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RESUMEN

La inocuidad alimentaria es un tema que dia con dia cobra mayor vigencia,
tanto en el ambito nacional como el internacional. La disponibilidad de
alimentos con calidad sanitaria adecuada es un reclamo universal, y su
demanda es mayor conforme la poblacion adquiere conciencia de la
importancia que tiene para su salud, el consumo de alimentos contaminados
con cualquier tipo de patdgenos y sustancias téxicas. Por estos motivos, la
evaluacioén de la contaminacién biolégica ha sido considera como un aspecto
esencial en cualquier estudio sobre la calidad e inocuidad de los alimentos.
En este ambito, los principales microorganismos que pueden estar presentes
en los alimentos y que causan enfermedades son las bacterias (Familia:
Entorobacteriaceae). Dentro de esta inmensa familia de bacterias patégenas
se encuentran los Coliformes Totales (CT) y Coliformes Fecales (CF) que
incluyen a los géneros Escherichia, Enterobacter, Klebsiella y Citrobacter.

En el caso del cultivo de melén Cantaloupe en el afio 2002, fue asociado con
brotes de salmonelosis segun la FDA de los Estados Unidos, provocando el
cierre de fronteras a suexportacion hacia este pais y Canada. Ante esto, los
gobiernos correspondientes han establecido la normalizacién internacional
basada en el Sistema Analisis de Peligros y Puntos Criticos de Control
(HACCP) y las Buenas Précticas Agricolas (BPA) y Buenas Practicas de
Manufactura (BPM) para asegurar la calidad e inocuidad en la produccién de

hortalizas. Por otro lado y debido a que se ha establecido como alternativa



dentro del ambito de la produccion agricola; la agricultura organica,la cual se
caracteriza por proveer de alimentos libres de agroquimicos sintéticos,
inocuos y con un gran valor nutricional y debido que en estos sistemas se
emplean abonos que provienen de diferentes residuos organicos, resulta
trascendente el estudiar si estos materiales no favorecen la presencia de
organismos patdgenos al hombre en los frutos generados en este tipo de
sistemas.

El cultivo de meldén se establecié en un invernadero de la Universidad
Auténoma Agraria Antonio Narro- Unidad Laguna, durante el ciclo P-V 2013;
y se utilizaron mezclas de diferentes abonos organicos con arena de rio. El
analisis microbiolégico se realizdé aplicando las normas NOM-109-SSA1l-
1994, Bienes y Servicios. Procedimiento para la Toma, Manejo y Transporte
de Muestras de Alimentos para su Andlisis Microbioldgico y NOM-113-SSA1-
1994, Bienes y Servicios, El recuento de Coliformes Totales y Coliformes
Fecales, se realiz6 con el Método para la cuenta de Microorganismos
Coliformes Totales en placa. Bajo las condiciones en que se realizé el
experimento, se concluyé que los sustratos utilizados; Vermicompost,
Compost simple y Compost con yeso mezclados con Arena de Rio,
favorecieron la inocuidad de los frutos de meldn.

Palabras claves:Abonos orgénicos, Analisis microbiolégico, Bacterias:

Enterobacteriaceae, Coliformes Fecales, Inocuidad Alimentaria
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|. INTRODUCCION

Los riesgos para la salud humana transmitidos por los alimentos pueden
deberse a causas de orden fisico, quimico y/o biol6gico. La evaluacién de la
contaminaciénbiolégica siempre ha sido una parte importante en cualquier
estudio sobre la calidad de alimentos (Bortman et al., 2003; FAO-WHO,
2008).En este ambito, los principales microorganismos que pueden estar
presentes en los alimentos y que causan enfermedades son las bacterias
(Familia:Enterobacteriaceae) las cuales se encuentran normalmente en el
tracto digestivo de animales de sangre caliente y son transmitidas por
alimentos, o a través del contacto directo con el estiércol, asi como con el
empleo de estiércoles como abonos organicos, o bien, por la manipulacion
gue sobre éstos realizan los trabajadores, cuyas manos, a falta de higiene,
pueden ser contaminadas (Jiménez-Diaz, 2004).

Dentro de la inmensa familia de bacterias patdgenas se encuentran los
Coliformes Totales (CT) y Coliformes Fecales (CF). Las bacterias CT se
definen como bacilos cortos, Gram negativos, aerobios o anaerobios
facultativos, no esporulados, que fermentan la lactosa cuando se incuban
entre 32 y 35 °C, en menos de 48 horas, generando acidos y gas, éste Ultimo
producto se manifiesta en las campanas de extraccion. Incluye los géneros
Escherichia, Enterobacter, Klebsiella y Citrobacter(lsaac-Marquez et al.,

1994).



Por su parte, al grupo de CF corresponden aquellos organismos que
presentan capacidad para generar Indol y fermentar la lactosa a
temperaturas que oscilan de 44 a 45 °C, estos organismos se consideran el
indicador mas adecuado de contaminacién con heces de animales y
humanos, en pescados, mariscos, carnes, leche, entre otros (Isaac-Marquez
etal., 1994).

Por otro lado, debido a que en la agricultura moderna, se ha soslayado la
sostenibilidad de la productividad agricola. El uso de agroquimicos ha
provocado incrementos substanciales de la produccion; no obstante, sus
efectos adversos han impactado de manera significativa la sostenibilidad de
la agricultura(Marquez-Hernandez et al., 2010).

En el mismo sentido, el monocultivo y la contaminacién por el uso
indiscriminado de agroquimicos han reducido la biodiversidad de los
agroecosistemas, causando su inestabilidad, la cual se manifiesta, entre
otros efectos nocivos, en una mayor incidencia de plagas y enfermedades en
los cultivos y la alta posibilidad de contaminacién de la produccién de los
diferentes 6rdenes de contaminacién -Fisica, Quimica o Bioldgica. Lo que
puede provocar que las exportaciones de diversas especies vegetales, hacia
Estados Unidos de Norteamérica y Canadd, se hayan visto comprometidas
hasta el punto de cierre de fronteras, como en el caso del mel6n (Cucumis
melo L.) cuando fue asociado con brotes de salmonelosis (FDA, 2002).

Este y los problemas de seguridad y salud publica inherentes a la fabricacion
y uso de agroquimicos han conducido a la busqueda de alternativas para el

ambito de la produccién agricola(Zavaleta-Mejia, 1999). Dentro las
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soluciones, Marquez-Hernandez et al. (2010) destacan que la agricultura
organica, —en la cual se aplican abonos orgéanicos como el compost y el
vermicompost- es una alternativa de gran transcendencia, en virtud de que
provee alimentos libres de plaguicidas y de fertilizantes sintéticos, inocuos y
con un gran valor nutricional.

Otras ventajas de estos abonos se relacionan con el proceso de su
elaboracion, asi pues, Panikkar et al. (2004) determinaron que el compostaje
de residuos organicos (estiércoles, residuos municipales, entre otros) reduce
significativamente la presencia de organismos patdégenos a través del
incremento de la temperatura y de la concurrencia de microorganismos, los
cuales emplean estos residuos como fuente de alimento y de energia.

Por su parte el vermicompostaje, en el cual se emplean diversas especies de
lombrices, es un proceso mas rapido y genera un producto de mayor calidad,
no solo por la mayor disponibilidad de elementos nutritivos, sino que ademas
se genera una reduccion significativa de los microorganismos patdgenos
(Valadares-Veras y Povinelli. 2004).Por la transcendencia de los elementos
descritos, el trabajo se basé en la busqueda de CT y CF en frutos de melén

Cantaloupe desarrollados en diferentes sustratos orgénicos.

I.I.- Objetivo General
Determinar la presencia de Coliformes Totales y Coliformes Fecales en frutos
de Mel6on Cantaloupe (Cucumis melo L.) desarrollados en diferentes

sustratos organicos.



I.I.1.- Objetivos especificos

Determinar el recuento total de Coliformes Totales y Coliformes
Fecales en la superficie y en la pulpa de frutos de meldn desarrollados
en diferentes sustratos organicos.

Identificar el abono organico con los mayores indices de
contaminacion de Coliformes totales y fecales en la parte externa e
interna de los frutos de melén.

Seleccionar el abono organico que garantice la inocuidad de los frutos

de meldn.

I.2.- Hip6tesis

La inocuidad de los frutos del melén, respecto a la presencia de organismos

patégenos, se favorece al aplicar abonos orgéanicos.



Il. REVISION DE LITERATURA

2.1.- Intoxicacion Alimentaria.

En general, la produccion de alimentos libres de contaminantes no solo
depende del lugar de su produccidon o preparacion, sino también de los
procesos de elaboracién y de las personas que toman contactos con ellos.
Un alimento estd contaminado cuando existen sustancias extrafias. La
intoxicacion alimentaria puede ser causada por el consumo de alimentos que
contengan sustancias quimicas toxicas, como los plaguicidas o demas
insumos agricolas, y que no pueden eliminarse con un lavado o se han
sometido a un lavado insuficiente, o las comidas contaminadas por
microorganismos que producen toxinas o materiales peligrosos que son
absorbidas por los organismos.En relacion a lo anterior, se reconoce que un
alimento contaminado es realmente peligroso y causante generalmente de
las enfermedades de origen alimentario. Los gérmenes llegan a los alimentos
de diversas formas ya que se encuentran en todas partes, algunos son
perjudiciales para el hombre causando enfermedades, éstos toman el

nombre de gérmenes patdgenos (IBNORCA, 2013).

También pueden causar intoxicacion alimentaria las sustancias
contaminantes que penetran accidentalmente en los alimentos, como puede
ser el caso del mercurio, o determinados elementos nutritivos que producen

una reaccion alérgica en el tracto digestivo de algunas personas susceptibles



a éstos. Por su parte, son enfermedades transmitidas por alimentos aquellas
producidas por la ingestion de toxinas formadas en el tejido de plantas,
animales o productos metabélicos de microorganismos en los alimentos o por
sustancias quimicas que se incorporan a ellos de modo accidental, incidental
0 intencionalencualquier momento desde producciébn hasta su
consumo(Henry, 2005; Apella y Araujo, 2011).

