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CALIDAD SANITARIA EN LA PRODUCCION DE NOPAL VERDURA (Opuntia sp.)
EN OTUMBA, MEXICO

Talina Olivia Martinez Martinez, Dr.
Colegio de Postgraduados, 2011

RESUMEN

La calidad sanitaria en los productos hortofruticolas debe considerarse una
prioridad en la produccion de alimentos. Actualmente en México, existe una gran
preocupacion por las asociaciones de productores y gobierno federal para adoptar
sistemas de produccion que reduzcan riesgos de contaminaciéon (SRRC). Para la
implementacion de estos sistemas, es necesario cumplir con una serie de requisitos,
entre ellos se encuentra la validacion de procesos. Un método inmediato para efectuar
este requerimiento, es la evaluacion de la calidad sanitaria desde el punto de vista
microbiolégico y toxicoldgico, o que hace necesario determinar un plan de muestreo y
las técnicas apropiadas para la deteccion y cuantificacion de patdgenos indicadores.
Con este propésito, en este estudio se determind la calidad sanitaria de cladodios de
nopal producido bajo un SRRC a través del recuento de bacterias mesofilas aerobias y
coliformes totales, deteccion de Salmonella sp. y Escherichia coli, asi como la
determinacion de residuos de plaguicidas (organoclorados, organofosforados,
organonitrogenados y piretroides). Los resultados indicaron que la carga de bacterias
mesodfilas y coliformes totales no rebasaron los limites permisibles y no se detecto
Salmonella, sin embargo, se detecto Escherichia coli. Se encontraron residuos de
bifentrina, dimetoato, ometoato, clorpirifés etilico, malation y paration metilico,
plaguicidas no autorizados para este cultivo. Por otra parte, se evalu6 la capacidad de
sobrevivencia de Salmonella y E. coli en cladodios de nopal verdura desespinados y

con espinas a dos temperaturas (4 y 18 °C) por 16 dias, a fin de evaluar su



comportamiento una vez que han invadido a la hortaliza, bajo condiciones de manejo y
almacenamiento comunes en el mercado. Salmonella y E. coli sobrevivieron durante el
periodo de prueba a ambas temperaturas y condiciones de nopal, aunque la mayor
sobrevivencia fue en nopal desespinado. Posteriormente, se identificaron y
cuantificaron compuestos fendlicos en cladodios de nopal con potencial microbicida, se
observo que &cido protocatequico y cafeico se encontraban en mayor abundancia. En
este mismo trabajo, se presenta una propuesta para elegir un tamafio de muestra para
analisis microbioldgicos, usando como base planes de muestreo de dos y tres clases y
con referencia en el nivel de proteccion para el consumidor y el nivel de calidad del
productor. Ambos muestreos permitieron disefiar esquemas de muestreo con un nivel
de proteccion requerido por el mercado y comparar estadisticamente diferentes

sistemas de produccién de productos horticolas.

Palabras clave: Salmonella, Escherichia coli, pesticides, phenolic compounds, survival,

sample size.



SANITARY QUALITY OF CACTUS LEAVES (Opuntia sp.) PRODUCTION IN
OTUMBA, MEXICO

Talina Olivia Martinez Martinez, Dr.
Colegio de Postgraduados, 2011

ABSTRACT

The sanitary quality of horticultural products should be considered a priority in
food production. In Mexico, there is a great concern from producers association and
gubernamental authorities to implement production systems for reducing contamination
risks (SRCR). However, for the implementation of this systems is required to do several
requirements, one them, is the process validation. An immediate way to perform this
requirement is the evaluation of the sanitary quality (microbiological and toxicology
assessment), for this reason, is necessary a sampling plan and appropriate techniques
for pathogen detection and quantification of indicators. For this purpose, in this study
was determined the sanitary quality of nopal, which was produced under a SRCR,
through aerobic mesophilic bacteria and total coliforms counts, Salmonella sp. and
Escherichia coli detection, and pesticide residues determination (organochlorine,
organophosphorus, organonitrogen and pyrethroid). The results were: mesophilic
bacteria and total coliform levels were within the permissible, Salmonella was not
detected, but Escherichia coli was detected. Bifenthrin, dimethoate, omethoate,
chlorpyrifos ethyl, malathion and methyl parathion were detected, these pesticides are
not allowed. On the other hand, was assessed the survival capacity of Salmonella and
E. coli in peeled and whit spines cactus leaves at two temperatures (4 and 18 ° C) for
16 days, in order to determine the bacterias behavior once they have invaded nopal

tissue, under common management and market storage. Salmonella and E. coli



survived in this conditions, although the major survival was in peeled pads Later,
phenolic compounds with potential microbicide in nopal was identified and quantified,
(protochatequic and caffeic acids were the principal compounds. In this paper, we
present a proposal to select a sample size for microbiological analysis, using two and
three classes sampling and protection consumer level and the producer's quality level.
Both sampling design allowed to obtain sampling schemes with a level of protection
required by the market and to do statistically comparations between different systems of

production of horticultural products.

Keywords: Salmonella, Escherichia coli, pesticides, phenolic compounds, survival,

sample size
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INTRODUCCION GENERAL

En las dltimas decadas, se han incrementado los casos de enfermedades
transmitidas por alimentos (ETA), situacion que se agudizo por el cambio de habitos
alimenticios, practicas de produccion y la emergencia de nuevos patogenos (Avila-
Quezada et al., 2010). Los brotes donde se ha involucrado a productos hortofruticolas
mexicanos en su mayoria se han relacionado con bacterias, principalmente Salmonella

y Escherichia coli (Johnston et al., 2006).

México como pais exportador de hortalizas, establecié a partir del afio 2000
practicas que reducen los riesgos de contaminacion. En el 2007, se modificd la Ley
Federal de Sanidad Vegetal, con el propoésito de tipificar como delito los actos que
ponen en riesgo la salud humana y se establecié la implementacion de sistemas de
reduccion de riesgos de contaminacion (SRRC) en la produccién primaria de vegetales
(LFSV, 2007). La implementacion de estos sistemas previene la introduccion de
peligros de contaminacién a lo largo de la cadena de produccion de alimentos y
asegura de que se cumplan con los niveles de proteccion establecidos por el

consumidor (Gorris, 2006).

Actualmente, como una medida para la proteccibn de la salud de los
consumidores, se estan implementando sistemas de reduccién de riesgos de
contaminacion (SRRC) en la produccion de nopal verdura, esto se debe en gran parte
al incremento en el consumo de esta hortaliza en Estados Unidos de América, tal solo
en el periodo 2000-2005 las ventas de nopal aumentaron en 128.6 % (Callejas et al.,
2009). Las unidades de produccion certificadas han mejorado sus posibilidades de

comercializacion a nivel nacional e internacional.



Las reglas de operacién para los SRRC a nivel nacional, exigen que los
procedimientos sean validados a nivel microbiologico y toxicolégico para asegurar la
efectividad del sistema (SENASICA, 2010). Es por eso que, en este estudio se evalud
la calidad microbiologica y toxicolégica de nopal verdura de una sociedad de
productores que tienen implementado un programa de inocuidad agricola y de esta
forma, determinar la efectividad del sistema en la reduccibn de riesgos de

contaminacion.

Para la validacion y verificacion de dichos procedimientos, se debe emplear un
plan de muestreo (Whiting et al., 2006; ANMAT, 2005). En el aspecto de calidad
microbiolégica, la ICMSF (2002) sugiere planes de muestreo disefiados de acuerdo con
el riesgo que representa el patégeno, tipo de alimento, condiciones de manejo y
poblacién a la que va dirigido. Al respecto, en este trabajo se presenta una propuesta
para elegir un tamafio de muestra adecuado al nivel de proteccion requerido por el

consumidor basada en planes de muestreo de dos y tres clases.

Finalmente, en todo sistema de produccién de alimentos se hace necesario
prevenir riesgos de contaminacion para evitar la incidencia de patdégenos en los
productos hortofruticolas. Diversos autores indican que los patégenos como E. coli y
Salmonella puede reproducirse de forma masiva en vegetales a temperaturas entre 4
°C y cercanas a 30 °C (Kroupitski et al., 2009) y pueden sobrevivir hasta por 52
semanas a 5°C (Beuchat y Scouten, 2002). Los mecanismos de sobrevivencia son
diversos, desde regulacion en la expresion de genes, formacion de resistencia a

agentes microbicidas y formacion de biopeliculas microbianas (O'Toole et al., 2000).



También se ha detectado que la sobrevivencia depende de la composicion
qguimica del producto invadido, algunos autores sefialan la presencia de compuestos
con potencial bactericida que inhiben o limitan la supervivencia y crecimiento del
patogeno (Chang et al.,, 2008). Este trabajo presenta el comportamiento de
sobrevivencia que tiene Salmonella y E. coli a dos temperaturas comunes de manejo
postcosecha (4 y 18 °C) durante 16 dias, con el fin de proporcionar evidencia de la
persistencia de ambas bacterias en el producto una vez que el producto se contamina

durante su manejo en cadena de produccion.



