.........ccooviiniii 2,00
B OSSN, e e 0,4
AzUl de MELIENO. ... 0,065
0 = 15,00
pH: 7,1+0,2.

- Preparacion

En el etiquetado del bote comercial, nos indica que por cada litro de agua
destilada deben afadirse 36 gramos de medio de cultivo EMB deshidratado. En
nuestro caso preparamos 800 mililitros, por lo que tuvimos que afadir 28,8
gramos de medio de cultivo. A continuacién agitamos, tapamos con un algodoén
hidrofobo y cubrimos el matraz con papel de aluminio. Se esteriliza en autoclave
a 121° C durante 20 minutos. Pasado este tiempo, se deja atemperar en el bafio

y después se extiende en placas de Petri.
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3.3. Procesado de las muestras

Las muestras de alimentos vegetales, una vez obtenidas, son transportadas al
laboratorio en las condiciones mas asépticas posibles, evitando el contacto entre
un alimento y otro. Una vez en el laboratorio cortamos una pequeiia parte del
alimento con un cuchillo y pesamos 5 gramos del mismo. Lo introducimos en una
bolsa hermética, y la rotulamos. Medimos en un tubo Falcon 45 ml se solucion
salina y se vierte en bolsa hermética. Procuramos extraer todo el aire contenido
en la bolsa, y la introducimos en el homogeneizador de tejidos, (Stomacher)
durante 30 segundos a velocidad media, para producir una digestion mecéanica

del alimento.

3.4. Siembrade las muestras en placa

Una vez procesadas las muestras, se preparan diluciones seriadas en tubos
Eppendorf de 1,5 ml. Cada tubo contiene 0,9 ml de solucion salina. Partimos de
la dilucién 0, que es nuestra bolsa hermética con el alimento digerido. Medimos
0,1 ml con una micropipeta y afiadimos a uno de los tubos, mezclamos y
cambiamos la punta de la pipeta para evitar arrastrar bacterias de la dilucién
anterior, porgue asi las diluciones no serian correctas, y este tubo sera la dilucién
-1. Hacemos la misma operacion, medimos 0,1 ml del tubo -1y lo vertemos sobre
otro tubo, que sera la dilucién -2. Mezclamos y cambiamos la punta de la pipeta.
Hacemos la misma operacion hasta la dilucion -4. De manera que el tubo con la
dilucién — 1 sera la dilucién de la muestra méas concentrada y la — 4 la mas diluida.
Estas diluciones seriadas, se hacen para poder realizar el recuento de las
unidades formadoras de colonias por gramo (UFC/g) tras siembra e incubacion

en los medios de cultivo citados anteriormente.

UFC/g= Numero de colonias*FD*100

FD es el factor de dilucion de la placa donde se ha realizado el recuento. El
recuento ha de hacerse en aquellas placas que contengan de 30 a 300 colonias.
Una vez realizadas las diluciones de cada alimento, se preparan las placas con
los medios de cultivo para realizar la siembra. Para cada alimento se preparan 4

placas de medio general TSA, una por cada dilucion correspondiente, desde la
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dilucion -1 hasta la -4. De los medios selectivos, se preparan 2 placas de cada
medio, siendo placa 0, que va a contener muestra no diluida y la placa -1. Es
muy importante rotular las placas con el nombre del alimento, nombre del medio
y la fecha de siembra, para evitar confusiones a la hora de la lectura y el
recuento. Una vez preparadas las placas, se procede a la siembra. Se toman
100 pl de la dilucion correspondiente y se vierten sobre su placa. Flameamos el
asa triangular de Drigasky, y extendemos los 100 pl por toda la placa. Una vez
sembradas todas las placas de cada alimento, las llevamos a la estufa, las placas
con medio MRS en la estufa a 30 grados y las placas con medio TSA, EMB, KAA
y VJ a la estufa a 37 grados.

Pasadas 48 horas procedemos a la lectura y recuento de las placas (Yousef y
Carlstrom., et al 2003).

3.5. Identificacion preliminar
3.5.1. Tincion de Gram

Esta tincidon fue desarrollada por el doctor Christian Gram en el 1884. Permite
en funcion de la estructura y grosor de la pared bacteriana, clasificar a las
bacterias en Gram positivas y Gram negativas. Las Gram positivas tienen una
capa gruesa de peptidoglicano y carecen de membrana externa, mientras que
las Gram negativas poseen una capa mas fina de peptidoglicano y si poseen
membrana externa. La tinciébn de Gram involucra varios pasos:

Sobre un portaobjetos limpio y seco, extendemos una pequefia gota de agua,
picamos una colonia bacteriana y la depositamos sobre la gota de agua y
extendemos. A continuacién dejamos secar la extension, una vez seca, fijamos
con calor, pasando 2 6 3 veces por la llama del mechero. Dejamos que la
preparacion se enfrie.

Tincién inicial. Las células se tifien con cristal violeta, que es el colorante
primario. En este paso todas las células se tifien de color morado. Afiadimos
cristal violeta durante 2 minutos, y escurrimos el colorante.