Una vez que son ingeridos estos alimentos hay un retardo, llamado periodo
de incubacién, antes de que comiencen los sintomas de la enfermedad. Este
retardo puede oscilar entre horas y dias, dependiendo del organismo, y de
cuantos de ellos se ingiera. Durante el periodo de incubacion de las bacterias
patégenas o toxinas, los microbios pasan a través del estbmago al intestino y
se readhieren a las células que recubren las paredes intestinales y
comienzan a multiplicarse alli, comenzando a producir dafios a la salud de
los humanos(FAO-OMS, 2009).

Algunos tipos de microbios permanecen en el intestino, otros producen una
toxina que es absorbida en la corriente sanguinea y algunos pueden invadir
directamente tejidos corporales mas profundos, los sintomas producidos
dependen en gran medida del tipo de microbio. Numerosos organismos
ocasionan sintomas andalogos, especialmente diarrea, calambres
abdominales y nausea. Hay tanta superposicion en saber qué organismo
esta produciendo la enfermedad debido a la analogia de sintomas, que rara
vez es posible determinar que microbio es probable que esté ocasionando
una enfermedad dada; para ello se realizan pruebas de laboratorio para

identificar al patégeno(Henry, 2005; FAO-OMS, 2009).
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2.2 Categorias de peligros con los que se pueden contaminar los
alimentos

Concepto de peligro. Agente biolégico, quimico o fisico presente en un
alimento o bien la condicién en que éste se halla, que puede causar un
efecto adverso para la salud de los humanos. Los peligros considerados en
el Sistema de Analisis de Peligros y Puntos Criticos de Control(HACCP, por
sus siglas en inglés) estan definidos en tres categorias: Biologicos
(microbiolégicos), quimicos y fisicos(FDA-CFSAN, 2001).

Peligros quimicos. Se dividen en tres categorias en funcién de su origen: 1.
Intrinsecos: (se encuentran en los alimentos por naturaleza: factores
antinutricionales, alcaloides téxicos, etc.), 2. Materiales afiadidos: constituyen
un peligro para el consumidor los agroquimicos, aditivos alimentarios y
conservadores, 3. Por deficiencias técnicas: durante las operaciones de
siembra, cosecha, transportacion y procesamiento se pueden contaminar los
alimentos con sustancias toxicas provenientes del suelo, el aire, las aguas,
materiales de empaqgue, desinfectantes y detergentes (Figura 1)(FDA-
CFSAN, 2001).

Peligros fisicos. Se dividen en dos categorias: 1. Intrinsecos de los
alimentos; se encuentran en el producto por naturaleza, tales como semillas
y espinas, 2. Por deficiencias técnicas; resultante de la contaminacién de los
alimentos con materias extrafias (vidrios, plasticos, tierra, polvo, restos de
ramas u otros objetos por inadecuadas operaciones de cultivo, cosecha,

transportacion y procesamiento(FDA-CFSAN, 2001).



uUso CONTAMINACION
INTENCIONAL ACCIDENTAL

FRUTAS Y HORTALIZAS FRESCAS

Figura 1. Mecanismos de Contaminacion Quimica de Frutas y Hortalizas
Frescas (OIRSA, 2001).

Peligros biol6gicos. Organismos patégenos infecciosos o sus toxinas que
pueden infectar los alimentos en cualquier etapa de la cadena productiva. La
contaminacién por microorganismos resultara un peligro en funcion de ciertas
circunstancias, durante la producciéon de alimentos, lo cual esta relacionado
con: la higiene de los alimentos durante la produccion y las condiciones de
crecimiento microbiolégico propias o material (Figura 2). Entre estos peligros
de origen biol6gico se encuentran: algas, parasitos, insectos, roedores,
bacterias u otros que contaminan los alimentos durante el cultivo, cosecha y

postcosecha(FDA-CFSAN, 2001).
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Figura 2. Mecanismos de Contaminacion con Microorganismos
Patégenos de Frutas y Hortalizas Cruda (OIRSA, 2001).

2.3.-Principales bacterias patégenas al hombre: Familia:
Enterobacteriaceae
Las bacterias entéricas o Enterobacterias se definen como las bacterias que
se encuentran en los intestinos de los animales de sangre caliente y el
hombre. Las bacterias entéricas son los miembros mas importantes de la
familia Enterobacteriaceae debido a que algunos de éstos simbidticamente
ayudan a la digestion de sus anfitriones, mientras que otras especies
patégenas causan la enfermedad o la muerte de su organismo huésped. Los

organismos patdgenos de esta familia incluyen especies de los géneros



Escherichia, Salmonella, Shiguella, Klebsiella yYersinia. Todos estos
patégenos estan estrechamente relacionados con la contaminacién fecal de
los alimentos (Bortman et al., 2003; FAO-WHO, 2008).

Las Enterobacterias son microorganismos aerobios, los cuales fermentan
una amplia variedad de carbohidratos, poseen una estructura antigénica
compleja y producen varias toxinas u otros factores de virulencia. Son el
grupo mas comun de bacilos Gram negativos cultivado en el laboratorio
clinico y se encuentra entre las bacterias patégenas mas comunes. La
taxonomia de las Enterobacteriaceae es compleja, las Enterobacteriaceae
clinicamente significativas comprenden 20 a 25 especies (Adams y Moss,
1997; Camacho et al., 2009).

La familia Enterobacteriaceae crece sobre peptona o medios con extractos
de carne con adicion de Cloruro de Sodio (NaCl) u otros suplementos: crecen
adecuadamente en Agar MacConkey, en condiciones aerobias y anaerobias
(son anaerobias facultativos), fermentan la glucosa en vez de oxidarla y con
frecuencia producen gas; son catalasa positivos; 6xidos negativos y reducen
el nitrato a nitrito. Dentro de este grupo se encuentran los denominados
Coliformes (Adams y Moss, 1997; Camacho et al., 2009).

El grupo coliforme es el grupo de bacterias que ha recibido la mayor atencion
para la aplicacion como un indicador de la contaminacién fecal. Su presencia
en el ambiente del agua y de los alimentos indica la contaminacion fecal y la
posible presencia de agentes patdgenos. La mayoria de las infecciones de
patégenos entéricos requieren un gran nimero de organismos para ser

ingeridos por adultos inmunocompetentes, con la excepciéon de Shiguella.
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Las bacterias Coliformes se utilizan como indicadores de bacterias entéricas

patégenas en los alimentos y el agua (Yakub, 2005).

2.3.1.-Bacilos Entéricos. Morfologia y Caracteristicas de los Coliformes.

Los CT son bacterias que tienen forma de bastoncillos (0.5 a 3 micras), que
no forman esporas, y son Gram negativo aerobias y anaerobias facultativas,
su caracteristica principal es que fermentan la lactosa con formacion de
gases al cabo de 48 horas a una temperatura de 35 a 37°C, los CF se
diferencian de CT por ser termotolerantes y resistentes a temperaturas de 44
a 46°C(Brooks et al., 2011). Este grupo de microorganismos es un adecuado
indicador de contaminaciéon bacteriana ya que los Coliformes, de acuerdo
con Koneman et al., (2006) son:
e Comensales comunes del tracto gastrointestinal tanto del hombre
como de los animales de sangre caliente.
e Estan presentes en el tracto gastrointestinal de animales de sangre
caliente en grandes cantidades.
e Permanecen mas tiempo en el agua que las bacterias patégenas.
e Se comportan de igual manera que los patégenos en los sistemas
de desinfeccion.
Los CF y la E. coli en particular, se han seleccionado como indicadores de
contaminacion fecal debido a su relacién con el grupo tifoide-paratifoide y a
su alta concentracion en diferentes tipos de muestras clinicas(Koneman et

al., 2006).
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Los CF son un subgrupo de los CT, capaz de fermentar la lactosa a 44.5°C.
Aproximadamente el 95% del grupo de los coliformes presentes en las heces
fecales estan constituidos por laE. coli y ciertas especies de Klebsiella. Ya
gue los CF se encuentran casi exclusivamente en las heces de animales de
sangre caliente, y se considera que éstos reflejan mejor la presencia de

contaminacion fecal (Frazier, 2002).

El grupo de Coliformes es adecuado como indicador de contaminacion
bacteriana, ya que es el grupo de mas rapida y facil deteccion. Los
microorganismos indicadores son aquellos que tienen un comportamiento
similar a los patégenos pero son mas rapidos, econémicos y faciles de
identificar. Una vez que se ha evidenciado la presencia de bacterias
entéricas, se puede inferir que las bacterias patégenas se encuentran
presentes en la misma concentracion y que su comportamiento frente a
diferentes factores como pH, temperatura, presencia de elementos nutritivos
o sistemas de desinfeccion es similar a las de la familia Enterobacteriaceae.

(Frazier, 2002; Paez-Delgado, 2009).

Los CT y CF para ser utilizados como indicadores de contaminacion

microbiana deben poseer las siguientes propiedades(Koneman et al., 2006):

» Especificidad: sélo se deben encontrar en el medio intestinal.
» Se hallaran en grandes cantidades de tal manera que pueden ser

detectadas en altas diluciones.
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» Ser muy resistentes a las condiciones ambientales,
extraintestinales.

» Aunque se encuentren en una baja proporciébn puedan ser
detectados de forma facil y completa.

» Su tiempo de supervivencia debe ser igual o un poco superior al de
las bacterias patogenas.

> Deben ser facil de aislar y cuantificar.

» Debe ser patdégenos.