OBJETIVO GENERAL

e Determinar la calidad sanitaria de nopal verdura (Opuntia sp.) que se produce en

un sistema de reduccion de riesgos de contaminacion en Otumba, México.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Evaluar la calidad microbioldgica y toxicologica de nopal verdura durante marzo
2008 a marzo 2009 para determinar la efectividad de la implementacion de un
sistema de reduccion de riesgos de contaminacion (SRRC)

e Determinar la capacidad de sobrevivencia de Salmonellay E. coli a 4y 18 °C
durante 16 dias, con el fin de proporcionar evidencia de la persistencia de
ambas bacterias en el producto, una vez que el producto se contamina durante
su manejo en cadena de produccion.

e I|dentificar y cuantificar compuestos fendlicos con potencial microbicida en nopal
verdura.

e Determinar un tamafio de muestra en funcién del nivel de proteccion requerido

por el consumidor y de planes de muestreo de dos y tres clases.
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CAPITULO |

REVISION DE LITERATURA

1.1 Importancia del nopal

El nopal es una planta de la famillia Cactaceae que se caracteriza por sus hojas
modificadas conocidas como cladodios, los cuales se encuentran protegidos por una
cuticula gruesa cubierta de cera cuya funcion es disminuir la pérdida de agua, (Flores-
Valdez, 2003). Estan representados por aproximadamente 74 especies y 14
subespecies del subgénero Opuntia y 10 especies del subgénero Nopalea (Bravo-
Hollis, 1978). Dentro del Opuntia, hay solo 10 o 12 especies utilizadas por el hombre
para la produccion de nopal verdura (brotes tiernos), fruta (tunas), forraje o para la
produccién de grana cochinilla para la obtencién de colorante (Saenz-Hernandez,
2006). Algunas especies para la produccién de nopal verdura son O. ficus-indica, O.
robusta y O. leucotricha; para fruta se emplea con mayor frecuencia a O. megacantha,
O. streptacantha, O. ficus-indica y O. hyptiacantha, mientras que para producion de

cochinilla O. robusta, O. leucotricha y O. ficus-indica (Flores-Valdez, 2003).

Existen evidencias que demuestran que el nopal se ha utilizado desde hace 7000 y
9000 afios de atrads para fines de alimentacion, al parecer las grandes nopaleras
silvestres fueron los recursos naturales que permitieron el establecimiento de los
pueblos en la regiébn de Mesoamérica, incluido el gran Imperio Azteca, Tenochtitlan

(Cervantes-Herrera y Gallegos-Vazquez, 2008).

Como alimento, el nopal es una fuente excepcional de nutrientes, tiene altos

contenidos de fibra, minerales y vitaminas, ademas de otros compuestos como



antioxidantes (Saenz, 2006). La composicion quimica de cladodios de nopal, varia en
funcion de la variedad de la planta, factores edéficos de sitio del cultivo, época de
siembra y la edad de la planta (18-20). Stintzing y Carle (2005) determinaron la

siguiente composicion en base a investigaciones de diversos autores (Cuadro 1):

Cuadro 1. Composicioén quimica de cladodios de nopal verdura

Materia seca (g 100 g*) Peso fresco (g 100 g™)

Agua - 88-95
Carbohidratos 64-71 3-7
Cenizas 19-23 1-2
Fibra 18 1-2
Proteinas 4-10 0.5-1
Lipidos 1-4 0.2

Dentro de los minerales que se encuentran en mayor proporcidon en nopal
verdura son potasio (166 mg 100 g™ peso fresco), calcio (93 mg 100 g™), sodio (2 mg
100 g™) e hierro (1.6 mg 100 g*) [Mufioz de Chavez et al., 1995]. Se ha determinado la
presencia de los &cidos organicos: malonico, citrico y tartarico (Teles et al., 1984).
Otros compuestos son aminoacidos y aminas, entre los que &acido glutdmico y
asparaginico, leucina, alanina, valina, prolina, lisina, arginina, isoleucina, fenilalanina,
glicina, treonina, serina, tirosina, histidina, metionina y cisteina (Stintzing y Carle, 2005).
Dentro de las vitaminas, destaca la presencia de niacina, riboflavina, tiamina y B-
caroteno (Guevara et al., 2001). En compuestos fendlicos se encuentran quercitina,
acido p-hidroxibenzoico, felurico, protocatequico (acido 3,4-dihidroxibenzoico), vanilico,
malico, entre otros (Stintzing y Carle, 2005). Otros estudios en cladodios de O. ficus-

indica, sefialan la presencia de acido protocatéquico (0.06-2.5 mg 100 g™), gélico (0.64



mg 100 g*), 4-hidroxibenzoico (0.5-3.19 mg 100 g™), feldrico (0.56-4.32 mg 100 g*) y
quercitina (forma iso-quercitina: 22.9-32.21 mg 100 g) [Guevara-Figueroa, 2007]. En
0. dillenii, se han detectado acido protocatéquico (0.358 mg 100 g™), 4-hidroxibenzoico
(2 mg 100 g™, felarico (0.47 mg 100 g™). quercitina (forma isoquercitina: 7 mg 100 g™)
y, sin especificar cantidad, trazas de acido 4-hidroxibenzoico, trans-ferdlico y transy
cis p-coumarico (Qiu et al., 2003; Ginestra et al., 2009). La mayoria de estos
compuestos son reconocidos por su actividad antimicrobiana y antioxidante, antiviral,
anticancerigena, antimutagenica y ansiolitica (Tung et al., 2007; Yang et al., 2009;
Jiang et al., 2001; BiroSova et al., 2005; Schroeter et al., 2006; Yoon et al., 2007; Itoh et

al., 2010; Othman et al., 2010).

El nopal se caracteriza por poseer propiedades terapéuticas entre las que se
encuentran: es un hipoglucemiante natural, protege la mucosa gastrointestinal de la
produccion excesiva de acido gastrico, es una fuente de fibra soluble (Saenz, 2006).
Algunas especies como O. fuliginosa y O. streptacantha se usan para el control de
gastritis, fatiga, dispnea y para fortalecer al higado dafiado por el abuso de alcohol
(Sahpiro y Gong, 2002). También se aplica en tratamientos contra desordenes
reumaticos, eritema, infecciones cronicas de la piel, acidosis y arterioesclerosis (Mufioz

de Chavez et al., 1995; Saenz, 2006).
1.2 Produccion Nacional

La produccion de nopal en México, se divide en tres sistemas: nopaleras

silvestres, huertos familiates y plantaciones comerciales (Flores-Valdez, 2003). Se



estima que existen alrededor de 3 millones de ha de nopaleras naturales y 60,000 ha

de nopal cultivado (Cervantes-Herrera y Gallegos-Vazquez, 2008).

Las principales zonas productoras de nopal de acuerdo a Cervantes-Herrera y

Gallegos-Vazquez (2008) se localizan en tres regiones (Figura 1):

a) Region Centro-norte: Zacatecas, San Luis Potosi, Aguascalientes, Guanajuato,
Querétaro y Jalisco. Recientemente, Durango, Coahuila, Nuevo Ledén, Tamaulipas,

Sonora, Chihuahua, Baja California y Baja California Sur.

b) Regién Central: Distrito Federal, Morelos, Estado de México, Tlaxcala, Hidalgo,

Morelos y Michoacan.

c) Regién Sur: Puebla, Oaxaca, Veracruz. Esta zona cuenta con las mejores

condiciones ambientales para la produccion, debido a la baja ocurrencia de heladas

Al respecto, el Servicio de Informacién Agroalimentaria y Pesca (SIAP, 2011)
registré para el afio 2010 una superficie cultivada de nopal verdura de 12, 472.59 ha,
con una produccién de 723, 815. 42 ton, situacién que generd un valor de la produccién
de 1,671, 212. 70 miles de pesos. De acuerdo a esta informacién los estados con
mayor produccion de la hortaliza fueron Distrito Federal con 4,337 has y Morelos con
3,255 ha. En este afio, otros estados con mayor produccion fueron: Tamaulipas (661.98
has), Baja California (608.5 ha), Jalisco (454.75 ha), San Luis Potosi (436 ha),
Zacatecas (409.25 ha), Guanajuato (237.18 ha), Puebla (147.5 ha) y Oaxaca (121.9

ha).
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Figura 1. Zonas productoras de nopal verdura en México

Las principales variedades que se cultiva en México de acuerdo con Flores-
Valdez (2003), son: Milpa Alta (Distrito Federal, Morelos), Atlixco (Puebla, México),
Copena V1 (Baja California, San Luis Potosi, Sonora, Hidalgo, México), Copena F1
(Sonora, Baja California, México) Moradilla (México), Blanco (Michoacan, Guanajuato),
Negro (Michoacan), Blanco con espinas (Guanajuato), PolotitlAn (México), Manso
(Sonora), Oaxaca (Oaxaca), Oreja de elefante (Coahuila, Nuevo Ledn, Tamaulipas),
Tamazunchale (San Luis Potosi, Tamaulipas), Tapén y Duraznillo (San Luis Potosi,

Zacatecas, Guanajuato, Durango, Jalisco, Aguscalientes y Queretaro).