Mordiente. Se adiciona Lugol, que es un yoduro. El Lugol reacciona con el
colorante cristal violeta, y forma un complejo cristal violeta-yoduro. En este punto
todas las células contindan de color morado. Dejamos actuar el Lugol durante

dos minutos.
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Decoloracion. Adicionamos alcohol etilico de 96°, para producir el lavado del
complejo cristal violeta-yoduro de las células Gram negativas. De esta manera
las bacterias Gram positivas contindan de color morado y las Gram negativas
guedan incoloras. Este es el paso critico de esta tincidn, ya que si dejamos actuar
demasiado tiempo el alcohol, se decoloraran las bacterias Gram positivas, y Si
se hace muy débil no decolora a las Gram negativas. Lavamos suavemente la
preparacion con alcohol etilico, adicionando sobre un extremo y dejando que
escurra por toda la preparacion. Tras este paso es muy importante lavar
abundantemente con agua destilada para eliminar completamente los restos de
alcohol etilico.

Contratincion. Se vuelve a tefiir con Safranina, de manera que las bacterias
Gram negativas, que habian sido decoloradas, ahora se tifien de color rosado.
A las Gram positivas no les afecta la contratincién y por lo tanto van a seguir
permaneciendo de color morado. Afladimos Safranina y dejamos actuar durante
3 minutos. Después lavamos con agua destilada. Dejamos secar y podemos
observar al microscopio. (Rodriguez et al., 2005a).

3.5.2. Determinacion de la actividad catalasa

La catalasa es una enzima hemoproteica, esta caracterizada por poseer
estructura tetramérica, en la cual cada una de las subunidades contiene un grupo
hemo (Fe3*). Esta presente en la mayoria de bacterias aerobias estrictas,
facultativas, y anaerobias aerotolerantes.

La catalasa tiene actividad peroxidasa, ya que cataliza la oxidacién de sustratos,
acoplada a la reduccién de perdxido de hidrégeno, para formar agua y oxigeno
molecular. En la prueba de la catalasa la reaccion se efectta con dos moléculas
de peroxido de hidrogeno, de las cuales, una actia como sustrato reducido y la
otra como donador de atomos de hidrégeno; es decir, formacion de agua
(sustrato reducido) y oxigeno (donador oxidado).

El peroxido de hidrégeno es un compuesto muy toxico para las bacterias.
Generalmente las bacterias que carecen de citocromos, también carecen de
actividad catalasa.

La prueba de la catalasa se hace generalmente sobre lamina, en un portaobjetos,

aunque también puede hacerse en tubo. Se usa con frecuencia para diferenciar
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géneros como Streptococcus (-) de Staphylococcus (+) y Micrococcus (+) asi
como de Bacillus (+) de Clostridium (-) (Rodriguez et al., 2005b).

Para la realizacion de esta prueba, en nuestro caso, se hizo sobre una placa petri
estéril. Ailadimos una gota de peréxido de hidrogeno (agua oxigenada) sobre la
placa, flameamos el asa de siembra y picamos sobre una colonia bacteriana.
Después extendemos la colonia bacteriana sobre la gota de peroxido de
hidrogeno, hasta que la colonia bacteriana quede desprendida totalmente del
asa de siembra. Comprobamos si se produce efervescencia (formacion de
burbujas), considerando la prueba positiva, o si por el contrario no se produce

efervescencia, siendo la prueba negativa (Mac Faddin et al., 2003).

4. RESULTADOS

Pasadas 48 horas, procedemos al recuento del nimero de colonias en cada
medio de cultivo. Contaremos en aquellas placas en las que haya un crecimiento
bacteriano considerable, de 30 a 300 colonias. Una vez hecho el recuento, se
realiza el calculo de las Unidades Formadoras de Colonias por gramo (UFC/g),
gue nos permite conocer la cantidad de microorganismos presentes en cada
alimento. En la placa escogida, hacemos en primer lugar una identificacion
macroscopica, identificando el color y el tamafio de las colonias. Después
hacemos un andlisis microscoépico, realizando una tincién de Gram de cada tipo
de colonia, que nos permitira clasificar cada tipo bacteriano segin su morfologia,
tipo de pared que poseen, y tipo de agrupacion en su caso. Por ultimo realizamos
la prueba de la determinacion de la actividad catalasa, también de cada tipo de
colonia, que nos permitird hacer una identificacion presuntiva de cada una de las

bacterias que estamos estudiando.

29



4.1. Identificacion y recuento en alimentos de origen ecolégico

Del limén y mandarina separamos céscara y pulpa, ya que ambas partes son

utilizadas en alimentacion.

Céscara Limén ecologico (Citrus limon)

Medio UFClg Morfologia Gram Catalasa
colonias
KAA
V-J 0 Colonias amarillas:
Cocos + +
Colonias blancas: + +
Cocos

Colonias blancas
rugosas:
Levaduras

EMB
MRS

TSA 0 Colonias blancas - +
rugosas:
Levaduras

Colonias amarillas: + +

Cocos

Tabla 1. Recuento e identificacién macro y microscépica de las colonias bacterianas de la muestra
de cascaradelimén ecolégico. No se indican unidades formadoras de colonias ya que el crecimiento
bacteriano estuvo por debajo del limite minimo representativo, habia menos de 30 colonias en cada

placa.