Los CT y CF son microorganismos que crecen a 20 °C y también a
temperaturas proximas a 50°C. El crecimiento en los alimentos es pobre a
temperatura de 5°C, aunque ciertos autores afirman que los Coliformes
crecen adecuadamente entre 3 y 6°C. Con respecto al pH se ha sefialado
gue crecen dentro de un amplio margen, con valores comprendidos entre 4.4
a 9. A diferencia de la mayoria de las bacterias, fermentan la lactosa con
producciéon de gas y esta caracteristica es suficiente para determinar la
presencia 0 ausencia de Bacterias Coliformes. La inoculacién de muestras
gue posiblemente poseen bacterias patégenas a los medios de cultivo de
lactosa y sales biliares como Mac-Conkey, hace posible la identificacion entre
estos organismos patégenos u otras bacterias no patdgenas que pueden
encontrarse en los alimentos(Paez-Delgado, 2009).

Puesto que no todos los Coliformes son de origen fecal, fue necesario
desarrollar pruebas para diferenciarlos, a efectos de emplearlos como

indicadores de contaminacién. Se distinguen por lo tanto, los CT, que
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comprenden la totalidad del grupo y los CF, aquellos de origen intestinal
(Pascual, 1992). En la inocuidad de los alimentos los CT no se consideran
indicadores de contaminacién fecal, sino solamente indicadores de calidad.
Mientras que, los CF se usan para evaluar la calidad e inocuidad de los
alimentos (Frazier, 2002).

Los CF son microorganismos con una estructura parecida a la de una
bacteria comin, denominada Escherichia coli, las cuales se transmiten por
medio de los estiércoles. Escherichia es una bacteria que se encuentra en el
intestino del hombre y en el de otros animales. Hay diversos tipos de
Escherichia, algunos no causan dafio en condiciones normales y otros
pueden incluso ocasionar la muerte. La denominacién genérica Coliformes
designa a un grupo de especies bacterianas, que tiene ciertas caracteristicas
bioquimicas en comin e importancia relevante como indicadores de
contaminacién del agua y los alimentos(Adams y Moss, 1997; P4ez-Delgado,

2009).

2.3.2.-Distribucién de los Coliformes

Las cepas de CT y CF se encuentran en el suelo, alimentos, agua, polvo y
principalmente en el tracto intestinal del hombre y de los animales de sangre
caliente. Estos organismos se transmiten por contacto con el agua y
alimentos contaminados y falta de higiene. Los alimentos de los que se
sospecha que transmiten la enfermedad, son los que han sido preparados y
manipulados sin normas adecuadas de higiene sin precautelar condiciones

de inocuidad alimentaria(Brooks et al., 2011).
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Las enfermedades infecciosas son siempre el producto de tres eslabones
imprescindibles de una cadena interrelacionada con el agente infeccioso,
llamados factores epidemioldgicos primarios: 1.- Reservorio/Fuente de
infeccién, 2.- Mecanismo de Transmisién y 3.- huésped susceptible, que
constituye la cadena epidemiol6gica de transmisiénpotenciando e incluso
facilitando la infeccion de éstos se hallan los factores epidemioldgicos
secundarios, que segun Brooks et al. (2011) condicionan la interrelacion de
los seres vivos y su ambiente:
¢ Factores Biologicos o Enddgenos
o Edad, sexoyraza
e Factores ligados al entorno: Estacionales, medio laboral,
socioeconémico (Vivienda, saneamiento, hacinamiento),
demograficos (habitat rural o urbano, estructura social, familiar).
e Factores ligados al estado de vida (Tabaquismo, Alimentacion,

Alcohol, etc.).

2.4.-Importancia de la Inocuidad en la Producciéon Organica de
Hortalizas

La produccion de alimentos organicos constituye un agronegocio en rapida
expansion a nivel mundial, pues este mercado estéd enfocado a satisfacer las
expectativas de un sector del mercado internacional de alimentos que desea
consumir productos con mayor calidad e inocuidad, asegurada o certificada

y, de hecho, dispuesto a pagar precios superiores por ello. Esta preferencia
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de un sector de los consumidores, de acuerdo con Carfiet et al. (2003)
constituye una posibilidad de agregar valor para los productores que
implementan practicas de produccion social y/o comercial ambientalmente
sostenibles 'y responsables, basadas en principios aceptados
internacionalmente, como:
1) Considerar el manejo integrado de la fertilidad del suelo como clave
para el éxito de la produccion,
2) La reduccion de uso de insumos externos y abstencion en la
utilizacion de agroquimicos sintéticos, por ejemplo; insecticidas,
herbicidas, fungicidas, fertilizantes y medicamentos veterinarios
(antibiéticos y hormonas de crecimiento),
3) Empleo de procedimientos naturales para la conservacion de los
alimentos y minimizar el uso de conservadores sintéticos,
4) Prohibicion, a pesar de la base cientifica que apoya su uso, de
variedades de especies de cultivos comprendiendo modificaciones
genéticas u Organismos Genéticamente Modificados (OMG) cuyo
consumo involucra riesgos a la salud,
5) Respeto a la capacidad natural de las plantas, los animales y el
paisaje, para optimizar la calidad de la agricultura y del ambiente,
6) Desarrollar valores éticos en la produccion agricola tales como,
comercio equitativo, salud y seguridad social de los trabajadores,
bienestar de los animales y la sostenibilidad,
7) El proceso de produccion ha de ser normado y certificado tomando

como base las directrices y regulaciones nacionales e internacionales
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- Normas del Codex Alimentario -0 acuerdos especificos de
armonizacion y certificacién. Esto Ultimo es requisito cuando el
producto es de exportacion, ya que se debe cumplir con la

reglamentacion del lugar del destino.

La calidad e inocuidad de los alimentos son objeto de preocupacion por los
consumidores que esperan que sus alimentos sean apetecibles, nutritivos e
inocuos. En el caso particular de las hortalizas, producidas por los métodos
convencionales, el aumento reciente de reportes sobre Enfermedades
Transmitidas por Alimentos (ETAs), asociadas con el consumo de estos
productos ha despertado inquietudes entre los organismos de salud publica y
la poblacion en muchos paises de mundo, respecto a la inocuidad de los
mismos. Debido a que se producen en una amplia variedad de condiciones
agroecoldgicas, con la utilizacion de diversas tecnologias agricolas, de
cosecha, postcosecha y comercializacién (Gonzéles et al., 1996; Cariet et al.
2002).

En cualquier proceso de produccion de alimentos, incluidos los orgéanicos,
corresponde a los productores garantizar la produccién inocua y de calidad
de las hortalizas, mediante la aplicacién de programas y normas de control
de calidad e inocuidad. Entre aquellas nomas de inocuidad,destacan las
basadas en el sistema de Andlisis de Peligros y Puntos Criticos de Control
(APPCC), ya que los productos deben de cumplir con los requerimientos

higiénico-sanitarios y de calidad, planteados en los acuerdos sobre Medidas
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Sanitarias y Fitosanitarias (MSF) de la Organizacién Mundial del Comercio

(OMC)(FAO, 2002).

La calidad de los alimentos agricolas esta constituida por el conjunto de
caracteristicas externas e internas predeterminadas, que diferencian las
unidades individuales de éste y tienen significado para definir la aceptabilidad
por el consumidor (Cafiet et al., 2003). La calidad como resguardo de la
inocuidad significa la ausencia o presencia confirmada en los alimentos de
niveles de contaminantes biolégicos, quimicos y fisicos en base a evidencias
cientificas perjudiciales a la salud de las personas que los consumen (FAO-
OMS, 1999).

En el mismo sentido, la calidad e inocuidad de frutas y hortalizas son nivel
basico imprescindible que debe satisfacer un producto alimenticio para ser
comercializado y asi asegurar la salud publica de los ciudadanos de contraer
ETAs, entre las que se incluyen las infecciones causadas por bacterias,
hongos, virus y parasitos, asi como, las intoxicaciones producidas por las
plantas y animales venenosos, plaguicidas, metales pesados, aditivos
alimentarios, antibiéticos, hormonas, sustancias radioactivas y las biotoxinas
presentes en las plantas y animales o elaboradas por algunos

microorganismos en los alimentos (FAO - OMS, 1999).

2.4.1.- Brotes de enfermedades causadas por Enterobacteriaceae.

La Administracion de Medicamentos y Alimentos de los EUA (FDA), sefiala

gue mundialmente se han registrado incrementos en el reporte de ETAs,
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algunas de éstas emergentes como las producidas por la E. coli 0157:H7,
Listeria, Cyclosporay Campylobacter, asociadas con el consumo de frutas y
hortalizas frescas, lo que ha despertado inquietudes entre los organismos de
salud publica y la poblacion en muchos paises del mundo respecto a la
inocuidad de los productos agricolas, debido a la amplia variedad de
condiciones agroecoldgicas donde se producen y a la diversidad de
tecnologias agricolas que se aplican durante las actividades de produccion
primaria, cosecha, postcosecha y comercializacion (FDA, 2002).

Sobre la base de las consideraciones anteriores la Comisién del Codex
Alimentarius, en su Cddigo Internacional Recomendado de Précticas y
Principios Generales de Higiene de los Alimentos, considera que para reducir
la probabilidad de que se origine un peligro que pueda menoscabar la
inocuidad de los alimentos o su aptitud para el consumo en etapas
posteriores de la cadena alimentaria, la produccion primaria debera
realizarse de manera que se asegure que el alimento sea inocuo y apto para
el uso que se destina (CCA, 2002).

En caso necesario, la FAO-OMS (1997) sugiere que en el proceso de
produccién de alimentos se debe de evitar el uso de zonas donde el
ambiente presente una amenaza para la inocuidad de alimentos; controlar
los contaminantes, las plagas y las enfermedades de animales y plantas,
adoptar practicas y medidas que permitan asegurar la produccién de
alimentos en condiciones de higiene apropiadas. Adicionalmente, como en
todos los otros tipos de produccién de alimentos se recomienda para lograr

estos objetivos, la aplicacién del sistema APPCC, asi como, los Principios
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para el establecimiento de los Criterios Microbiolégicos para Alimentos

(Figura 4).