1.3 Produccién de nopal bajo sistemas de reducciéon de riesgos de

contaminacion

Los sistemas de reduccion de riesgos de contaminacién son un conjunto de
elementos, métodos y herramientas eficaces, disefiadas y aplicadas bajo condiciones
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naturales de produccion y/o manejo de un alimento con la finalidad de reducir las
probabilidades de que un contaminante de origen biolégico, quimico y/o fisico se

posicione sobre éste y comprometa la salud de quien lo consume (LFSV, 2007).

Desde el afio 2000, el sector federal ha impulsado estrategias para reducir la
incidencia de brotes de enfermedades gastrointestinales atribuidas al consumo de
hortalizas frescas crudas. Entre ellas se encuentra, la implementacion de Sistemas de
Reduccion de Riesgos de Contaminacion (SRRC) en los procesos de produccion. A
partir del 2001, la SAGARPA a través de su reglamento interior, adquiere competencia
en materia de inocuidad de los alimentos y en Enero del 2003 crea la Direccion General
de Inocuidad Agroalimentaria, Acuicola y Pesquera (DGIAAP), la cual tiene como
objetivo: promover la aplicacion y certificacion de Sistemas de Reduccion de Riesgos
de Contaminacion (SRRC) en las unidades de produccion, manejo y procesamiento
primario de alimentos. Para desarrollar este programa en el area agricola, la DGIAAP
se apoya en los organismos auxiliares, como los Comités Estatales de Sanidad Vegetal

de todos los Estados de la Republica Mexicana (SENASICA, 2010).

En México, los SRRC se encuentran implementados en productos horticolas que
tienen importancia econémica como jitomate, ajo, calabaza, cebolla, cilantro, tomate,
pepino, cebollin, lechuga, chicharo, albaca, dill,chile,tomatillo, hierbas arométicas,
limén, pimiento, brocoli, apio, aguacate, menta, salvia, tomillo, jicama, verdolaga, haba,
acelga, ejte, espinaca, esparrago, zanahoria, coliflor, repollo y recientemente en nopal
verdura (SENASICA, 2011). En este dltimo cultivo, son pocas las unidades de

produccion que se han integrado a este sistema, sin embargo, se prevee que en corto
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plazo se integren mas unidades al programa, conforme se demuestran los beneficios

gue confiere a la salud humana.

1.4 Validacion de los SRRC

La eficacia de los Sistemas de Reduccion de Riesgos de Contaminacion se
sustenta en un diagnostico de las condiciones productivas del alimento, un analisis de
riesgos para valorar y sustentar los riesgos de contaminacion (directos o indirectos), un
plan técnico de ejecucion, el disefio y aplicacién de soluciones adecuadas y viables, y

la validacion de los procedimientos aplicados (SENASICA, 2010).

Durante la validacién de los procesos, las unidades de produccion o empaque
demuestran que las medidas de control aplicadas durante el proceso de produccion,
cosecha y/o empacado de un alimento de origen agricola son eficaces para reducir los
riesgos de contaminacién. Los lineamientos generales para la operacion y certificacién
de sistemas de reduccion de riesgos de contaminacion en la produccion primaria de
alimentos de origen agricola, establecen que la validacion de procesos debe hacerse al
menos una vez por ciclo productivo y consisten en evaluar que las superficies de
contacto no vivas (mesas de empaque, cajas de campo, contendores de cosecha,
herramientas e cosecha, paredes interiores de depdésitos de agua para consumo
humano y aspersiones, como minimo) y manos de trabajadores no presenten
coliformes fecales, Salmonella spp. y Escherichia coli. En agua para aspersiones, uso y
consumo humano y aguas para riego se evalua que no contengan indicadores de
contaminacion previstos en la NOM-127-SSA1-1994. En tanto en los frutos durante la

fase de cosecha, deben demostrar la ausencia de plaguicidas no autorizados en
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nuestro pais y/o mercado destino, cumplimiento de los LMR de productos autorizados
para su uso y la no presencia de organismos patdégenos como Salmonella spp. y E.

coli (SENASICA, 2010).

Durante la validaciéon de los procesos para la deteccion de contaminantes
biologicos, es frecuente la incertidumbre en la eleccion del tamafio de la muestra.
Autores como Dahm (2004) y Johnston et al. (2006), sefialan la necesidad de
considerar el tamafio de muestra en funcion del patdégeno asociado al alimento, asi
como de su nivel de incidencia en el alimento y nivel de proteccion para el consumidor
(Whiting et al., 2006). La preocupaciéon de tomar una muestra que representara a todo
un lote, denota la importancia de establecer un plan de muestreo acorde al alimento y a
los microorganismos de interes. La Comisién Internacional para la Especificacion
Microbiol6gica de Alimentos (ICMSF, 2002), propone dos tipos de muestreo de
atributos: de dos y tres clases. Los primeros se emplean para determinar la presencia o
ausencia de un microorganismo patdgeno, o en su defecto que no exceda un limite
critico. Se aplican cuando se determina la presencia o ausencia de un microorganismo
patdgeno o las toxinas que derivan de su metabolismo. Se sugiere usar el plan de
muestreo de dos clases cuando el analista esta seguro de que los microorganismos
estan uniformemente distribuidos en el lote. En este plan de muestreo se designa con n
el numero de muestras unitarias que deben examinarse y con c, el nimero maximo de
muestras unitarias que pueden contener un nimero maximo de microorganismos o
concentraciones de toxina, por debajo del maximo tolerable m (Legan et al, 2001).
Mientras que el de tres clases, se asume que la distribucién de los patégenos sigue

una distribucion heterogénea y considera criterios microbioldégicos que permiten dividir
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la calidad del lote de alimentos en tres categorias: satisfactoria, marginalmente
aceptable e inaceptable (Forsythe, 2003). Este plan de muestreo se emplea para
examinar la presencia de indicadores de higiene, coliformes totales y fecales, asi como

bacterias mesdfilas aerobias entre otros (Forsythe, 2003; Legan et al., 2001).

La ICMSF (2002) indica que para la eleccidon del plan de muestreo se considera
el peligro, de tal forma que surgen 15 situaciones que se conocen como “casos” o
“categorias”. La eleccion del caso y el plan de muestreo esta en funcion de los
microorganismos implicados, de la posibilidad de destruccién, supervivencia o
multiplicacion de los microorganismos durante la manipulacién normal del alimento y la
poblacion a la cual va dirigida el alimento (Forsythe, 2003). En el Cuadro 2, se presenta

la clasificacion de los planes de muestreo en base al peligro de contaminacion.

1.5 Evaluacion del proceso de produccion

Dentro de todo proceso de produccién es importante asegurar que el proceso

sea capaz de mantener sus estandares de calidad dentro de los limites permisibles.

Una de las herramientas estadisticas que permiten predecir el grado de
cumplimiento de las especificaciones requeridas y la variabilidad en el proceso se
conoce como capacidad del proceso ¢ habilidad del proceso y proporciona una
prediccion cuantitativa de qué tan adecuado es un proceso. El analisis de capacidad
del proceso es una parte esencial en el control de calidad (Kane, 1986; Montgomery,

2006).

15



Cuadro 2. Planes de muestreo para combinaciones de diferente grado de riesgo para la salud y

diversas condiciones de manipulacion

Condiciones de manipulacion del alimento tras el muestreo

Tipo de Riesgo

Sin riesgo para la
salud

Vida util y alteracion

Riesgo para la salud
bajo, indirecto
(indicadores)

Moderado directo,
difusion limitada

Moderado, directo,
difusion
potencialmente
extensa

Grave, directo

Reducen el riesgo

Categoria 1

3clasesn=5,c=3

Categoria 4

3clasesn=5,¢c=3

Categoria 7
3clasesn=5,c=2
Categoria 10

2 clasesn=5,¢c=0

Categoria 13

Riesgo sin cambios

Categoria 2

3clasesn=5,c=2

Categoria 5

3clasesn=5,¢c=2

Categoria 8
3clasesn=5,c=1
Categoria 11

2 clases n=10,c=0

Categoria 14

2 clasesn=15,c=0 2clasesn=30,¢c=0

Pueden aumentar
el riesgo
Categoria 3

3clasesn=5,c=1

Categoria 6

3clasesn=5,c=1

Categoria 9
3clasesn=10,c=1
Categoria 12

2 clases n=20,c=0

Categoria 15

2 clases n=60,c=0

Para el calculo de la capacidad de un proceso existen técnicas gréaficas y

matematicas, dentro de las primeras se encuentran las cartas de control, histogramas,

gréficas de probabilidad y experimentos disefiados. En el segundo caso, se utilizan los

indices de capacidad, determinados por los cocientes entre la variacion natural del

proceso Yy el nivel de variacion especificada. En el estudio de la capacidad del proceso

se miden los parametros funcionales del producto, no del proceso en si (Montgomery,

2006; Bautista-Peréz et al., 2003).