En el medio V-J se observan tres tipos de colonias, de las cuales se han
identificado cocos Gram positivos y con actividad catalasa positiva. Por estas
caracteristicas probablemente se trate de bacterias del género Staphylococcus,
La especie en concreto no podemos determinarla con exactitud ya que seria
necesario realizar otras pruebas bioquimicas. La otra colonia observada en este
medio, se correspondia con la morfologia tipica de una levadura.

En el medio general TSA comprobamos que han aparecido el mismo tipo de
bacterias que en el medio V-J, cocos Gram positivos con actividad catalasa

positiva y el mismo tipo de levadura.
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Pulpa Limon ecologico (Citrus limon)

En la pulpa del limon ecoldgico no obtuvimos crecimiento bacteriano en ningan
de los medios de cultivo. Esto es debido al contenido &cido de este alimento. El
valor de pH del jugo de limoén oscila entre 2,5y 3, es un pH muy acido. Se sabe
que en los alimentos que tienen un pH cercano al neutro, entre 6,5y 7,5 su
deterioro se produce relativamente rapido, en comparacion con los alimentos con
un alto contenido &cido, ya que en ambientes &cidos, se inhibe el crecimiento de
una gran parte de microorganismos. (Ruiz et al., 2010d)

Céscara Mandarina ecolégica (Citrus reticulata)

Medio UFC/g Morfologia colonias Gram Catalasa
KAA 0
V-J Colonias amarillas: + +
2,89 x 10* Cocos
Colonias rosas: Cocos + +
EMB 3.44 x 10* Colonias incoloras- - +

rosas: Bacilos/Coco-

bacilos

Colonias negras: - +
Bacilos
MRS 0,33 x 10° Colonias blancas + -

pequefias: Bacilos

Colonias blancas

grandes y rugosas:

Levaduras
TSA 1.94 x 10* Colonias blancas: + +
Cocos
Colonias amarillas: - T
Bacilos

Tabla 2. Recuento e identificacion macro y microscépica de las colonias bacterianas de la muestra

de cascara de mandarina ecolégica

Observamos que hemos obtenido crecimiento en todos los medios, excepto en
el medio KAA, con lo que descartamos presencia de bacterias del género
Enterococcus en esta muestra.

En el medio VJ, en primer lugar se observa que el color del medio que
inicialmente es naranja, ha virado a color rosa por el crecimiento bacteriano.
Aparecen dos tipos de colonias, colonias amarillas y colonias rosas y en ambas
se observan al microscopio cocos Gram positivos catalasa positiva, por lo que

podriamos predecir que son bacterias pertenecientes al género Staphylococcus.
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En el medio EMB encontramos dos tipos de colonias, unas incoloras, pero
ligeramente rosas, debido al color del medio y de color negro con un halo
transparente alrededor, y ambas correspondian a bacilos Gram negativos
catalasa positiva. Por estas caracteristicas podriamos predecir que son bacterias
pertenecientes a la familia Enterobacteriaceae.

También hemos observado crecimiento bacteriano en el medio MRS. Las
bacterias que son capaces de crecer en este medio son bacterias productoras
de acido lactico o bacterias lacticas. El hecho de aparecer este tipo de bacterias
puede atribuirse a que ha pasado mucho tiempo desde la recoleccion de la
mandarina hasta su analisis microbiolégico, y en la cascara de la mandarina
ecologica han comenzado a producirse procesos de fermentacion. (Ruiz et al.,
2010e).

En el medio TSA se observan dos tipos de colonias, una de ellas de color blanco,
correspondiéndose a cocos Gram positivos catalasa positiva. Por esta
morfologia presuntamente se trate de Staphylococcus. La otra colonia, de color
amarillo, se correspondia con bacilos Gram negativos catalasa positiva, por lo

gue por estas caracteristicas se trata de enterobacterias.

Pulpa Mandarina ecolégica (Citrus reticulata)

Medio UFClg Morfologia Gram Catalasa
colonias
KAA 0
V-J 5,4x102 Colonias amarillas: + +
Cocosy

Cocobacilos

Colonias amarillas + +

claras: Cocos

EMB 5,7x10? Colonias - +
incoloras-rosas:
Bacilos
Colonias negras: - +
Bacilos
MRS 0
TSA 2,3x103 Colonias amarillas: - +
Bacilos
Colonias blancas: + +
Cocosy

Cocobacilos

Tabla 3. Recuento e identificacion macro y microscépica de las colonias bacterianas de la muestra

de pulpa de mandarina ecolégica
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En la pulpa de mandarina ecolégica, podemos descartar en primer lugar la
presencia de bacterias del género Enterococcus, porque no se ha producido
crecimiento en el medio selectivo KAA, y también descartamos la presencia de
bacterias lacticas, porque tampoco ha habido crecimiento bacteriano en el medio
selectivo MRS.

En el medio selectivo V-J, observamos dos tipos de colonias, que por sus
caracteristicas, presuntamente se traten de bacterias pertenecientes al género
Staphylococcus.

En el medio selectivo EMB, se observan dos tipos de colonias. Por sus
caracteristicas, lo mas probable es que se traten de bacterias pertenecientes a
la familia de Enterobacteriaceae, cuyos géneros y especies no podemos
determinar, ya que seria necesario realizar diversas pruebas bioquimicas.

En el medio general TSA, observamos dos tipos de colonias, por sus
caracteristicas, podemos deducir que se corresponden con dos de las presentes
en los medios de cultivo selectivos, V-Jy EMB.