2.5.- Sistema Andlisis de Peligros y Puntos Criticos de Control en la
cadena de produccion de melén Cantaloupe

La diversidad de métodos de produccion y procesamiento en la industria del
melén, complica brindar un solo enfoque universalmente aplicable de la
inocuidad en los alimentos. Por ejemplo, los productores pueden elegir
empacar los melones en el campo o en un almacén de empaque. M&s aun,
pueden elegir enfriar el producto utilizando agua o aire. Es importante que
cada forma evalué sus operaciones e implemente los métodos que cumplan
con sus necesidades individuales. Lo més importante es la implementacién
de componentes basicos del programa de inocuidad de los alimentos por
parte de todos los involucrados en la cadena de abastecimiento del meldn,
con la finalidad de asegurar la inocuidad de los melones y de los
consumidores (Adams et al., 2005).

ElI CCNCMA (2008), sefiala que cualquiera que sea el método de produccion
0 procesamiento preferido para un productor en especifico, la industria del
melén reconoce los siguientes principios basicos que sirven como el cimiento
para todos los programas de inocuidad de los alimentos que se encuentran
dentro de la industria:

La industria del mel6n reconoce que una vez que el melén esta contaminado,
eliminar o matar los agentes patdgenos es dificil. Por lo tanto, la prevencion

de contaminacién microbial en todos los pasos desde la produccién hasta la
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distribucion se ve ampliamente favorecida mediante tratamientos para

eliminar la contaminacion después de que ésta se presenta.

I
OFIGIALY

LEGISLACION ALIMENTARIA

Figura 3. PirAmide para el Control y Aseguramiento de la Calidad e

Inocuidad de Frutas y Hortalizas Frescas en la Produccién
Primaria 'y Cosecha (OIRSA, 2001).

La industria del mel6n también respalda y fomenta la capacitacion de
concientizacion sobre la inocuidad de los alimentos para todas las
personas que cultivan, manejan, distribuyen, procesan, preparan y/o
sirven productos a base de melén.

Los agentes patdgenos que con frecuencia estan asociados con las
frutas y vegetales (Salmonella y E. coli 0157:H7) causan infeccion y
enfermedades mediante la ruta oral fecal de la contaminaciéon de
alimentos y puede involucrar vectores, tales como las manos de los
humanos, el agua, el suelo o sustratos organicos. Por lo tanto, en los
programas de inocuidad de los alimentos a base de mel6n se debe

poner atencién especial a estos vectores
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Mejorar la inocuidad de los alimentos a base de frutas y vegetales es una
alta prioridad para toda la cadena de manejo de frutas y vegetales desde el
area de produccién hasta el consumidor. La industria de frutas y vegetales
tiene una larga historia en suministrar a los consumidores frutas y vegetales
seguros y saludables; sin embargo, conforme las practicas de produccion
agricola y comercializacién/distribucion se han vuelto més sofisticadas
también se ha observado que las practicas de inocuidad de los alimentos se
deben volver mas sofisticadas para abordar correctamente la inocuidad de
los alimentos base de frutas y vegetales(Saper et al., 2005).

En afios recientes, productores, procesadores y otras personas involucradas
en la cadena de distribucién adoptaron e implementaron diversas practicas
seguras para el manejo del melén y esto mejor6 en gran medida la inocuidad
de los melones frescos. El desarrollo de un enfoque integrado que abarque
practicas seguras de manejo de cultivo, cosecha, procesamiento y menudeo
(food service) desde el area de produccion hasta la mesa es el medio mas
efectivo de mejorar la calidad e inocuidad de los alimentos a base de
melones frescos(Figura 4) (Ledn, 2005).

Como tal, un grupo de interesados en la inocuidad del proceso productivo,
gue abarca toda la cadena de abastecimientos que consiste de socios de la
industria y expertos en inocuidad de alimentos a base de frutas y vegetales,
desarrollaron lineamientos los cuales se enfocan en minimizar los riesgos
microbiales de inocuidad de los alimentos al proporcionar sugerencias de

acciones potenciales para reducir, controlar o eliminar la contaminacion
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microbial de los melones en el medio continuo de distribucion del campo al
consumidor (Adams et al., 2005).

2.5.1.- Operaciones unitarias de produccién y cosecha.

a).- Problema: Condiciones climaticas y ambiente de produccién.Los melones
son frutas muy sensibles al dafo por el frio y que requieren condiciones de
cultivo de clima célido. Las condiciones de humedad calida pueden favorecer
la persistencia de agentes patégenos humanos e incrementar la presion y
actividad de plagas naturales. Muchas especies naturales (aves, insectos,
anfibios y serpientes) se conocen por ser portadores potenciales de
patdgenos humanos. Las lluvias fuertes tambiénpueden causar que los
melones se cubran con suelo debido a que la lluvia los humedece (Materén,
2003).

Para ello entre las préacticas de produccién del melén se deben considerar la
supervisién y reduccion de la actividad de animales domésticos, flora y fauna
e insectos en los ambientes que puedan contaminar el agua, suelo o
sustratos de produccién con agentes patdégenos a humanos que entran en
contacto directo o indirecto con los melones. Y si se presenta una inusual
infestacion de vida silvestre o si se detecta evidencia de vida silvestre (es
decir, presencia de heces de fauna), se debe de considerar si se deben de
cosechar o no las partes afectadas de un campo de melén (Bradley et al.,

2001).

b).- Problema: Caracteristicas de la corteza del melon.
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Los melones pueden tener superficies de corteza lisa o rugosa (de red).
Debido a esta caracteristica, sehan asociado significativamente una mayor
cantidad de brotes de enfermedades provocadas por los melones que tienen
corteza rugosa (Harris et al., 2003).

Empague en —_ Produccion en campo
cobertizo
Empague en crsmen -

campo W L

Cosecha
essen

Almacén de empaque _._
Almacenamiento en —— Refrigeracion i ,:
frio S L H
B %
Planta de procesamiento — Almacenamiento en frio '
con valor agregado = :
} 3 :
Transportacion PP
G—
‘v
Centro de distribucion de
menudeo o Foodservice
....... -
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Menudeo/Proceso de Menudeo/Punto de venta
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Figura 4.- Diagrama de flujo de la cadena de abastecimientos para
melones(Adams et al., 2005).

Los agentes patégenos a humanos pueden adherirse, sobrevivir y ser mas
dificiles de eliminar de las superficies de la corteza del melén rugoso (Bradley
et al., 2001; Richards y Beuchat, 2004; Parnellet al., 2005: Ukuku y Fett,

2002). Por lo tanto, se debe dar consideracion especial a las practicas que
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provienen la contaminacién de la superficie en los melones especialmente
aquellos con este tipo de corteza, ya que una vez que ocurre la
contaminacion de la superficie, su eliminacién es extraordinariamente dificil.

En afios recientes se han detectado brotes de enfermedades emitidas por los
alimentos y retiro de productos del mercado asociados con los melones
Cantaloupe debido a la contaminacion inadvertida con Salmonella. Si bien no
es la Unica ruta de contaminacion posible, las partes comestibles de la pulpa
del melon se pueden contaminar en el proceso de corte o retiro de la corteza
debido a la contaminacion microbiana en la corteza exterior del melén que se
puede esparcir mediante la hoja del cuchillo. El lavado del mel6n antes del
corte y pelado, si se realiza correctamente, puede reducir las poblaciones
microbianas en la parte exterior de los melones en un 2-3 logs UFC (Ukuku y

Fett, 2002).

c).-Problema: Marca del peduinculo y madurez del melén.

La cosecha del melén Cantaloupe por lo general se basa en la etapa de
madurez del este fruto, conforme se determine por la formacién de una zona
de separacion entre la parra y el melon. Esta caracteristica de madurez del
melén es cominmente denominada como slip y la mayoria de los melones se
cosechan entre % y slip completo. Sin embargo, las marcas del pedunculo
del melén pueden proporcionar una ruta potencial de entrada para patégenos
a humanos hacia la pulpa comestible de los melones. Asi mismo, conforme

los melones maduran tienen una mayor propensién a permitir la
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supervivencia y multiplicacion de patégenos en la superficie (Richards y

Beuchat, 2004).

d).- Problema: contacto directo del melén con el suelo o sustratos.

Los melones pueden entrar en contacto directo con el suelo o sustratos
organicos (en la agricultura organica) durante su cultivo y desarrollo. Los
melones también se pueden colocar en copas (es decir, pequefas
almohadillas de plastico) o camas de plastico cubiertas para impedir que el
melén entre en contacto directo con estos materiales y de esta manera
reducir el desarrollo de &reas con suelo. Los melones también pueden ser
volteados a mano varias veces por los empleados durante la temporada de
cultivo para prevenir el desarrollo de areas con suelo. La importancia del
volteo se debe a que, se ha demostrado que las areas con tierra del meldn
contienen una cantidad superior de poblaciones microbiales que las areas

gue no tienen tierra en la corteza de red del melén (Parnellet al., 2005).

e).- Problema: Dafio mecénico.