Las técnicas estadisticas para calcular los indices de capacidad toman como
referencia que la variable en estudio asume una distribucién normal y calculan tanto la
variacion a corto plazo como la variacion a largo plazo (Bothe, 1997). La variabilidad a
corto plazo o inherente del proceso, se refiere a la variabilidad que se presenta por
causas comunes. Mientras que la variabilidad a largo plazo es resultante de todas las
causas de variabilidad (causas comunes y especiales), en la que se tienen en cuenta
factores como el desgaste, cambios de lote de materia prima, etc. (Bothe, 1997;
Montgomery, 2006). Cuando los datos del proceso asumen distribuciones no normales,
los calculos se basan frecuentemente en el modelo de la distribucién Weibull (Kotz et
al., 2002; Bautista-Peréz et al., 2003), aunque no se descarta el uso de otros modelos
como la distribucion de valor extremo.

Los estadisticos o indices de capacidad asociados a la variacion a corto plazo
son Cp, Cpk, CPU, y CPL, estiman la capacidad potencial o a corto plazo y predicen el
comportamiento del proceso si se eliminara la variabilidad entre los distintos subgrupos.
Por otro lado, los indices de capacidad asociados a la variacion a largo plazo son Pp,
Ppk, PPU, y PPL, estiman la capacidad global o a largo plazo del proceso e indica el
comportamiento del proceso respecto a las especificaciones definidas (limites). Los
andlisis basados en el modelo normal calculan tanto la variacion a corto plazo como la
variacion a largo plazo, mientras que los basados en modelos no normales, como el
modelo Weibull sélo calculan la variacion a largo plazo (Kotz et al., 2002). En el Cuadro

3, se presentan los indices de capacidad de procesos (Kane, 1986; Kotz et al., 2002).
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Cuadro 3. indices de capacidad de procesos

indice Uso Definicion Formula
CpoPp El proceso esta Es el radio entre la (LES-LEI)/6c
centrado en los amplitud (distancia El indice C, Y Pp debe ser
limites de entre los limites de >1.33 para tener el potencial
especificacion especificacion) y la de cumplir con especificaciones
amplitud natural (LIE, LSE)
Cpk o Ppk | El proceso no esta Es el cociente entre la | Min{ (LES - p)/30, (M - LEI)/30'}
centrado en los amplitud permitida y | Para que el proceso cumpla con
limites de la amplitud natural, | las especificaciones, el Cpk y
especificacion, pero | teniendo en cuenta la | Ppk deben de ser >1.33.
esta contenidos en media del proceso
ellos respecto al punto
medio de ambas
limites de
especificacion
CPU o PPU | El proceso solo tiene (LES-u)/ 30
un limite de Para que el proceso cumpla con
especificacion las especificaciones el CPU vy
superior PPU deben de ser >1.33.
CPL o PPL | El proceso solo tiene (u-LEl)/30
un limite de
especificaciéon
inferior

1.6 Teoria de extremos

La teoria de extremos desarrolla procedimientos, estadisticamente justificables,
para estimar el comportamiento de un proceso de una distribucion desconocida, F, a
partir de una muestra de datos. El interés principal no esta en el promedio, sino en los

valores mas bajos o mas altos de la variable, es decir, en los eventos asociados a la
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cola de la distribucion. Se aplica en estudios donde es necesario analizar variables con
respuestas extremas, como en climatologia, hidrologia, finanzas, ingenieria, etc. (Mun,
2011). Los principales problemas con los que hay que enfrentarse para realizar esa
estimacion son: escasez de datos en la cola de la distribucion (principalmente datos
extremos), precision para extrapolar la inferencia a situaciones extremas (por ejemplo,
la determinacion de las condiciones extremas para que una construccion colapse) y la
imposibilidad de usar la mayor parte de las técnicas de estimacion estandar, que
suelen producir estimadores de colas muy sesgados (Cebrian, 1999; Kotz y Nadarajah,
2000).

De acuerdo con Cebrian (1999), el comportamiento del valor maximo (Mn) se
basa en la teoria de Gumbel (valor del extremo mas grande), donde se hace referencia
a caracterizar el comportamiento del maximo de muestras. Dada una serie X, X, . . .,
Xn con distribucion F, donde el comportamiento del maximo es:

Mn = max {Xi, Xz, ..., Xp}, de forma que P(Mn <x) = Fn (X).

El objetivo principal, fue caracterizar el comportamiento asintético de Mn, en
particular cuando n —oc. De esta manera, la funcién de distribucion de Valor extremo,
VE, se divide en tres tipos: 0 (VEO), 1 (VE1) o 2 (VE2), o Gumbel, Fréchet y Weibull,

respectivamente.

Las caracteristicas de estas distribuciones son diferentes, pero existe una

relacion funcional entre ellas y se expresa

X~ VE1(a) < a In (X) ~VEO < -X* ~VE2 (o)
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Para adoptar una parametrizacibn que comprenda a las tres disribuciones se

introduce el pardmetro v, de tal forma que:
G(x;y) =exp [-(1+yx)"V] paral-yx>0

Esta distribucion se puede generaliza afiadiendo los pardmetros de localizacion,

u (media), y escala ¢ (desviacion estandar):

X-p

G v; 1 0) = G (S57)

Tanto VE1 y VE2 corresponden, respectivamente, a los casos y >0y y <0. La
distribucién Gumbel, o tipo 0, se obtiene como el limite de G(x; y) cuando y — 0. Con

esta notacion, la relacion entre las dos parametrizaciones es:

Kotz y Nadarajah (2000) presentan las funciones de esta dstribuciones de la
siguiente forma:
VEO: Pr[X<x] = exp[—e(*~#/7]
0;
VEL = Pr [XSX]:{exp {_ (ﬂ)s}}x <p x=p

g

VE2 = Pr [X<x]= exp {- ("%‘)8} Axsp x> p
0

Donde los parametros son: u,  (>0) y € (>0).
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CAPITULO I
EVALUACION DE LA REDUCCION DE PELIGROS EN NOPAL VERDURA (Opuntia
ficus-indica (L.) Mill) var. Atlixco MEDIANTE UN SISTEMA DE REDUCCION DE
RIESGOS DE CONTAMINACION
2.1 RESUMEN

El cladodio de nopal verdura se usa principalmente como alimento y para fines
terapéuticos (tratamiento de enfermedades cronico degenerativas, diabetes y
obesidad). De alli el incremento en la demanda tanto en el mercado nacional como
internacional. Lo que ha derivado en la aplicacion de medidas de reduccién de riesgos
de contaminacion, con el objetivo de asegurar que no cause dafio al consumidor. Por
ello, en los ultimos afios se han implementado sistemas de reduccién de riesgos de
contaminacion en su produccion, con el objetivo de asegurar que no cause dafio al
consumidor. Es obligacién del productor y autoridades sanitarias validar que estas
medidas sean efectivas en el control de peligros de contaminacion. En este trabajo, se
evalué la calidad sanitaria de nopal verdura producido bajo un sistema de reduccién de
riesgos de contaminacién en la regiéon de Otumba, México. Durante marzo de 2008 a
mayo de 2009, se determind la carga microbiol6gica de la hortaliza y se evaluo el
riesgo toxicologico derivado de los insecticidas que se aplican en la region de estudio.
La comparacién de medias mostraron que no se excedieron las cargas de bacterias
mesofilas aerobias y coliformes totales, sin embargo, el andlisis de datos individuales
indico valores fuera de limite y variabilidad de las cargas microbianas de producto entre
los productores. El calculo del indice de la capacidad general del proceso mostro que el

proceso de produccion a largo plazo podria generar producto con niveles
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microbiolégicos arriba del limite. Se detectd la presencia de Escherichia coli y no se
detecto a Salmonella. Se encontraron residuos de bifentrina, dimetoato, ometoato,
clorpirifés etilico, malation y paration metilico, plaguicidas no autorizados a nivel
mundial.