El hecho de haber obtenido crecimiento bacteriano, se atribuye a que, aunque
los alimentos pertenecientes al género Citrus presentan un pH acido, a medida
gue estos frutos van madurando, van perdiendo sus condiciones iniciales de pH,
como consecuencia del incremento de azucares expresados como sélidos
solubles. El incremento del pH de la mandarina resulta beneficioso para los
consumidores hasta un cierto punto, ya que aumenta su dulzura y por tanto la

calidad, si bien puede favorecer también su deterioro. (Reina et al., 1995a)
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Rabano ecoldgico (Raphanus sativus)

Medio UFClg Morfologia Gram Catalasa
colonias
KAA 0
V-J 1,52x10* Colonias rosas: + +
Cocos
Colonias amarillas: + +

Cocobacilos

Colonias blancas: + +

Cocos

EMB 5,4x10* Colonias incoloras - +

rosas: Bacilos

Colonias negras: - +
Bacilos
MRS 0
TSA 8,3x10* Colonias amarillas: + +

Cocobacilos

Colonias blancas: + T

Cocos

Tabla 4. Recuento e identificacion macro y microscopica de las colonias bacterianas de la muestra
de rdbano ecoldgico

En el rabano ecoldgico, podemos descartar la presencia de bacterias lacticas,
ya gue no han crecido colonias en el medio MRS, y también de bacterias del
género Enterococcus, porque tampoco aparecieron colonias en el medio KAA.
En el medio selectivo EMB encontramos bacilos y cocobacilos ambos Gram
negativos y catalasa positiva, que por estas caracteristicas presuntamente se
trate de bacterias pertenecientes a la familia Enterobacteriaceae.

En el medio selectivo V-J encontramos tres tipos de colonias en las que aparecen
cocos Gram positivos con catalasa positivo, que posiblemente sean bacterias
pertenecientes al género Staphylococcus

Por altimo en el medio TSA han crecido dos tipos de colonias, las cuales se
correspondian con dos de los tres tipos de colonias que nos habian crecido en
el medio selectivo V-J.

La contaminacion por bacterias pertenecientes a la familia Enterobacteriaceae
en los cultivos de rdbano puede estar influida por diversos factores. Numerosas
investigaciones realizadas acerca de la calidad microbioldgica de los cultivos de
Raphanus sativus han demostrado que la mayor parte de su contaminaciéon es
debida a la mala calidad microbiolégica del agua de riego. En los rabanos

ecologicos, ademas de la calidad del agua de riego, pueden intervenir otros
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factores en la aparicion de enterobacterias, como el uso de estiércol de origen
animal como abono de estos cultivos. A diferencia de los rabanos de origen
industrial, también influye que no se apliquen pesticidas y fertilizantes quimicos
inorganicos, ya que pueden disminuir las poblaciones microbianas. (Ramirez et
al., 2011a)

Alcachofa ecoldgica (Cynara scolymus)

Medio UFClg Morfologia Gram Catalasa
colonias
KAA 0
V-J 3,4x10* Colonias amarillas: + +
Cocos
Colonias blancas: + +
Cocos
EMB 3,32x10* Colonias negras: - +
Bacilos
MRS 0
TSA 3,7x10* Colonias amarillas: + +
Cocos
Colonias blancas: + +
Cocos

Tabla 5. Recuento e identificaciéon macro y microscopica de las colonias bacterianas de la muestra

de alcachofa ecolégica

En Alcachofa ecolégica, descartamos en primer lugar presencia de bacterias del
género Enterococcus ya que no se ha producido crecimiento bacteriano en el
medio selectivo KAA. También podemos descartar la presencia de bacterias
lacticas porque tampoco ha existido crecimiento en el medio selectivo MRS.

En el medio selectivo V-J encontramos dos tipos de colonias, amarillas, y
blancas, observando en ambas cocos Gram positivos con catalasa positiva, que
por estas caracteristicas, presuntamente se trate de bacterias pertenecientes al
género Staphylococcus.

En el medio selectivo EMB encontramos colonias negras, que son Bacilos Gram
negativos con catalasa positiva. Por estas caracteristicas podemos deducir que
son bacterias pertenecientes a la familia Enterobacteriaceae.

En el medio general TSA han aparecido dos tipos de colonias, amarillas y
blancas, ambas correspondiéndose con cocos Gram positivos catalasa positiva,

que probablemente sean las mismas colonias que habian crecido en el medio
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selectivo V-J, por lo que presuntamente se trate de bacterias del género

Staphylococcus.

Pimiento verde ecoldgico (Capiscum annuun)

Medio UFClg Morfologia Gram Catalasa
colonias
KAA 0
V-J 5,3x10? Colonias amarillas: + +

Cocobacilos

Colonias blancas: + +
Cocos
EMB 7,7x10? Colonias - +
incoloras-rosas:
Bacilos
Colonias negras: - +
Bacilos
MRS 0 Colonias blancas: + +
Cocos
TSA 1,21x103 Colonias amarillas: + +

Cocobacilos

Colonias blancas: - T

Bacilos

Tabla 6. Recuento e identificacion macro y microscépica de las colonias bacterianas de la muestra
de pimiento ecoldgico.