Los melones son pesados, lo que los hace susceptibles al dafio mecanico
durante las operaciones de cosecha y manejo posterior a la cosecha.Se
debe poner atencién especial para minimizar el dafio mecanico, tales como
perforaciones, grietas y magulladuras de la corteza, ya que estas lesiones
pueden proporcionar puntos de entrada para agentes patdégenos de plantas y

humanos (Adams et al., 2005).
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2.5.2.- Operaciones unitarias postcosecha.

a).- Problema: Consideracion de salubridad del equipo del almacén de
empaque y del almacén en el campo.El disefio sanitario y los programas de
salubridad para el equipo de empaque en el campo y en el almacén de
empaque son imprescindibles para garantizar que los melones que salen de
estas operaciones unitarias no experimenten un incremento neto en las
poblaciones microbianas. El equipo de empaque en el campo y las
operaciones de almacén de empaque solo se pueden utilizar por temporada
y permanecen inactivas por muchos meses, dejandolos susceptibles a
plagas (Castillo et al., 2004; Akins et al., 2005). El empaque en el campo y el
equipo del almacén de empaque deben estar disefiados para facilitar las
condiciones de salubridad. Las superficies de contacto del melén, incluyendo
los cojinetes, se deben construir de materiales que se puedan limpiar y

desinfectar con facilidad (Hammack y Bon, 2004).

b).- Problema: Operaciones de descarga de melon en el almacén de
empaque.Los melones se pueden descargar de las cajas en el campo, de
vagones con cajon planos de utilidad de cama o de géndolas mediante
operaciones de descarga en seco o descarga con agua. Los melones
también se pueden poner a flote fuera de las géndolas colocando éstas en
sumideros llenos con agua que permitan que los melones floten fuera de las
gondolas. En la operacion de esta unidad, existe el potencial de una

contaminacién cruzada de melén a melén, de la superficie de contacto del
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alimento con el melén y del melén con el agua (Gagliardiet al., 2003; Leon,

2005).

c).-Problema: Demora en la refrigeracién. La demora en la refrigeracion del
melén cuando la corteza del meldn esta hiumeda por las operaciones de
refrigeracion o por el rocio puede permitir la multiplicacién de patégenos de
origen humano en la superficie de la corteza de los melones. Se deben de
implementar operaciones de manejo de melén para minimizar la incidencia
de humedad en la corteza del melén, refrigerar y almacenar en frio los
melones tan pronto como sea posible después de su cosecha para reducir el
crecimiento potencial de patégenos de origen vegetal y humanos (Behrsing
et al., 2003).

La posibilidad del que el fruto del melén se contamine por especies del
género Salmonellaspp., Escherichia coli 0157:H7 o cualquier otro agente
patégeno al humano, puede ser alta debido a su exposicién a una serie de
factores durante el crecimiento, desarrollo, cosecha y manejo postcosecha.
Sembrar en suelos contaminados y utilizar abonos organicos mal
compostados 0 agua de uso agricola contaminada, asi como la presencia de
animales en el campo y la falta de higiene de los trabajadores, durante
cualquier etapa de la cadena de produccién, distribucién y comercializacion,
son algunos de los factores o agentes que comprometen la calidad sanitaria

del melén (Jiménez-Diaz, 2004).
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2.6.- La Agricultura Organica como Alternativa para lograr la Inocuidad

en Alimentos.

La agricultura organica (AO) es relativamente nuevaen México, sin embargo,
el sistema de produccion de alimentos en el pasado era la AO. La produccion
organica de alimentos —en la cual se aplican abonos orgéanicos como el
compost y el vermicompost- es una alternativa para los consumidores que
prefieren alimentos libres de plaguicidas y fertilizantes sintéticos, inocuos y
con un alto valor nutricional (Marquez-Hernandezet al., 2010).Lo anterior
cobra relevancia en virtud de que la elaboracién de abonos orgéanicos
constituye una practica importante para la eliminacién de algunos de los
desechos generados por la agroindustria, asi como la conversién de estos
subproductos en materiales que puedan utilizarse para la mejora del suelo.
El uso de sustratos organicos ha cobrado gran importancia por diversas
razones. Desde el punto de vista econémico, su uso se ha fomentado por la
agricultura orgénica, ya que es una respuesta a la mejora de practicas
agricolas (Nieto-Garibayet al.,2002).

Un abono en general se considera aquel material que se aplica al suelo y
estimula el crecimiento de las plantas de manera indirecta, a través de
mejorar las propiedades fisicas del suelo. Por otro lado, un material se
considera como fertilizante cuando estimula el crecimiento de manera directa
a través de aportar elementos nutritivos indispensables para las plantas. En
el contexto anterior, los abonos provenientes de residuos organicos, como

los estiércoles, de diferentes especies de animales, los biosélidos, los
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residuos de cosecha y los composts pueden considerarse como abonos y
también como fertilizantes organicos (Chaney et al.,, 1992; Hernandez-
Rodriguez et al., 2010).
En afos recientes ha aumentado el interés por el uso de abonos organicos.
Sin embargo, es necesario un manejo adecuado para evitar riesgos de
contaminacién o de sobrefertilizacion, algunos riesgos de contaminacién por
el uso de abonos organicos, de acuerdo con Uribe-Lorio (2003) son, entre
otros:
1.- En regiones lluviosas o en condiciones de riego, dosis excesivas
de abonos pueden contaminar el acuifero con nitratos. Las actividades
agricolas han sido sefialadas como fuentes de contaminacién por
nitritos.
2.- En regiones donde las lluvias provocan escurrimientos
superficiales, el acarreo de particulas con fosforo fijado puede
contaminar cuerpos de agua superficial, como son rios, arroyos y
lagos.
3.- Abonos organicos como los biosélidos (lodos residuales de plantas
tratadoras de agua) pueden provocar riesgos de contaminacién por
metales pesados sino se dosifican adecuadamente.
4.- Es necesario considerar el tipo de abono y el tipo de cultivo a
establecer para evitar riesgos de contaminacion microbiolégica.
Entre las ventajas atribuidas a la utilizacion de abonos organicos se les
seflala como fuente de elementos nutritivos disponibles y de

microorganismos benéficos, ademas aumentan la materia organica del suelo
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y por lo tanto, la estructura del mismo, propician el incremento en la
capacidad de retencion de humedad y favorecen el drenaje. También, los
abonos organicos aportan organismos (como bacterias y hongos) capaces
de transformar los materiales insolubles del suelo en elementos nutritivos
para las plantas y degradar sustancias nocivas (FAO, 2013).

Adicionalmente, se espera que estos productos no afecten la salud de las
plantas, animales y humanos debido a la presencia de sustancias toxicas y/u
organismos patdégenos. Lo anterior en virtud de que el proceso de
elaboracién de los abonos debe de eliminar o reducir significativamente los
patdgenos y sustancias toxicas presentes en los sustratos utilizados
(Hernandez-Rodriguez et al., 2010; FAO, 2013).

Debido a que el término abonos organicos incluye un grupo muy variado de
materiales, a saber compost, lombricompost o vermicompost, bocashi,
biofermentos, gallinaza, estiércoles de diferentes animales, etc., Solo se
describiran los sustratos organicos utilizados en la investigacién (compost y
vermicompost); siendo éstos, los mas sobresalientes ya a que en sus
procesos de elaboracion se aplican métodos biolégicos que transforman
restos organicos de distintos materiales en un producto relativamente estable
(Claassen yCarey, 2004).

2.6.1.-El Compost.

El proceso de compostaje involucra la descomposicion de materiales
organicos bajo condiciones en las cuales se favorece el aumento de la
temperatura como producto de la oxidacion aerobia de los desechos (Coiné,

2000). En este proceso las temperaturas se mantienen entre 43 y 65 °C
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(Rynk, 1992). Durante el compostaje ocurren cambios en las poblaciones de
microorganismos presentes en los sustratos debido a las transformaciones
guimicas sufridas por los materiales asi como a los cambios en temperatura
producto de la actividad exotérmica (Paul y Clark, 1996; FAO, 2013).

De hecho, la transformacion del compost es iniciada por bacterias mesofilicas
(organismos cuya temperatura de crecimiento éptima se sitla entre los 20-40
°C) que al descomponer los materiales aerdbicamente aumentan la
temperatura del sistema. Durante la fase mesofilica inicial, donde las
cantidades de carbohidratos asimilables son altas, predominan las bacterias,
el aumento de temperatura y la reduccion de sustratos labiles provocan
cambios en la poblacién de microorganismos, en esta fase la poblacion
mesofilica disminuye y ocurre un aumento de los organismos termofilos
(temperatura éptima de crecimiento entre los 60 y 80 °C) (Paul y Clark, 1996;
Coiné, 2000; Atlas y Bartha, 2002; FAO, 2013).

La maxima actividad termofilica en el compost se sitta entre 60 y 65 °C. El
compost debe mantenerse bajo estas condiciones durante el mayor tiempo
posible. Esto no solo sirve para acelerar el proceso de fabricacién de
compost —el aumento de temperatura incrementa la actividad microbiana-
sino que destruye a los patdgenos presentes en el material composteado. Lo
gue resulta particularmente importante en el caso de los lodos y estiércoles

(Coiné, 2000; Shrestha et al., 2011).
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2.6.2.- Vermicompost.

El Vermicompost (VC) es el producto de una serie de transformaciones
bioguimicas y microbiol6gicas que sufren los desechos organicos al pasar a
través del tracto digestivo de las lombrices (Edwards et al., 1984; Valadares-
Veras y Povinelli, 2004; FAO, 2013). El vermicompostaje es un método que
utiliza lombrices de tierra para consumir y procesar desechos organicos
(estiércoles de animales, hojarasca, residuos de vegetales, entre otros) y
convertirlos en un producto de uso agricola (Coiné, 2000; Soto, 2001,
Hernandez-Rodriguez et al., 2010).

Como sustrato el VC permite satisfacer la demanda de elementos nutritivos
de los cultivos horticolas en invernadero y reduce significativamente el uso
de fertilizantes sintéticos. Ademas, el VC contiene sustancias activas que
actian como reguladores de crecimiento, elevan la capacidad de retencion
de humedad y la porosidad, lo que facilita la aireacion, drenaje del suelo y los
medios de crecimiento (Hashemimajd et al., 2004; Rodriguez et al., 2008).

El VC presenta las siguientes caracteristicas quimicas: es rico en Materia
Orgénica (MO) total y de baja conductividad eléctrica (Sharma et al., 2005),
contiene elementos nutritivos en formas facilmente asimilables por las
especies vegetales, tales como nitratos, fésforo intercambiable, potasio,
calcio y magnesio en formas solubles y un pH neutro (Atiyeh et al., 2000).
Ademas, Panikkar et al., (2004) sefialan que las transformaciones sufridas
por los desechos al ser ingeridos por las lombrices, los cambios en el pH, asi

como la inoculacion con la flora microbiana existente en el tracto digestivo
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éstos organismos, provocan cambios en la poblacion microbiana de los

desechos reduciendo asi la carga de organismos patégenos.