Palabras clave: nopal verdura, calidad microbioldgica, residuos de plaguicidas.
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2.2 ABSTRACT

In México, the principal uses of cactus leaves are alimentary and medicinal
purposes, in treatment of chronic degenerative diseases such as diabetes and obesity.
Therefore, in the last years measures to reduce contamination risks are implemented by
farmers and governmental authorities in order to ensure the consumers safety. In this
study, sanitary quality of cactus leaves from a contamination risk reduction system was
evaluated. During March 2008 to May 2009, microbiological load of cactus leaves and
toxicological risk from pesticides applied were determined. Comparison of means
showed mesophilic bacteria and total coliforms in allowable limit; however, individual
analyses exhibited values outside the limit and variability. The capacity of the process
index showed that the production process could generate product (cactus leaves) with
high microbiological levels. Escherichia coli was detected, but Salmonella was not
detected. Pesticide residues not approved by Mexico, United States of America or
Europe requirements Bifenthrin, dimethoate, omethoate, chlorpyrifos ethyl, malathion
and methyl parathion were found in the product. These pesticides are not approved in
the world.

Keywords: cactus leaves, microbiological quality, pesticide residues.
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2.3 INTRODUCCION

En México, el nopal es un alimento que se incluye en la dieta diaria de los
mexicanos y se utiliza como un agente terapéutico (Sdenz-Hernandez et al., 2002).
Con el aumento de enfermedades tipo degenerativas, el nopal se emplea para regular
niveles de glucosa y colesterol en sangre, problemas de obesidad, gastritis,
desérdenes reumaticos, acidosis, arterosclerosis, entre otros (Saenz-Hernandez et al.,
2002; Piga, 2004; Rodriguez et al., 2008). Durante el tratamiento, es muy comun el
consumo de nopal fresco (Sédenz-Hernandez et al., 2002; Nefzaoui et al., 2008), lo que
hace necesario garantizar que no cause dafo al consumidor (Leifert et al., 2008). Al
respecto, en brotes epidemiologicos por enfermedades transmitidos por la ingesta de
alimentos, existen datos que sefialan la frecuencia de contaminacion de tipo biolégico
por la presencia de patdégenos (Gonzéalez y Rojas, 2005) y quimico por residuos de
plaguicidas (Henao y Arbelaez, 2001). La mayoria de patdgenos tienen mecanismos
para alojarse en sitios protectores dentro del material vegetal y continuar su
proliferacion (Fernandez-Escartin, 2008). En tanto que los residuos toxicos, en
particular plaguicidas, pueden estar presentes en el producto si ho se respeta el
intervalo de seguridad, cuando se rebasa la cantidad de aplicaciéon permitida y en
algunas ocasiones, cuando hay contaminacién cruzada con areas aledafias (Aldama-
Madrid et al., 2008). Desde el afio 2000, el sector federal ha impulsado estrategias para
reducir la incidencia de brotes de enfermedades gastrointestinales atribuidas al
consumo de hortalizas frescas crudas. Entre ellas se encuentra, la implementacion de
Sistemas de Reduccion de Riesgos de Contaminacion (SRRC) en los procesos de

produccion. El presente estudio tuvo como objetivo determinar si la aplicacion de un
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SRRC reduce el riesgo de contaminacién por patégenos y residuos téxicos. Con este
propdsito, en este estudio se determiné la calidad sanitaria de nopal producido bajo un
SRRC a través del recuento de bacterias mesofilas aerobias y coliformes totales,
deteccion de Salmonella sp. y Escherichia coli, asi como la determinacion de residuos

de plaguicidas (organoclorados, organofosforados, organonitrogenados y piretroides).

2.4 MATERIALES Y METODOS

2.4.1 Toma de muestra

Se eligieron al azar 14 productores (n=14) de nopal verdura, que contaban con
unidades de produccion certificadas bajo un SRRC, ubicadas en el municipio de
Otumba, México, los muestreos se realizaron durante marzo, junio, septiembre vy
octubre de 2008; enero y mayo de 2009 (un muestreo en cada mes). Para el andlisis
microbiologico (AM), se utilizaron 60 unidades experimentales, con un tamafio de
muestra de 1 kg de nopal, que fueron colectadas asépticamente en bolsas de
polietileno de 25 x 33 cm, esterilizadas previamente con luz UV a 265 nm y se
mantuvieron a 4°C para su traslado al laboratorio de Microbiologia del Departamento
de Ingenieria Agroindustrial de la Universidad Autonoma Chapingo. Para el andlisis de
residuos de plaguicidas (ARP), se tomaron 24 muestras (24 kg de cladodios) al azar,
de diferentes cajas y puntos de localizacién, el tamafio de muestra fue de 3 kg, que se
mantuvieron en congelacion, para su envio inmediato a un laboratorio privado en

Matamoros, Tamaulipas.
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2.4.2 Cuenta total de bacterias mesoéfilas aerobias (BMA) y coliformes totales (CT)

y fecales (CF)

Para preparar una solucion inicial, en una licuadora se homogeneizaron 25 g de
muestra con 225 mL de peptona de caseina (BD BIOXON®) al 0.1% por 1 minuto a
200 rpm. Posteriormente, se prepararon diluciones decimales de 10" a 10™. Para la
determinacién de BMA, se hizo el recuento en placas Petrifilm™ 3M (Saint Paul, MN,
USA), que consistio en la siembra por triplicado de alicuotas del mL de las diluciones
102, 103 y 10™ en placas Petrifilm™ 3M vy la incubacién a 37°C durante 24 horas. El
recuento de las placas se realiz6 conforme a la guia de interpretacién Petrifim™ 3M.
Los resultados se expresaron como logio de unidades formadoras de colonias por

gramo de muestra (log UFC g™%).

Los CT se determinaron conforme a la NOM-112-SSA1-1994 por la técnica del
namero mas probable (NMP), los resultados se expresaron como logio del nUmero mas
probable por gramo de muestra (log NMP g). Los coliformes fecales se diferenciaron
de los totales a través de la siembra de las muestras positivas en caldo EC (Merck®),
se incubaron a 45.5 °C en bafio Maria por 48 h. Los tubos positivos (Con gas en los
tubos Durham) se consideraron para el recuento de E.coli y su presencia se determiné
en el medio de caldo lauril sulfato de sodio, después se sembr6 en placas con agar
eosina azul de metileno [EMB, BD BIOXON®], para definir las caracteristicas coloniales
y microscopicas. Finalmente, la confirmacion se hizo mediante las pruebas bioquimicas

IMViC (Pascual y Calderén, 2000).
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2.4.3 Deteccion de Salmonella

La detecciéon de Salmonella spp., la identificacién bioquimica y serolégica se
realizd conforme lo sefala la Norma NOM-114-SSA1-1994. A continuacion se describe

la metodologia:

Preenriquecimiento. Se tomaron 25 g de muestra y se mezclaron con 225 mL

de caldo lactosado (BD Bioxon®), se incub6 a 37 °C por 48 horas.

Enriquecimiento. Tubos con caldo tetrationato (Difco®) y caldo selenito cistina
(Difco®) se inocularon con 1 mL del cultivo de preenriquecimiento y se incubaron a 37

C por 24-48 horas.

Aislamiento. Se tomaron muestras de los cultivos de caldo tetrationato (Difco®)
y caldo selenito cistina (Difco®) y se sembraron por triplicado en placas con medios
selectivos de aislamiento: agar sulfito bismuto (Difco®), agar XLD (Difco®), agar entérico
hektoen (Difco®) y CHROMagar (BBLTM) para Salmonella. La incubacién se llevé a 37
°C por 24 horas, pasado este tiempo se caracterizacion las colonias tipicas para

Salmonella y se les realizé tincion de Gram.

Identificacién bioquimica. Las colonias sospechosas de Salmonella que se
obtuvieron en el aislamiento, se sembraron por triplicado en tubos con agar triple
azlcar y hierro (BD Bioxon®, agar lisina hierro (Difco®), agar citrato de simmons
(Difco®), agar SIM (Difco®), caldo urea (BD Bioxon®), caldo rojo fenol lactosa (BD
Bioxon®), caldo rojo fenol sacarosa (BD Bioxon®), caldo rojo fenol dulcitol (BD Bioxon®)

y solucién de cianuro de potasio (Merck®), la incubacién se realizé6 a 37 °C por 24
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horas. También se hicieron las pruebas de indol, rojo de metilo y Voges-Proskauer

(Pascual y Calderon, 2000).

Pruebas seroldgicas. Se emplearon kits comerciales de antisueros somaticos (O) y
flagelares (H) para Salmonella (DIFCO®). Sobre un portaobjetos céncavo se colocaron
azadas de cultivo joven (18 h) y se agrego aproximadamente de 0.5 mL de los
antisueros, la mezcla de dejo reposar por 1 a 2 min y se observo si habia formacion de

aglutinacion.