En el pimiento ecoldgico en primer lugar podemos descartar la presencia de
bacterias del género Enterococcus ya que no se ha producido crecimiento en las
placas del medio selectivo KAA.

En el medio selectivo V-J encontramos colonias amarillas, bacilos y coco-bacilos
Gram positivos catalasa positiva. Las colonias blancas, que son cocos Gram
positivos catalasa positiva, podemos deducir que se trata de bacterias
pertenecientes al género Staphylococcus.

En el medio selectivo EMB, encontramos dos tipos de colonias, rosas y negras
ambas correspondiéndose a bacilos Gram negativos catalasa positiva. Por estas
caracteristicas podemos deducir que se trata de bacterias pertenecientes a la
familia Enterobacteriaceae.

En el medio selectivo MRS, no se han indicado unidades formadoras de colonias,
debido a que el crecimiento bacteriano estuvo por debajo del limite
representativo, pero si se produjo crecimiento bacteriano. Observamos sélo un
tipo de colonia, de color blanco, correspondida a cocos Gram positivos catalasa

negativa. Por estas caracteristicas presuntamente se trate de bacterias lacticas.
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4.2. ldentificacion y recuento en alimentos de origen industrial

Céascara Limon no ecoldgico/Industrial (Citrus limon)
En la cascara de limén de origen industrial no se indican unidades formadoras
de colonias, ya que no se ha producido crecimiento bacteriano en ninguno de los

medios de cultivo.

Pulpa Limon no ecoldgico/Industrial (Citrus limon)

En la pulpa de limén de origen industrial, no se indican unidades formadoras de
colonias, ya que no hubo crecimiento bacteriano en ninguno de los medio de
cultivo.

Al igual que en la pulpa de limoén ecoldgico, el limén presenta un pH muy acido,
entre 2,5y 3. En ambientes 4cidos se inhibe el crecimiento de una gran parte de
microorganismos. (Ruiz et al., 2010e).

También puede influir el hecho de que este fruto no estuviese demasiado
maduro, ya que a medida que se va produciendo su maduracion, el pH puede ir
aumentando por el incremento en la concentracion de azlcares. (Reina et al.,
1995b)
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Céscara Mandarina no ecolégica/Industrial (Citrus reticulata)

Medio UFClg Morfologia Gram Catalasa
colonias
KAA 0
V-J 3,9x103 Colonias amarillas: + +
Cocosy

Cocobacilos

Colonias rosas: + +
Cocos
Colonias blancas: + +
Cocos
EMB 2,56x103 Colonias - +
incoloras-rosas:
Bacilos
Colonias negras: - +
Bacilos

esporulados

MRS 0 Colonias blancas + -

lisas: Bacilos

Colonias blancas
rugosas:
Levaduras

TSA 5,2x103 Colonias blancas: + +

Cocos

Colonias amarillas: - +

Bacilos

Tabla 7. Recuento e identificacion macro y microscépica de las colonias bacterianas de la muestra

de cascara de mandarina industrial.

En la cascara de mandarina de origen industrial, descartamos la presencia de
bacterias del género Enterococcus, debido a que no se ha producido crecimiento
en el medio selectivo KAA.

En el medio V-J, aparecen tres tipos de colonias, correspondidas con cocos
Gram positivos y catalasa positiva. Por estas caracteristicas, podriamos deducir
que son bacterias pertenecientes al género Staphylococcus.

En el medio MRS, aunque no se indiqguen unidades formadoras de colonias,
debido a que el numero de colonias se encontraba por debajo del limite
representativo, aparecen dos tipos de colonias, de color blanco con textura lisa,
en la que encontramos bacilos Gram positivos catalasa negativa. Podemos

deducir que se trata de bacterias lacticas. El hecho de que aparezca este tipo de
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bacterias en la cascara de la mandarina de origen industrial, puede deberse a

que durante su almacenamiento en el frigorifico.

Pulpa Mandarina no ecologica/Industrial (Citrus reticulata)

En la pulpa de mandarina de origen industrial, no aparecieron colonias
bacterianas en ningn medio selectivo. En el medio general TSA si se produjo
crecimiento bacteriano, pero el numero de colonias bacterianas se encontraba
por debajo del limite representativo. Las colonias que aparecieron eran de color
blanco y se correspondian con cocos Gram positivos y Gram negativos catalasa
positiva. Por estas caracteristicas no podemos deducir a que género bacteriano
pertenecen, ya que el medio TSA es un medio de cultivo general, por lo que la
identificacion de estas bacterias requeriria la realizacion de otras pruebas

bioquimicas.

Rabano no ecoldgico/Industrial (Raphanus rapanistrum)

Medio UFClg Morfologia Gram Catalasa
colonias
KAA 0
V-J 4,4x10° Colonias amarillas: + T
Cocos
Colonias blancas: + +
Cocos
EMB 7,9x103 Colonias - +
incoloras-rosas:
Bacilos
Colonias negras: - +
Bacilos
MRS 0
TSA 1,48x10* Colonias amarillas: - +
Bacilos
Colonias blancas: + T
Cocos

Tabla 8. Recuento e identificacion macro y microscépica de las colonias bacterianas de la muestra
de rdbano industrial.