2.7.- Aplicacion del compost y vermicompost en la agricultura y su

relacion con la presencia de organismos patégenos

Habitualmente la descomposicion de los residuos organicos es un proceso
de baja velocidad, sin embargo otros mecanismos de humificacién, como el
compostaje, pueden acelerar dicha velocidad. El compostaje frecuentemente
es utilizado, cuando la conversion de la Materia Organica (MO) fresca a
sustratos, con un alto grado de descomposicion, es realizada en un periodo
de tiempo relativamente corto (habitualmente pocos meses). Durante el
proceso de compostaje, los residuos organicos se descomponen bajo la
accion de diversos microorganismos y factores ambientales, y los productos
principales son CO,, H;O, iones minerales y MO estabilizada, rica en

substancias humicas que recibe el nombre de humus (Velazco et al., 2003).

Como resultado del proceso de compostaje, los residuos organicos son
reciclados en productos estabilizados que pueden ser aplicados al suelo
como una fuente de MO relativamente seca y sin olor, la cual podria
responder mas segura y eficientemente a los requerimientos de fertilidad
organica del suelo que la incorporacion de materiales frescos. Asi pues, para
acelerar el proceso de recuperacion del suelo, muchos productores utilizan

ademas de las fuentes frescas de MO, la elaboracion y aplicacién de abonos
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organicos como el compost y ellombricompost o vermicompost (Soto y
Mufioz, 2002).

El compostajees una técnica muy antigua que consiste en mezclar desechos
animales, vegetales, ceniza, elementos minerales proporcionandoles niveles
de humedad, aireacién y temperatura favorables a la actividad de los
microorganismos capaces de convertir esos materiales en compuestos
organicos estabilizados. Las materias primas utilizadas en el
compostajerepresentan una amplia gama de residuos organicos tales como
los residuos s6lidos municipales (MSW, por sus siglas en inglés), los lodos
de aguas negras (biosélidos), residuos de jardin y verdes, estiércoles que
son fuentes de organismos patégenos a humanos (Raviv, 2005).

En relacion con éste Ultimo, los andlisis microbiolégicos constituyen un
aspecto importante para determinar la calidad sanitaria del compost y
vermicompost. Para ello se utilizan grupos de organismos indicadores de
calidad y organismos patdgenos (FAO, 2013):

1.- Coliformes termotolerantes (denominados también fecales)

De acuerdo a la EPA10 la presencia de este grupo en un alto nimeroes un
posible indicador de la presencia de bacterias patégenas como
Salmonella,Shigella y E. coli.También su presencia en concentraciones altas
enun compost o material orgénico indica que el proceso térmico ha sido
insuficienteo deficiente. Es decir, el compost no alcanzé las temperaturas
adecuadas o quese alcanzaron pero por periodos de tiempo muy cortos o
gue se presentd unacontaminacion posterior con agua durante las etapas de

enfriamiento. Se haestablecido que recuentos por debajo de 1.000 UFC- ¢’
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'de peso seco delcompost significa que los patdgenos entéricos han sido

destruidos.

2.- Bacterias patégenas

En las materias primas como los estiércoles pueden encontrarse bacterias
patégenas para humanos y animales, siendo de especial interés la presencia
de Salmonella spp. Este microorganismo es uno de los principales agentes
de ETAs y puede ser habitante normal del tracto digestivo de animales que
incluyen aves (siendo el pollo un importante reservorio), bovinos, porcino
entre otros (Carrascal, 2011).

Igualmente es de interés E. coli 0157:H7, que se ha asociado enfermedades
causadaspor consumo de frutas y vegetales crudos o sus productos no
pasteurizados (Islamet al.,2005). Tiene como reservorios animales como el
ganado vacuno, ciervos y ovejas,y puede sobrevivir hasta 70 dias en el
estiércol, dependiendo de la concentracion yla temperatura. Otros patégenos
gue se han encontrado en compost y que podrianllegar al hombre por el
consumo de alimentos contaminados incluyen: Clostridium perfringens,
Listeria monocytogenes, Bacillus cereus y Cryptosporidium parvum(Beuchat,
2006).

En los procesos de compostaje y vermicompostaje, la presencia de
patégenos, son considerados para definirla calidad del material aplicado al
suelo. Los limites varian segun los paises, aunque se tiene como referente
elmarco de normativa propuesto por la EPA y por la Unién Europea (EU)

(Cuadro 1) (FAO, 2013).
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Hechas las consideraciones anteriores, se deduce que la presencia o
ausencia de organismos patégenos en el compost y vermicompost, utilizados
en la produccion agricola, depende de los procesos de compostaje y
vermicompostaje que lleven a cabo las materias primas utilizadas
(estiércoles, lodos de aguas negras, hojarasca, etc.) y de la temperatura de

estos procesos (FAO, 2013).

Cuadro 1.- Limites microbiolégicos permitidos en el compost y
vermicompost para determinar su inocuidad.

Paises con el limite de tolerancia

Microorganismos Chile Union Europea  Colombia México
Coliformes 111000 11x10° 111000 111000
fecales NMP-+g NMP-+g UFC-g UFC-g

Salmonella spp Ausente Ausente en 25 Ausenteen [13+genbs
en 25gde g de producto 25gde

producto producto
Enteroococcus - - 1000 -
faecalis NMP-g
Huevos viables Ausente Hasta 1 ND [110+g en bs
de enlg organismo en 1
Helmintos/Ascaris g de producto
Hongos - Algunos paises Ausente Ausente
fitopatbgenos incluyen segun
Plasmodiophora  especie
brasicae vegetal

NMP = Numero Mas Probable; UFC = Unidades Formadoras de Colonias; bs = base seca
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ll. MATERIALES Y METODOS

3.1.- Establecimiento y manejo del Melén Cantaloupe.

El establecimiento del cultivo, del cual se obtuvieron los frutos para la
realizacion del andlisis microbiol6gico, se realiz6 en el invernadero del
Cuerpo Académico Sistemas Sustentables para la Produccién Agropecuaria
(CASISUPA) de la Universidad Autdbnoma Agraria Antonio Narro-Unidad
Laguna, localizada en el Periférico Raul Lépez Sanchez y Carretera a Santa
Fe s/n, en Torredn, Coahuila. Y el estudio bacterioldgico en el laboratorio de
Ciencia y Tecnologia de Alimentos Orientados a la Salud (CyTAQOS), de la
escuela de Ciencias Biologicas de la Universidad Autbnoma de Coahuila.

El desarrollo del cultivo se llevd a cabo durante el ciclo Primavera-Verano;
comprendiendo los meses de Febrero a Julio del 2013. Como sustratos para
el crecimiento de las plantas de meldn se utilizaron mezclas de diferentes
abonos organicos [compost simple (CS), compost con yeso (CY) y
vermicompost (VC)] con arena de rio (AR), como material inerte (cuadro 1),
Los tratamientos obtenidos (TO-T12) con cuatro repeticiones se distribuyeron
dentro del invernadero en cuatro bloques completamente al azar. El manejo
agronémico del melén se realizd de acuerdo a la metodologia descrita por
Moreno-Resendez et al., (2010).Para una mejor descripcion del manejo
agronémico se muestra en el ANEXO 1 Diagrama de flujo general del manejo

del cultivo del meldn.
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Cuadro 2. Tratamientos obtenidos para el desarrollo del melén en
diferentes sustratos orgénicos.

Materiales en relacion volumen (T)

VCAR (T) CS:AR (T) CY:AR (T) Testigo (TO)
1:1(T1) 1:1(T2) 1:1(T3) AR al 100% + SN
1:2 (T4) 1:2 (T5) 1:2 (T6) AR al 100% + SN
1:3(T7) 1:3(T8) 1:3 (T9) AR al 100% + SN
1:4 (T10) 1:4 (T11) 1:4 (T12) AR al 100% + SN

VC= Vermicompost; CS= Compost simple; CY= Compost con yeso; AR= Arena de rio; SN=
Solucién nutritiva de Steiner (1994); T= Tratamientos (T0-T12); "= Sin frutos para evaluar.
3.2.- Toma de Muestras de Frutos en el Invernadero.

La toma de muestras se llevd a cabo cuando los frutos alcanzaron su
maduracion, al momento de formarse tejido de absorcidon alrededor del
pedinculo (Cantamutto et al., 2000). La cosecha se realiz6 del 4 al 16 de
Julio del 2013; dividiéndose el muestreo en tres etapas debido a que los
frutos alcanzaron su madurez en diferentes momentos. El primer muestreo
se realiz6 el dia 4 de Julio, el segundo el dia 9 y el tercero el 15 de Julio de
2013.

Estas actividades se llevaron a cabo de acuerdo a la Norma Oficial Mexicana
NOM 109-SSA1-1994, Bienes y servicios. Procedimiento para la Toma,
Manejo y Transporte de Muestras de Alimentos para su Andlisis
Microbioldgico; utilizando los materiales estériles para la toma de frutos
(guantes, batas, tapabocas, tijeras) para no alterar las condiciones de los
mismos, colocandolos en bolsas de plastico, debidamente etiquetadas, y

posteriormente se depositaron en hieleras para su conservacion durante el
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traslado hacia el Laboratorio CyTAOS de la Escuela de CienciasBiolégicas, U
A de C, Unidad Torre6n.

De cada repeticion por tratamiento se obtuvo un fruto y al momento del corte,
cada uno de éstos se coloc6 en un bolsa de plastico, conteniendo 250 mL de
agua peptonada al 1% donde se realizé el enjuague a la superficie exterior
de los frutos (Exocarpio), de los cuatros enjuagues se obtuvo una muestra
compuesta de 1 L, sobre la cual se realizé el analisismicrobiol6gico (Isidro-
Requejo et al., 2006).

Para el andlisis microbioldgico de la parte interna (Mesocarpio o pulpa) los
cuatro frutos se descascararon y una cuarta parte de éstos se cort6 en forma
de cubos, de aproximadamente 0.5 cm?, estos cubos se homogenizaron y
posteriormente se extrajo una muestra representativa de 10 g, la cual fue
colocada en 90 mL de agua peptonada al 1%. (ANEXO 2 Desarrollo de la

preparacién de los medios de cultivo).
3.3.- Andlisis microbiol6égico.