Identificacion de Salmonella mediante PCR. Para la identificacion molecular
de Salmonella, las cepas sospechosas se trasladaron al laboratorio de Microbiologia
del Centro de Investigacion Regional “Dr. Hideyo Noguchi". Universidad Autonéma de
Yucatan, Mérida, Yucatan, donde se establecieron pruebas de reaccidén en cadena de
la polimerasa (PCR, por sus siglas en ingles). Para la extraccion de ADN se tomaron
1.5 mL del medio en caldo LBB y se colocaron en tubos Eppendorf. La muestra se
centrifugé a 8000 rpm por 5 min, se desechd el sobrenadante y se realizaron dos
lavados con agua desionizada. Posteriormente, se agregé 1 mL de agua destilada para
resuspender la pastilla bacteriana y se calentdé a bafio maria a 95 °C durante 5 min.
Una vez fria la muestra, se centrifugé a 13,000 rpm por 10 min. El sobrenadante se

transfirié a tubos Effendorf para su réplica en PCR.

Para el analisis PCR se emplearon los Oligos Stn 571 (5° GCG GTC GGT CCC
ACTTTCTTT TG 3’) y Stn 971 (5 ACT ACC TGC TCT CGC CCA ATG CTT 3'), en un
volumen final de 30 pL, que contenian; 5 uL de los ADNs problema, 1 pL de los Oligos

Stn, 3 pL de buffer para Taq Polimersa y 17.1 uL de H,O, esta mezcla se colocé en el
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termociclador (BIORAD®) y se someti6 a los siguientes tratamientos térmicos: 94°C, por
5 min; 94°C, 1 min; 55°C, 1 min; 72 °C, 1 min. y finalmente 72°C por 5 min. Se utilizd
un control positivo (ADN snt+) y otro negativo (ADN snt-). Todos los productos de
amplificacion fueron sometidos a electroforesis en geles de agarosa al 1%, tefiidos con
bromuro de etidio. Los resultados se obtuvieron mediante la observacion del gel en un
transiluminador de luz UV. Finalmente, un marcador de peso molecular de 100 pb
(Gibco BRL Rockville, Md) fue utilizado para la deteccion de los pesos moleculares de

los productos de PCR.
2.4.4 Disefio experimental y Anédlisis estadistico

El modelo experimental consisti6 en un disefio completamente al azar (DCA).
Para el AM se incluyeron 10 tratamientos (productores de nopal verdura) y 4
tratamientos para el ARP, con 6 repeticiones, originando 60 y 24 unidades

experimentales, respectivamente, para un total de 84 muestras de nopal verdura.

Las cuentas de BMA y CT en nopal verdura, se analizaron estadisticamente con
el programa SAS 9.1 (SAS Institute Inc., 2002). Se realizé un analisis de varianza

(ANOVA) y una comparaciéon de medias con la prueba de Tukey (p<0.05).
El modelo que se empleé para el analisis fue:
Yii= M+ 1t gj

Donde, Y= es el valor observado de la variable respuesta correspondiente al

tratamiento ; en su repeticion ;
M= es la media general
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ti= efecto del i-ésimo tratamiento, j=1,2,3,4,5,6
&= error asociado del iésimo tratamiento en la j-ésima repeticion.

Posteriormente en Minitab 15®, se modelo una distribucion estadistica para los
resultados de BMA y CT y se determind la capacidad de proceso, con el fin de
determinar la eficiencia del proceso de produccion de nopal bajo un SRRC. En el caso
de E. coli y Salmonella sp. no se aplicé analisis estadistico, solo se indica su presencia

0 ausencia.
2.4.5 Andlisis de Residuos de Plaguicidas

Las muestras de nopal destinado a ARP se etiquetaron y se mantuvieron en
congelacién hasta su envio al laboratorio LABSAP S. de RL M., quien utilizé el método
de multirresiduos de la FDA, Vol. 1, seccién 302 para la deteccion de residuos de
plaguicidas organoclorados, organofosforados, organonitrogenados y piretroides. El
limite de determinacion fue de 0.01 a 0.08 ppm, con un porcentaje de recuperacion de
>80%. Durante el muestreo se mantuvo comunicacién con el personal técnico del
CESAVEM y productores, para obtener informacion relacionada a las plagas de nopal y

a los plaguicidas comunes gue se aplicaban en la region de estudio.

Se evalud el riesgo toxicolégico, derivado de los insecticidas que se aplican en
nopal verdura en la zona de estudio, con la metodologia descrita por Aldama-Madrid et
al. (2008). Para determinar el calculo de la Ingesta Diaria Estimada (IDE) se empleo la

férmula que describe Valenzuela et al. (2001):

C
IDE:ZCi(NDK)
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Dénde: X ci, es la suma de las concentraciones de los plaguicidas evaluadas en
nopal (mg kg™); C, es el consumo anual de nopal por persona (kg por afio); N, es el
numero de muestras analizadas, se considera una por tratarse de resultados por
productor; D, es el numero de dias en un afo; y K, es peso corporal promedio del
consumidor (kg). Se utilizé el consumo per capita en México de 5.78 kg como el valor
de C (Berger et al., 2006) y como K, 70 kg (peso promedio del consumidor mexicano).
Las Ingestas Diarias Admisibles (IDA) se obtuvieron de los datos publicados por la

FAO-WHO (1993, 1996, 1997, 1998, 2000)

2.5 RESULTADOS Y DISCUSION
2.5.1 Calidad microbiolégica de cladodios de nopal verdura
2.5.1.1 Cuenta de BMA

La prueba de Tukey no mostré diferencias significativas (p<0.05) entre los
efectos de los tratamientos, considerando las fechas de muestreo (marzo de 2008 a
mayo de 2009), para las variables respuesta BMA en las diferentes épocas de
muestreo de (Cuadro 4). La comparacién de medias mostré6 que las carga microbiana
mas alta (4.15 + 0.97 UFC g') se presentaron en octubre (Cuadro 5), este
comportamiento no coincide con lo sefialado por diversos autores, que demostraron
que la carga microbiana en alimentos aumenta en primavera y verano debido al

incremento de la temperatura (Pavan da Silva et al., 2007; Cohen et al., 2007).
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Cuadro 4. Analisis de varianza para la cuenta de BMA en nopal verdura de

produccién con SRRC en Otumba, México de marzo de 2008 a mayo de 2009.

unidades de

Fuente DF Suma de cuadrados Cuadrado de la media F valor Pr>F
Modelo 5 7.61512925 1.52302585 2.18 0.696
Error 54 37.69367065 0.69803094

Total 59 45.30879990

correcto

Cuadro 5. Comparacién de medias de la cuenta de BMA en nopal verdura de

produccién con SRRC en Otumba, México de marzo de 2008 a mayo de 2009.

Agrupamiento Tukey Media N Muestreo
A 4.1503 10 4 (Octubre 2008)
A
A 3.9667 10 3 (Septiembre 2008)
A
A 3.7440 10 6 (Mayo 2009))
A
A 3.6772 10 2 (Junio 2008)
A
A 3.2154 10 1 (Marzo de 2008)
A
A 3.1888 10 5 (Enero de 2009)
A

"Medias con la misma letra no son significativamente diferentes

unidades de

Como se mencion6é antes, el ANOVA no encontr6 diferencias entre los

tratamientos y todas las muestras de nopal cumplieron con los limites establecidos, sin

embargo, con el propédsito de tener otro angulo de analisis de los mismos resultados,
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donde los datos reflejaran con mas precision los resultados del laboratorio “muestra por
muestra”, las cuentas de BMA de cada muestra, se modelaron en una distribucion del
valor extremo més grande (Minitab 15®), la media del proceso fue de 3.65 y desviacion
estandar (escala) de 0.67. Se detect6 que los recuentos de BMA se concentraron en un
rango de 3 a 5 log UFC g™, las colas de la distribucién sefialaron valores minimos a 2
log UFC g* y valores maximos de 6 log UFC g (Figura 2). El indice de capacidad
general del proceso (Ppk), considerando que m=2 y M=5 log UFC g™ (FNB et al., 2003)
fue de 0.36 (Ppk< 1.33), lo que indica que el proceso de produccién no fue capaz de
mantener el nivel de las poblaciones de BMA de todas las muestras de nopal, dentro de
los limites microbiolégicos establecido por la normatividad, ademas, permitio observar
de mejor manera la variabilidad entre las cargas microbianas durante los muestreos.
Por otro lado, el rendimiento general (%>LSE) indicé que en el 7.24% de los muestreos
no cumplié con las especificaciones tolerables (M) requeridas (Montgomery, 2006).
Ambas estimaciones sugieren que de no ajustar el proceso de producciéon y empaque
de nopal, en el futuro se seguiran sobrepasando los limites de BMA establecidos en la
normatividad, con el riesgo de afectar la salud de los consumidores y ser rechazado en

el mercado (Zufiga et al. 2006).
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Figura 2. Capacidad del proceso de produccion de nopal verdura basada en la carga
microbiana (BMA). Calculos basados en el modelo de distribucion de valor extremo mas grande
(DVEG).