En el rGbano de origen industrial, descartamos la presencia de bacterias del
género Enterococcus, ya que no se ha producido crecimiento bacteriano en el
medio de cultivo selectivo KAA. También descartamos la presencia de bacterias

lacticas porque tampoco existio crecimiento en el medio selectivo MRS.
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En el medio V-J, aparecieron dos tipos de colonias, ambas correspondiéndose
con cocos Gram positivos catalasa positiva. Podemos deducir que se tratan de
bacterias pertenecientes al género Staphylococcus.

En el medio EMB nos encontramos con dos tipos de colonias, incoloras pero
ligeramente rosas, debido al color del medio y colonias negras, en las que en
ambas son bacilos Gram negativos catalasa positiva. Por estas caracteristicas
probablemente se traten de bacterias pertenecientes a la familia
Enterobacteriaceae.

En el medio general TSA, aparecieron dos tipos de colonias, unas de color
amarillo, que se correspondian con bacilos Gram negativos catalasa positiva, y
otras de color blanco, correspondiéndose a cocos Gram positivos catalasa
positiva, lo que corresponde a los tipos morfolégicos encontrados en los medios
selectivos V-J y EMB.

Alcachofa no ecoldgica/lndustrial (Cynara scolymus)

Medio UFClg Morfologia Gram Catalasa

colonias

KAA 0

V-J 4,6x103 Colonias amarillas: + +

Cocos

Colonias blancas: + +
Cocos
EMB 1,16x103 Colonias - +

incoloras-rosas:

Bacilos

Colonias negras: - +

Bacilos

MRS 0
TSA 1,64x10* Colonias blancas - +

grandes: Bacilos

Colonias amarillas: - +

Bacilos

Colonias - -
transparentes:

Bacilos

Tabla 9. Recuento e identificacién macro y microscopica de las colonias bacterianas de la muestra

de alcachofa industrial.

En alcachofa de origen industrial, descartamos la presencia de bacterias

pertenecientes al género Enterococcus porque no se ha producido crecimiento
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bacteriano en el medio selectivo KAA. También descartamos la presencia de
bacterias lacticas ya que tampoco existio crecimiento en el medio selectivo MRS.
En el medio selectivo V-J, encontramos dos tipos de colonias, amarillas y
blancas, ambas correspondiéndose con cocos Gram positivos catalasa positiva.
Por estas caracteristicas presuntamente se trate de bacterias del género
Staphylococcus.

En el medio EMB encontramos con dos tipos de colonias, incoloras o ligeramente
rosas por la coloracion del medio y colonias negras, ambas bacilos Gram
negativos con catalasa positiva. Podemos aproximarnos por estas
caracteristicas a que son enterobacterias.

En el medio general TSA, aparecieron tres tipos de colonias bacterianas, dos de
las cuales corresponden a bacilos Gram negativos catalasa positiva. La otra
colonia bacteriana era incolora y corresponde a bacilos Gram negativos catalasa
negativa. En principio no podemos deducir a que género bacteriano pertenece,
ya que no ha aparecido en ninguno de los medios selectivos empleados.

Pimiento verde no ecoldgico/Industrial (Capiscum annuum)

En el pimiento verde no ecologico o industrial, no indicamos unidades
formadoras de colonias ya que el crecimiento de las mismas se encontraba por
debajo del limite representativo. Aparecieron pocas colonias en el medio
selectivo V-J, de color blanco, que eran cocos Gram positivos catalasa positiva.
Por estas caracteristicas posiblemente se trate de alguna especie bacteriana del
género Staphylococcus.

En el medio general TSA, deberia haber aparecido al menos, algun tipo de
colonia que se correspondiese con la colonia que habia crecido en el medio
selectivo V-J, pero no fue asi, obtuvimos sélo un tipo de colonia, de color blanco,
correspondiéndose a bacilos Gram positivos catalasa negativa. Por estas
caracteristicas no podemos deducir a que género bacteriano pertenece, ya que

no ha aparecido en ninguno de los medios selectivos empleados.
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4.3. Comparacion de la carga microbiana en alimentos ecoldgicos e
industriales

En las siguientes gréaficas podemos comparar la cantidad microbiana existente
en alimentos de origen ecologico y de origen industrial.

a. Cascara mandarina ecologica (Citrus reticulata)
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Gréfica 1. Comparacion de unidades formadoras de colonias por gramo (UFC/g) en cascara de

mandarina ecolégica e industrial

En la cascara de mandarina, se observa que el nimero de unidades formadoras
de colonias por gramo (UFC/g) ha sido mucho mayor en la mandarina

procedente de origen ecoldgico que en la procedente de origen industrial

b. Pulpa mandarina ecolégica (Citrus reticulata)
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Gréfica 2. Comparacioén de unidades formadoras de colonias por gramo (UFC/g) en pulpa de mandarina

ecoldgica e industrial
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En la pulpa de mandarina, observamos que tan s6lo hemos obtenido crecimiento
bacteriano en la mandarina de origen ecol6gico, mientras que en la mandarina
de origen industrial no se indican unidades formadoras de colonias por gramo

(UFC/g) ya que o no aparecié ninguna colonia en los distintos medios de cultivo.

c. R4bano (Rabanus sativus)
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Gréfica 3. Comparacion de unidades formadoras de colonias por gramo (UFC/g) en rdbano ecolégico e

industrial.