Las bacterias determinadas en este experimento fueron CT y CF, para ello se
utilizé el Método descrito por la NOM-113-SSA1-1994, Bienes y Servicios. El
recuento de CT y CF, el Método para la cuenta de Microorganismos CT en
placa, considerando para cada tratamiento hasta la dilucion 10 con tres
repeticiones de cada dilucion (ANEXO 3 Diagrama del procedimiento del
analisis microbioldgico de las muestras).

De cada muestra, tanto de la muestra compuesta del enjuague y de pulpa de

melén, se realizaron tres diluciones (10" a 10®), las que se prepararon
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mezclando 1 mL de la muestra con 9 mL de solucién salina (0.85 g de
NaCl+100 mL de agua), de cada una de las diluciones se deposité 1 mL en
una caja Petri. Se utilizé un tubo de ensaye para cada una de las diluciones
para cada una de las repeticiones.

Enseguidade la inoculacion de la dilucionesen las cajas Petri (debidamente
etiguetadas con el Nombre del grupo bacteriano, NUmero de Dilucion y
NUmero de repeticion), se realizé el vaciado del medio de cultivo de Agar
Bilis Rojo-Violeta (ABRV)15 mL, para la primer capa de inoculacién de CT y
CF y se dejo solidificar durante 30 minutos. Posteriormente, una vez que se
concluyd el proceso de solidificacion de la primer capa de ABRV, se rellen6
con una segunda capa de Agar Bilis Rojo-Violeta de aproximadamente 4 mL.
Finalmente, solidificada la segunda placa de Agar Bilis Rojo-Violeta, las cajas
Petri para bacterias CT se incubaron durante 24 h a una temperatura de 35
°C vy las cajas Petri para bacterias CF se incubaron (Incubadora: Felisa®)
durante 48 h a una temperatura de 42 °C.

Concluido el periodo de incubacién de cada una de las bacterias CT y CF, se
realizd el conteo de las Unidades Formadoras de Colonias (UFC)con un

cuenta colonias tipo Quebec 120 V (Modelo: TS3298A80, LEICA ®).
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

Las Unidades Formadoras de Colonias (UFC) de las CT,determinadas de la
parte externa y la pulpa de los frutos de melén, se aprecian en el Cuadro 2.
En el enjuague que se obtuvo de la parte externa de los frutos, los
tratamientos T1, T3, T4 y T12, para la dilucién 10" Obtuvieron los valores
mayores de CT; el cual el T1 obtuvo el mayor nimero de UFC de CT (932
UFC de CT) y este tratamiento estuvo constituido con Vermicompost y Arena
de Rio con la relacion de volumen 1:1.

Los tratamientos T1, T3, T4 y T12, en las tres repeticiones (R1, R2 y
R3),sobrepasaron el nivel 2100 UFCsmL™ de CT, el cual se considera como
el limite permitido por la Secretaria de Salud de México de acuerdo a las
normasNOM-113-SSA1-1994; Limites microbiolégicos de la International
Comisién para las especificaciones de los alimentos (ICMSF, por sus siglas
en ingles). Mientras que en el analisisaplicado a la pulpa del melon los
tratamientos que rebasaron este nivel fueron T1, T3, T7 y T10; de estos
tratamientos, el tratamiento T1 (Vermicompost con Arena de Rio, con
relacion de volumen: 1:1)registr6640 UFC de CT en la dilucion 107
repeticién tres; siendo este resultado el mayor nimero de CT obtenido.
Pascual, (1992) sefala que no todos los Coliformes son de origen fecal, por
lo que se hizo necesarios desarrollar pruebas para diferenciarlos, a efectos

de empleados como indicadores de contaminacion.
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Cuadro 3. Unidades Formadoras de Colonias de CT en la parte externay
en la pulpa de frutos de melén desarrollados en diferentes
abonos organicos.

Coliformes Totales

T R Diluciones Diluciones
(PE UFCmL™) (Pulpa UFC-g™
107 1072 10° 107 1072 1073
1 1 NP NP 1 NP NP
TO 2 NP NP NP 4 4 NP
3 2 NP NP NP NP NP
1 545 73 15 120 64 NP
T1 2 575 148 85 175 2 NP
3 932 173 60 640 27 NP
1 71 2 NP NP NP NP
T2 2 89 3 NP NP NP NP
3 29 4 NP NP NP NP
1 180 43 7 147 6 2
T3 2 135 30 9 93 6 NP
3 165 75 NP 47 NP NP
1 400 207 90 54 NP NP
T4 2 375 198 125 NP NP NP
3 415 207 95 9 NP NP
1 74 NP NP NP NP NP
T5 2 97 NP NP NP NP NP
3 7 NP NP NP NP NP
1 NP NP NP NP NP NP
T6 2 NP NP NP 1 NP NP
3 NP NP NP 2 NP NP
1 43 18 NP 199 33 NP
T7 2 1 1 NP 144 27 6
3 17 6 NP 99 38 1
1 NP NP NP NP NP NP
T8 2 1 NP NP NP NP NP
3 1 NP NP NP NP NP
1 - - - - -
79" 2 - - - - - -
3 - - - - - -
1 5 NP NP 123 4 NP
T10 2 NP NP NP 129 22 NP
3 NP NP NP 53 5 NP
1 4 NP NP NP NP NP
T11 2 2 NP NP NP NP NP
3 2 NP NP NP NP NP
1 165 107 31 71 NP NP
T12 2 115 22 41 97 NP NP
3 130 6 37 19 1 NP

T = Tratamientos (T0-T12): R = Repeticién; UFC = Unidades Formadoras de Colonias; NP = No
presentd; PE = Parte E><terna;'ﬂ= Sin desarrollo de frutos.

Se distinguen por lo tanto, los CT, que comprenden la totalidad del grupo y

los CF aquellos de origen intestinal. La presencia de CT en los frutos de
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melén Cantaloupe tanto en la parte externa e interna no significa que se
encuentren contaminados por patégenos a humanos ya que Frazier, (2002)
establece que en la inocuidad de los alimentos los CT no se consideran
indicadores de contaminacién fecal, sino solamente indicadores de calidad, y
que los CF son los Unicos para evaluar la calidad e inocuidad de los

alimentos.

Con respecto a la presencia de CF en la parte externa de los frutos (cuadro
3) el tratamiento T4 registré un promedio de 36.6 UFC+smLen la dilucién 10
y en pulpa el T7 registré 3UFC+g™ en la dilucién 10™.

La escasa presencia de CF en los analisis realizados en los frutos de melon,
tanto en la parte externa o como en la pulpa, excepto en los tratamientos T4
(Vermicompost-Arena de Rio, en relacion a volumen: 1:2) y T7
(Vermicompost-Arena de Rio, en relacion de volumen: 1:3) corrobora lo
sefialado por Panikkar et al., (2004) quienes establecieron que la mayoria de
los organismos patégenos a humanos, incluyendo E. coli son eliminados por
las lombrices que participan en el vermicompostaje. Situacién que coincide
también con lo establecido por Eastman et al., (2001) quienes lograron
reducir la carga de patégenos (Salmonella, E. coli, virus entéricos y huevos
de helmintos) en el tratamiento de vermicompostaje de lodos. Estos mismos
autores observaron en un experimento una mayor reduccion de CF en el
tratamiento vermicompost que en el control, este resultado no se repiti6 en el

caso de los otros patdgenos evaluados (Cuadro 4).
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Cuadro 4. UFC de CF en la parte externa y en la pulpa de frutos de
meldén desarrollados en diferentes abonos organicos.

Coliformes Fecales

T R Diluciones Diluciones
(PE UFCemL™) (Pulpa UFC-g™)

107 107 1073 10t 107 103

T0 1 NP NP NP NP NP NP
2 NP NP NP NP NP NP

3 NP NP NP NP NP NP

T1 1 NP NP NP NP NP NP
2 NP NP NP NP NP NP

3 NP NP NP NP NP NP

T2 1 3 NP NP NP NP NP
2 NP NP NP NP NP NP

3 2 NP NP NP NP NP

T3 1 NP NP NP NP NP NP
2 NP NP NP NP NP NP

3 NP NP NP NP NP NP

T4 1 810 95 38 NP NP NP
2 717 85 27 NP NP NP

3 309 100 45 NP NP NP

T5 1 NP NP NP NP NP NP
2 NP NP NP NP NP NP

3 NP NP NP NP NP NP

T6 1 NP NP NP NP NP NP
2 NP NP NP NP NP NP

3 NP NP NP NP NP NP

T7 1 133 NP NP 3 NP NP
2 NP NP NP NP NP NP

3 NP NP NP NP NP NP

T8 1 NP NP NP NP NP NP
2 NP NP NP NP NP NP

3 NP NP NP NP NP NP

T9' 1 - - - - - -

2 - - - - - -

3 - - - - - -

T10 1 NP NP NP NP NP NP
2 NP NP NP NP NP NP

3 NP NP NP NP NP NP

T11 1 NP NP NP NP NP NP
2 NP NP NP NP NP NP

3 NP NP NP NP NP NP

T12 1 NP NP NP NP NP NP
2 NP NP NP NP NP NP

3 NP NP NP NP NP NP

T = Tratamientos (TO — T12): R = Repeticién; UFC = Unidades Formadoras de Colonias; NP
= No present6; PE = Parte Externa; ' = Sin desarrollo de frutos.
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Cuadro 5. Muestras iniciales y finales en un vermicompost a partir del
manejo de biosolidos (Eastman et al., 2001).