Fernandez-Escartin (2008) sefiala que el recuento de BMA gue se detectd en
este estudio muestra significados de contenido microbiano medio (3-4 UFC g™,
respectivamente). Estos resultados superan la cuenta de BMA que encontraron
Quevedo-Preciado et al. (2005) en nopal minimamente procesado (< 3 log UFC g™).
Sin embargo, la carga microbiana que se encontrd en esta investigacion, se aproxima a
valores obtenidos en andlisis realizados con otras hortalizas, como Johnston et al.
(2006) quienes determinaron en promedio una carga de BMA de 4.0 a 7.9 log UFC g™,
para productos mexicanos expendidos en los Estados Unidos. Si se considera la carga

mas alta de BMA que se determiné en esta investigacion (4.15 + 0.97 log UFC g™), no
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se rebasan los limites maximos estipulados en los estandares nacionales e
internacionales para productos vegetales frescos como los de Europa (Espafia), donde
el valor maximo tolerable en BMA es de 5.0 log UFC g™ (FNB et al., 2003), en tanto
que para México y de acuerdo a la NOM-251-SSA1-2009 (norma sustituida por la
NOM-251-SSA1-2009), el limite maximo es 5.17 log UFC g*' para productos

minimamente procesados como ensaladas verdes o de frutas.
2.5.1.2 Cuenta de CT, deteccién de E. coli y Salmonella

De acuerdo al andlisis estadistico en el recuento de CT, no existidé diferencia
significativa (p<0.05) entre los muestreos de marzo de 2008 a mayo de 2009 (Cuadro
6). La comparacion de medias (Cuadro 7) sefiala que la cuenta de CT fue mayor en el
tercer muestreo (0.79+0.89 log NMP g™). E. coli estuvo presente en el muestreo seis,

mayo de 2009 y no se encontré Salmonella en ninguna de las muestras (Cuadro 8).

Cuadro 6. Andlisis de varianza para la cuenta de CT en nopal verdura de unidades de

produccion con SRRC en Otumba, México de marzo de 2008 a mayo de 2009.

Fuente DF Suma de cuadrados Cuadrado de la media F valor Pr>F
Modelo 5 1.01423753 0.20284751 0.68 0.6405
Error 54 16.10805377 0.29829729

Total 59 17.12229130

correcto

Las desviaciones estandares que se obtuvieron en la cuenta de coliformes
mostraron variabilidad, esto indicé que la carga microbiolégica de los nopales entre los

productores no fue homogénea, en especial para el tercer muestreo (0.79+0.89 log
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NMP g?) donde se hizo el mayor recuento. Este diferencia de calidad microbiol6gica
puede hacer vulnerable a las sociedades de productores que tienen implementado los
SRRC, porque existe la probabilidad que de alguno de los integrantes mantenga
procesos deficientes en la prevencion, reduccién y/o eliminacion de contaminantes de

tipo biologico y quimico (SENASICA, 2010).

La cantidad de coliformes en este estudio, superan a los documentados por
Quevedo-Preciado et al. (2005) en nopal minimamente procesado, quienes obtuvieron
como méaximo 0.5 log NMP g™. No obstante, los niveles de estos microorganismos son
relativamente inferiores a los que determinaron Johnston et al. (2006) para productos
mexicanos expendidos (hierbas en su mayoria) en los Estados Unidos, cuyos niveles
oscilaron entre 1.0-3.4 log UFC g*. En otro productos nacionales (chile y tomate), Avila-
Quezada et al. (2008), coincide con este rango de datos al determinar de 2.4 a 3.1 log
NMP mL™. De la misma forma, si se considera el nivel maximo de coliformes (2.0 log
NMP g?!) que establece la NOM-251-SSA1-2009 la calidad microbioldgica de nopal
verdura del municipio de Otumba con respecto a coliformes, se encuentran dentro de la
normatividad. Otros paises, como Espafia e Israel permiten valores maximos de 5 log

UFC g™ (FNB et al., 2003).
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Cuadro 7. Comparacién de medias de la cuenta de CT en nopal verdura de unidades de

produccién con SRRC en Otumba, México de marzo de 2008 a mayo de 2009.

Agrupamiento Tukey Media N Muestreo
A 0.7919 10 3 (Octubre 2008)

0.6364 10 2 (Septiembre 2008)

0.5403 10 4 (Mayo 2009))

©.4979 10 6 (Junio 2008)

0.4644 10 1 (Marzo de 2008)

> » >» >» > >» > > > >

0.3907 10 5 (Enero de 2009)
A

"Medias con la misma letra no son significativamente diferentes

De igual manera que las BMA, las cuentas de CT se modelaron de forma
individual en una distribucién del valor extremo mas grande, con una media de 0.55 y
una desviacion interna de 0.23 log NMP g™*. De acuerdo al resultado del rendimiento
general, solo el 0.11 % de los muestreos rebasé el limite permisible de CT. La carga de
CT totales durante los 6 muestreos, se concentré6 hacia la izquierda con valores
menores a 0.5 log NMP g™. Sin embargo, se puede observar la existencia de valores
fuera del area de la distribucion, lo que denota variabilidad en la calidad sanitaria con
respecto a CT entre los productores (Figura 3). El indice de capacidad general del
proceso considerando que m=1 y M=2 log NMP g™ (FNB et al., 2003), fue de -1.01

(Ppk<1.33), lo que indica que la media (0.55 NMP g™) se encontraba fuera del limite
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inferior (Montgomery, 2006). En este rubro, se puede observar que el proceso permite

el control de CT, aunque existe una tendencia a salir de control.

Cuadro 8. Calidad microbiolégica de nopal verdura en Otumba, México durante marzo de 2008

a mayo de 2009.

No. Fecha de BMA Coliformes E. coli Salmonella
muestreo muestreo (log UFC g%)’ totales
(log NMP g’
1 Marzo 2008 3.22+0.27 0.46+0.42  Ausente Ausente
2 Junio 2008 3.68+0.60 0.64+0.50  Ausente Ausente
3 Septiembre 2008 3.97+1.00 0.79+0.89  Ausente Ausente
4 Octubre 2008 4.15+0.97 0.54+0.51  Ausente Ausente
5 Enero 2009 3.19+0.48 0.39+0.18  Ausente Ausente
6 Mayo 2009 3.74x1.24 0.50+0.53 Presente Ausente

"Media de determinacion por triplicado con desviacion estandar

E. coli se detectd en mayo de 2009 tras una confirmacién con medios selectivos
y pruebas bioquimicas La presencia de esta bacteria permiti6é identificar la posibilidad
de exposicion del producto a heces fecales. Las unidades de produccién certificadas no
forman un &rea integrada, es decir, se encuentran en diferentes localidades y la
mayoria de ellas colindan con unidades con sistemas de produccion tradicionales,
donde existe el riesgo de contaminacion fecal por la aplicacibon de abonos no
composteados. Estas unidades representan un gran riesgo de contaminacién para la
unidad certificada, ya que los patégenos como E. coli pueden diseminarse entre areas
aledanas si existen fuentes fecales persistentes (Riordan et al., 2001). La

contaminacion por materia fecal, normalmente proviene por la cercania de areas de
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produccion pecuaria, aplicacion directa de abonos y la irrigacién con agua no potable
(Ullas e Ingham, 2000). Las corrientes de aire y el polvo son otras vias de
contaminacion, en las que se puede transportar a E. coli y sus serotipos (Rosas et al.,
1997). Mientras que Wallace et al. (1997), sefialo la posibilidad de que la defecacion de
pajaros es una fuente principal de contaminaciéon para E. coli en los productos
hortofruticolas. También se considera como in6culo principal al manipulador del

alimento durante la cosecha (Beuchat y Ryu, 1997).
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Figura 3. Capacidad del proceso de produccién de nopal verdura basada en la cuenta de
coliformes totales. Célculos basados con en el modelo de distribucion del valor extremo mas
grande.

Durante la deteccién de Salmonella se obtuvieron seis colonias sospechosas de

los medio ASB (grises con brillo metalico), XLD (rosas), y Hektoen (colonias verdes).
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Estas cepas fueron positivas en un 73 % a las once pruebas bioquimicas (Pascual y
Calderon, 2000). En CHROMAgar Salmonella® crecieron colonias color azul y no
purpura (caracteristicas de Salmonella en este medio). No hubo aglutinacién con las
pruebas serologicas. El andlisis de identificacion con PCR, demostré que ninguno de

los lisados celulares de las cepas problema coincidié para el gen Stn (Figura 4).