En rabano, observamos que hay un mayor nimero de unidades formadoras de
colonias por gramo (UFC/g) en rabano de origen ecoldgico que en el rAbano de
origen industrial, en los tres medios donde se obtuvo crecimiento: V-J, EMB y
TSA.

d. Alcachofa (Cynara scolymus)
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Gréfica 4. Comparacién de Unidades Formadoras de Colonias por gramo (UFC/g) en alcachofa ecoldgica e

industria

Observamos que hemos obtenido un mayor nimero de unidades formadoras de

colonias por gramo (UFC/g) en todos los medios donde ha habido crecimiento

43



(V-J, EMB y TSA) en alcachofa de origen ecoldgico, que en alcachofa de origen
industrial.

e. Pimiento verde (Capiscum annuum)
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Gréfica 5. Comparacién de unidades formadoras de colonias por gramo (UFC/g) en pimiento verde ecolégico e

industrial

En el pimiento verde observamos que tan solo hemos obtenido crecimiento
bacteriano en las placas procedentes de pimiento verde ecoldgico. En el pimiento
verde industrial no se indicaron unidades formadoras de colonias por gramo
(UFC/g) ya que no se produjo crecimiento bacteriano en ningin medio de cultivo,

o el niumero de colonias estaba por debajo del limite representativo.

f. Céascara Citrus limon

En la cascara de limén, no se produjo crecimiento bacteriano, por lo que no

podemos representarlo graficamente.

g. Pulpa Citrus limon

En la pulpa de limoén, tampoco se ha producido crecimiento bacteriano, por lo

gue no lo hemos representado graficamente.

4.4. Pruebas estadisticas

Realizamos la prueba t-student, para muestras independientes: UFC/g de
alimentos ecolégicos y UFC/g de alimentos industriales, y consideramos que las

varianzas son desiguales.
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Para poder realizar un correcto estudio estadistico, tenemos en cuenta una serie

de consideraciones:

1.

Establecemos una hipétesis. El promedio del numero de Unidades
Formadoras de Colonias por gramo (UFC/g) de los alimentos ecolégicos
es mayor que el de los alimentos industriales.

H. (Hipdtesis alternativa): Existe una diferencia significativa entre la media
de UFC/mI de alimentos ecoldgicos y la media de UFC/g de alimentos
industriales

Ho (Hipotesis nula): No existe una diferencia significativa entre la media
de UFC/g de alimentos ecologicos y la media de UFC/g de alimentos
industriales

Valor de a (Alfa). Es el nivel de significancia o grado de error.
Generalmente, si no nos dicen lo contrario el nivel de alfa es un 5%, es
decir, 0,05

Elegimos el test estadistico. Consideramos en primer lugar que nuestro
estudio es transversal, porque analizamos dos grupos en un mismo
momento. La variable fija, serian los dos grupos, y la variable aleatoria,
es decir, lo que vamos a comparar, es numerica.

Determinacion de Normalidad

P-valor >a. Aceptamos H,. Los datos provienen de una distribucion
normal

P-valor <a. Aceptamos H;. Los datos NO provienen de una distribucion
normal.

Igualdad de varianza. Mediante la prueba de Levene

P-valor >a. Aceptamos H,. Las varianzas son iguales.

P-valor <a. Aceptamos H;. Existen diferencias significativas entre las

varianzas.
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Prueba t para dos muestras suponiendo varianzas

desiguales

Alimentos ecoldgicos Alimentos industriales
Media 13,814 2,4368
Varianza 470,6624333 20,52622267
Observaciones 25 25
Diferencia hipotética de las medias 0
Grados de libertad 26
Estadistico t 2,566736183
P(T<=t) una cola 0,008186128
Valor critico de t (una cola) 1,70561792
P(T<=t) dos colas 0,016372256
Valor critico de t (dos colas) 2,055529439

En primer lugar, observamos que existen diferencias significativas con respecto
a la media, la media de los valores de UFC/g de alimentos ecoldgicos es mayor
gue la media de los valores de UFC/g de los alimentos industriales. Aceptamos
Ha.

En cuanto a la normalidad. El p-valor obtenido, es menor que alfa, es decir
0,016<0,05. Por lo tanto podemos determinar que nuestros datos no proceden
de una distribucién normal. Aceptamos H;

Realizando la prueba de Levene, observamos que el p-valor obtenido es menor
que el nivel de significancia (a), es decir 0,016<0,05, por lo tanto existen
diferencias significativas entre las varianzas. Aceptamos H.

Este tipo de prueba estadistica, intentamos aplicarla de forma especifica, para
cada medio de cultivo, para comprobar si existian o no diferencias significativas
en el nimero de unidades formadoras de colonias por gramo en ambos tipos de
alimentos. Al realizarla, observamos que no existian diferencias significativas, el
p-valor obtenido resultaba mayor que el nivel de significacién, por lo tanto no se
cumplia nuestra hip6tesis establecida de partida. Esto pudo ser debido a que, al
hacer la prueba para cada medio de cultivo, no disponiamos de un numero

representativo de muestras.
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5. DISCUSION

Como hemos podido comprobar anteriormente en las graficas de cada alimento,
existen diferencias entre la cantidad de unidades formadoras de colonias por
gramo, en alimentos ecolégicos e industriales, en todos los medios de cultivo,
tanto en los selectivos como en el medio general, obteniendo mayor nimero en
los alimentos ecolégicos que en los industriales. En cualquier caso las
poblaciones de bacterias presentes en ambos tipos de alimentos deben
encontrarse en un rango de concentracion aceptable para no causar problemas
para la salud humana.