Indicador Vermicompost Control
Coliformes Fecales (UFC-q)
Inicial 301 314 313 313 326 329
Final 2.8 0 0 70 99 76
Coliformes Fecales (LogNMP-g)
Inical 0.09 1.05 1.05 1.05 1.05 1.06
Final -0.16 0 0 0.05 0.06 0.05
Salmonella spp. (células+g)
Inicial 7 3 4 9 2 6
Final 01 01 01 1 01 01

Virus entéricos

(Efecto citopatico)

Inicial - + + + - +
Final - - - - - -

Huevos de helmintos

(huevos+4 g)

Inicial 4 1 4 01 2 1
Final 01 01 01 0 01 01

Por lo tanto, en el vermicompost como en el tratamiento control, los nimeros
patégenos se redujeron abruptamente (Cuadro 5). En un experimento a nivel
de campo, Eastman et al., (2001) encontraron en el tratamiento sometido a
vermicompost, una reduccion en las poblaciones de patégenos con respecto
al control; obteniéndose en el vermicompost niveles de CF menores al limite
sugerido por Strauch (1987) de 5 x 102 UFC+g™* como adecuado para el
tratamiento de este tipo de desechos. De acuerdo con los razonamientos que
se han venido realizando, los resultados obtenidos en este experimento
contienen valoresmas altos de CF en los tratamientos T4 y T7 respecto a los
datos reportados por Eastman et al., (2001) (Cuadro 5).

Cabe agregar que Avila et al. (2008) realizaron un diagndstico de la calidad

microbiolégica de frutas y hortalizas en Chihuahua, México, y determinaron
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claramente que en las muestras de diferentes tipos de chile, tomate y melén
no se detectd la presencia de Salmonella Spp (Cuadro 6). Tampoco se
detectd la presencia deEscherichia coli en estas muestras, excepto en chile
chilacas (verde), aunque no fue la cepa E. coli 0157:H7. A pesar que el
melén tiene una epidermis rugosa, el mismo no presentd contaminacion
significativa. En efecto, en comparacion a los resultados en este
experimento; la presencia de CF en los T4 y T7 denotan la posible presencia
de CF en el mel6n. Considerando que en esta evaluacion se utilizaron
abonos organicos a base de estiércoles de ganado bovino.

Cuadro 6. Analisis microbiolégico en diferentes hortalizas (Avila et al.,

2008).
Andlisis Chile Chile Chile Tomate  Tomate Melon
chilaca jalapefio serrano  saladet grape
Salmonella No No No No No No
spp detectable detectable detectable detectable detectable detectable
E. coli 22* No No No No No
(NMP+mL) detectable detectable detectable detectable detectable
Coliformes 262 1398 >1100 2,4 NA NA
totales
(NMP+mL)
Hongos y 1967 1025 NA 1740 NA NA
levaduras
(UFC-MI)

NMP = Numero mas probable; UFC = Unidades Formadoras de Colonias; NA = No
Analizado; * = No se refiere al serotipo 0157:H7
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V. CONCLUSION

Bajo las condiciones en las que se llevé a cabo el experimento, y debido a
qgue los frutos del melén no presentaron UFC de CF en la mayoria de los
tratamientos evaluados, excepto en los tratamientos T4 y T7 en la parte

externa del fruto y en la pulpa del melén. Se concluy6:

1.- Que los sustratos organicos utilizados: Vermicompost, Compost simple y
Compost Yeso; mezclados con Arena de Rio, favorecieron a la inocuidad de

los frutos de meldn.

2.- Se redujo el riesgo de contaminacion biologica por el uso de abonos
organicos a base de estiércoles en la produccién agricola. Siendo asi, la
Agricultura Organica una alternativa para proveer al consumidor alimentos
libres de plaguicidas vy fertilizantes sintéticos, inocuos y ricos en elementos

nutritivos para su consumo.
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ANEXOS

ANEXO 1. Diagrama de flujo general del establecimiento del cultivo de melén
bajo condiciones de invernadero.
Seleccion de la semilla (Cantaloupe SSC160F1)

Germinacion de semilla en charolas de poliestireno
Lavado y sanitizacion del invernadero CASISUPA localizado en la UAAAN-UL
Llenado de macetas con los diferentes sustratos y volumenes
Distribucion en bloques al azar y etiquetado de las macetas en invernadero

Saturacion de las macetas con agua de riego

Transplante de las plantulas cuando alcanzaron la tercer hoja verdadera en su
desarrollo

Apliaciones del agua de riego y solucion nutritiva hasta la cosecha

Manejo agronémico del cultivo

Uso del extractor, mojado de la grava para controlar la temperatura, Medicion semanal
del desarrollo de la planta, eliminacion de los brotes secundarios

Floracion
Eliminacion de flores machos
Polinizacion (Colocacién de abejas Apis mellifera L.) dentro del invernadero)
Conteo de tratamientos con amarre de frutos
Tutoreo de los frutos con rafia y malla
Manejo de plagas y enfermedades
Se identifico la enfermedad Tiz6n temprano

Se eliminaron hojas con sintomas de la enfermedad

Apliicacion periodica de Resisten (Silicato de potasio, dosis: 8 mL*10 L de agua)) y
Termigrard (Extracto vegetal, biopolimeros y aceites minerales, dosis: 18 mL*12 L de
agua); se aplicaron ambos productos cada 7 dias para el control de Tizén temprano
(Alternaria cucumis)

Control de mosca blanca, Colocacion de treanpas amarillas pegajosas, Aspersiones de

agua y jabon, Uso de aspiradoras y aplicaiciones de Imidacloprid (Dosis: 4 mL
Imidacloprid*14 L de agua.

Cosecha: Toma de muestras para el laboratorio.

Limpieza del invernadero
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ANEXO 2. Desarrollo de la preparacion de los medios de cultivos para el
analisis microbioldgico.

Preparacién de agua peptonada al 1% (1 g de peptona+100 mL™ de
agua).Se pesaron los gramos de peptona en una balanza analitica de
precision, serie HR (Marca: Precisibn tecnolégica S.A.C ®),
posteriormente se disolvieron en agua. Enseguida el agua peptonada
al 1% se depositd en frascos de vidrio con tapa metalica de rosca.
Alos frascos, se le coloc6 un pedazo de cinta testigo y se esterilizaron
a 115 °C durante 15 minutos. Finalmente se dejé enfriar a temperatura
ambiente y se utilizaron para la toma de muestra del enjuague de los
frutos.En total se utilizaron 13.08 L de agua peptonada para los cuales

se pesaron 130.8 g de peptona.

Preparacién del Cloruro de sodio (NaCl) (0.85 g de NaCl+100 mL™* de
agua). Este medio de cultivo se realizd para preparar los tubos de las
diluciones 10, 102, 10 de la inoculacién de CT y CF. Se pesaron los
gramos de NaCl en una balanza analitica de precision, serie HR
(Marca: Precision tecnolégica S.A.C ®), posteriormente se disolvieron
en agua. Enseguida la solucién salina fue depositada en tubos de
ensaye con 9 mL cada uno. Finalmente se le colocé un pedazo de
cinta testigo y se esterilizé a 115 °C durante 15 minutos. En total se
utilizaron 80 tubos de ensaye, para los cuales se pesaron 6.12 g de

NacCl.
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Preparacion de Agar Bilis Rojo Violeta (ABRV)(41.5 g de ABRV-1 L™
de agua). El ABRV es el medio de cultivo donde mejor se desarrollan y
crecen los CT y CF e incluso es el mas utilizado para la determinacion
de estas bacterias. Se pesaron los gramos de ABRV en una balanza
analitica de precision, serie HR (Marca: Precision tecnoldgica S.A.C
®), posteriormente se disolvieron en agua dentro de matraces
Erlenmeyer, se mezclé bien con un agitador. Enseguida, se calentd
con un mechero de Bunsen hasta que comenzd a hervir la solucién, y
se dejo en ebullicion durante un minuto teniendo el cuidado de que no
se derramara. Se dej6 enfriar a temperatura ambiente durante unos
minutos.

Finalmente, se le coloc6é un pedazo de cinta testigo y se esterilizd
durante 15 minutos a una temperatura de 115 °C. Se dejé enfriar a
temperatura ambiente a 40 °C y se vertieron1l5 mL de ABRV en las
cajas Petri para la primera capa, se dejé solidificar, y por ultimo, se le

agrego la segunda capa de 4 mL de ABRV.
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Anexo 3. Diagrama de flujo general del método del analisis microbioldgico.

Determinacion de CT y CF en frutos de melén

l Parte externa (Pericarpio)

Parte interna (Mesocarpio)

Cosecha del melon con materiales
esteriles

Enjuague de los frutos con agua
peptonada 1%

Composicién de la muestra de un 1 L
con agua peptonada

Lavado y sanitizacion de materiales
de laboratorio.

Sanitizacion del area de trabajo

Corte en cubos de 3 cm? de la pulpa
del mel6n

Traslado de las muestras y los frutos
al Laboratorio CyTAOS

Preparacion del medio de

cultivo Agar Bilis Rojo-Violeta
T

Etiquetado de las cajas petri (Patogeno,
No. de dilucion y No. de repeticion)

Se homogeniz6 la mezcla

compuesta
I

Se pesaron 10 g de pulpa

T
l Colocacion del melon

en 90 ml de agua peptonada, para el

desarrollo de CT y CF.
T

Inoculacion del patogeno
en las cajas petri

Preparacion del medio
de cultivo ABRV

capa de ABRV para el medio de

Se vertiieron 15 mL para la primera
cultivode CTy CF

Etiquetado de las cjas petri (patogeno, No. de
dilucién y No. de repeticion

Solidificacion

segunda capa de ABRV para el
medio de cultivo de CTy CF

l Se vertiieron 4 mL para la

Solidicacién e icubacion

Conteo de UFC

Inoculacién del patogeno
en cajs petri

Se vertiieron 15 mL para la primera capa de
ABRV para el medio de cultivo de CTy CF

Solidificacion

Se vertiieron 4 mL para la segunda capa de
ABRV para el medio de cultivo de CT y CF

Esterilizacion de material de desecho

Solidificacién e incubacion

Conteo de UFC

Esterilizacion de
material de desecho