Los alimentos vegetales poseen su propia flora bacteriana, encontrdndose en
menor proporcidn que la flora adquirida a partir del agua, suelo, estiércol, tierra
y manipulacién humana. Este hecho hace que los vegetales puedan tener la flora
adquirida muy elevada, que depende del tipo de alimento. (Hernandez et al
1999Db).

La contaminacion de alimentos vegetales por bacterias pertenecientes al género
Staphylococcus esté relacionada con los manipuladores de alimentos. El hombre
es un agente activo de la cadena alimentaria, por lo que es una fuente de
contaminacion muy importante. En la piel del hombre existe una microflora
natural combinada con una flora adquirida superficial. En esta microflora se
encuentran bacterias pertenecientes al género Staphylococcus cuya
concentracion varia segun la localizacion corporal y la higiene individual. Se
consideran aceptables concentraciones en el dorso de la mano cuya
concentracion oscile entre 75 y 125 gérmenes por centimetro cuadrado.
(Hernandez et al., 1999c)

La presencia de enterobacterias puede estar causada por diversos factores. Por
un lado, el agua de riego, también constituye una fuente importante de
transmision de bacterias patégenas a los alimentos vegetales. El agua utilizada
en alimentacion, o en procesos industriales debe ser tratada y desinfectada. El
agua posee una flora muy variada, en la que encontramos desde gérmenes que
son habituales en el agua, hasta gérmenes de origen humano y animal, que
suelen ser patdogenos y mayoritariamente enterobacterias de origen intestinal
como E. coli, Shigella, Salmonella, Clostridium perfringens, Vibrio cholerae, etc.
(Pascual et al., 2005b)
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Por otro lado la aplicacion de estiércol en los cultivos es otra via de transmision
de bacterias patdgenas procedentes del intestino de algunos animales. La
contaminacion puede producirse de manera directa o de manera indirecta,
arrastrado por alguan agente fisico, como lluvia, viento etc. La composicion de
los residuos del estiércol es variable, tanto fisica como quimicamente, asi como
segun sus condiciones de almacenamiento. Dependiendo de las condiciones de
almacenamiento el contenido bacteriano puede ser muy elevado, hasta 8,4x107
UFC/g de Salmonella se han encontrado en estiércol fresco, pero si el estiércol
es almacenado en condiciones adecuadas su contenido bacteriano puede llegar
a ser indetectable. En numerosos estudios se ha determinado que tipo de
bacterias estan presentes segun la procedencia del estiércol. En la industria
porcina las enfermedades entéricas son uno de los mayores problemas,
salmonelosis, disenteria etc. Las principales bacterias patégenas presentes en
el estiércol animal son, Salmonella, E. coli, Listeria monocytogenes,
Campylobacter, Yersinia y Leptospira. En paises menos desarrollados se ha
encontrado la presencia Brucella y Mycobacterium. La mayoria de patégenos
presentes pueden destruirse si se aplican tratamientos adecuados, sin embargo
Salmonella o E. coli pueden sobrevivir a tales tratamientos (Sanchez., et al 2016)
En los alimentos de origen industrial, el hecho de no aparecer unidades
formadoras de colonias o que aparezcan en menor nimero que en los alimentos
ecolégicos, es debido al uso de pesticidas y plaguicidas de origen sintético. Se
han realizado estudios experimentales en los que se demuestra su capacidad
antimicrobiana tanto para microorganismos patégenos como de
microorganismos propios de la flora del suelo y de la planta. (Hernandez et al.,
2014)
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CONCLUSIONES

Los mayores recuentos bacterianos se obtuvieron en rabano y alcachofa,
tanto obtenidos mediante agricultura ecolégica como no ecoldgica, asi
como en cascara de mandarina ecoldgica.

El resto de alimentos analizados presentaron recuentos entre una y dos
unidades logaritmicas menores.

No se han detectado microorganismos en ninguno de los medios
empleados en céscara ni pulpa de limén, tanto ecoldgico como industrial,
en pulpa de mandarina no ecoldgica ni en pimiento verde no ecoldgico.
En ninguno de los alimentos analizados, tanto ecolégicos como
industriales, se han aislado enterococos en el medio selectivo KAA.

Las identificaciones preliminares de los microorganismos aislados
corresponden con los tipos microbianos esperados en los medios
selectivos empleados, que han mostrado una eficacia adecuada en el
aislamiento de grupos microbianos concretos a partir de estos alimentos.
Si bien por alimentos considerados de forma individual no se obtuvieron
diferencias significativas en los recuentos bacterianos de alimentos
obtenidos por cultivo ecoldgico o industrial, los datos globales de ambos
tipos de alimentos si mostraron diferencias estadisticamente
significativas, con recuentos superiores en alimentos ecoldgicos, debido
probablemente a la ausencia de desinfectantes y otros compuestos
guimicos en este tipo de cultivo, lo que puede favorecer el crecimiento

microbiano.
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