Figura 4. ldentificacion de Salmonella por PCR. M: marcador ADN 100 pb, C+: control positivo,

T: testigo, 1 a 6: cepas aisladas durante el muestreo y C-: Control negativo.

En este estudio no se detect6 la presencia de Salmonella en nopal verdura, sin
embargo, Hernandez et al., (2009) documentaron por primera vez para productores de
Tlalnepantla, Morelos, México, la presencia de Salmonella typhimirium y javiana en
esta hortaliza. Ellos sugirieron que la contaminacion de los cladodios pudo deberse al
contacto del mismo con agua de riesgo y suelo contaminado. Diversos autores
enfatizan que la presencia de Salmonella en suelos agricolas se debe al uso de abonos
de origen animal no composteados (Beuchat y Ryu, 1997; Natvig et al., 2002; Beuchat,

2006; Franz and van Bruggen, 2008). Version que puede ser respaldada por Flores-
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Valdez (2003), quién sefiala que en las regiones productoras de nopal verdura, es
comun agregar una capa de 10 a 15 cm de estiércol fresco para incrementar la
fertilidad del suelo. Otras causas comunes de contaminacion de hortalizas por
Salmonella en las unidades de produccion, son cercania con aguas residuales,
escurrimientos de explotaciones ganaderas de contaminacion, agua de riesgo
contaminada por heces fecales y la presencia de animales domésticos y silvestres
(Beuchat, 2006). También se incluye del uso de herramientas de trabajo y
contenedores de cosecha contaminados, ademas de pobre higiene de manipuladores
(Riordan et al., 2001; Castillo et al., 2004; Bowen et al, 2006; Franz y van Bruggen,

2008).

Las cuentas de BMA, CT, baja prevalencia de E. coli y la ausencia de
Salmonella en las unidades de produccion de este estudio pueden atribuirse a la
aplicacibn de Buenas Practicas Agricolas, Buenas Practicas de Manejo y Buenas
Practicas de Higiene, que son las bases en los SRRC. Al respecto, existen
investigaciones que demuestran que los productos hortofruticolas obtenidos bajo la
aplicacibn de SRRC exhiben bajos niveles microbiolégicos comparados con los
sistemas de produccién convencional (Kokkinakis y Fragkiadakis, 2008; Leifert et al.,

2008; Pardo et al., 2011).

En el proceso de produccién de nopal de estudio es necesario identificar los
puntos de contaminacion durante el proceso, con la finalidad de prevenir la presencia
de patdégenos que pongan en riesgo al consumidor. De ser posible, evaluar toda la

cadena de produccién-comercializacion para determinar las practicas de manejo,
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almacenamiento, distribucién y comercializacion que convengan en la reducciéon del

riesgo de contaminacion.

2.5.2 Deteccion de residuos de plaguicidas

Se detectaron residuos de clorpirifés etilico, ometoato, dimetoato, paration
metilico, malation y bifentrina (Cuadro 9) Los meses donde se detectdé mayor cantidad
de aplicaciones fueron enero y mayo de 2009; mientras que en marzo y septiembre de

2008 no se encontraron residuos de plaguicidas.

De acuerdo a los productores de la regiéon y técnicos del CESAVEM, las plagas
gue tienen mayor incidencia en la region y que tienen importancia econémica son:
picudo barrenador (Cactophagus spinolae) con elevadas densidades en mayo a
agosto, tiempo en el cual se emplea malation y paration metilico para su control; picudo
de las espinas (Cylindrocopturus birradddiatus), se encuentra en altas poblaciones
entre abril a mayo y se utiliza paration metilico para su control; otro insecto plaga es la
chinche gris (Chelinidea tabulatus), esta presente en todo el afio pero sus poblaciones
aumentan drasticamente de septiembre a diciembre, se combate con dimetoato; las
infestaciones por chinche roja (Hesperolabops gelastops) se incrementan entre agosto
y noviembre, se utiliza malation para su control; la cochinilla (Dactylopius indicus), se
presenta durante todo el afio y se emplea clorpirifés etilico para su control; y para el
thrips del nopal (Sericothrips opuntiae) se utiliza dimetoato y ometoato en los meses de

febrero a abril.
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Cuadro 9. Concentracion de insecticidas encontrados en nopal verdura en Otumba, México en

marzo de 2008 a mayo 2009.

Muestreo Producto Residuos TLMR IDA IDE
detectados (mg kg'd?) (mgkg'd?) (mgkgtd?
(mg kg™) 103
2 (Junio 2008) Clorpirifés 0.054 0.05 0.10%
etilico 0.014
4 (Octubre 2008) Clorpirifés 0.018 0.05 0.10%
etilico 0.0047
5 (Enero 2009) Clorpirifés 0.030 0.05 0.10% 0.0079
etilico 0.067 0.0176
0.006 0.0016
Ometoato 0.121 0.0003" 0.0319
Dimetoato 0.097 0.02 0.0027 0.0256
Paration 0.030 0.02 0.02°%
metilico 0.0079
Malatién 0.045 0.02 0.3* 0.0118
0.011 0.0029
Bifentrina 0.236 0.05 0.02% 0.0622
6 (Mayo 2009) Malation 0.045 0.02 0.3* 0.0118
Clorpirifés 0.150 0.05 0.10% 0.0395
etilico 0.07 0.0184

IDA: Ingesta Diaria Aceptable, IDE: Ingesta Diaria Estimada, * LMR: Limite Maximo de
Residuos para tuna en la Unién Europea (EC, 2011), ®*FAO-WHO (2000), *FAO-WHO
(1998), T FAO-WHO (1997), 8 FAO-WHO (1993), ® FAO-WHO (1996).

El uso de malation y paration metilico contra estas plagas en la Republica
Mexicana ya ha sido documentado por Badii y Flores (2001). Aldama-Madrid et al.
(2008), confirmaron que estos productos se aplican en el cultivo de nopal al determinar

la presencia de residuos de malatién (0.014 mg kg™?) y paration metilico (0.013-0.044
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mg kg™), ademés de clorpirifés etilico (0.002-0.017 mg kg™), y diazinon (0.011-0.132
mg kg™) en nopal fresco de Hermosillo, Sonora. Al respecto, Flores-Valdez (2003),
sefiala que en algunas zonas productoras de nopal verdura, se hacen aplicaciones
masivas de plaguicidas, de los cuales estan restringidos en México y prohibidos en los
paises potenciales de exportacion. En México no existen productos autorizados para su
uso en nopal verdura y en la mayoria de los casos los productores eligen el producto a
utilizar basandose en la plaga problema. Sin embargo, paises como Estados Unidos de
América (EUA) si contemplan productos para nopal, en este caso la Agencia de
Proteccién Ambiental de los Estados Unidos (EPA) tiene autorizado el uso de carbaril,
diurén, glifosato y metaldehido con limites de residuos de 12, 0.05, 0.5 y 0.07 mg kg™,
respectivamente (EPA, 2011). Este organismo restringe el uso de clorpirifos etil,
bifentrina y paration metilico y no contempla en su lista de productos autorizados a
ometoato. La Unidén Europea no tiene productos autorizados para nopal, pero si para
tuna, dentro de este grupo permite el uso de bifentrina, dimetoato, clorpirifés etilico,
malation y paration metilicos con limites de tolerancia de 0.05,0.02, 0.05, 0.02 y 0.02
mg kg™, respectivamente (EC, 2011). Mientras que FAO no tiene productos autorizados
para esta hortaliza y en su lista de productos permitidos para otros alimentos no incluye

a ometoato (FAO/OMS, 2010).

Si se consideraran los LMR que permite la Union Europea para tuna, se puede
observar que en el muestreo cinco (Cuadro 9), todos los productos aplicados
(clorpirifés etilico, ometoato, dimetoato, paration metilico, malation y bifentrina)
rebasaron estos limites, lo mismo sucedié en mayo con malation y clorpirifés etilico. Al

evaluar el riesgo toxicoldgico para la poblacién, se determind que la suma de la IDE
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durante el muestreo fue de 0.00022 mg kg™, mientras que la IDA resulté de 1.04 mg kg
!, Esta diferencia indica que la IDE es solo el 0.02% de la IDA, el riesgo toxicol6gico
para el consumidor de nopal por los insecticidas que se aplican en esta regién puede
considerarse como minimo (Aldama-Madrid et al., 2008). Ambas ingestas pueden
utilizarse para determinar el indice de peligro, segun Tsakiris et al., (2011) este factor
puede calcularse dividiendo IDE sobre IDA, si el resultado excede a 1 el riesgo
toxicolégico es alto, para el caso de nopal verdura de Otumba se obtiene un resultado
menor a la unidad (0.0002). Sin embargo, la deteccion de plaguicidas no autorizados y
que exceden los LMRs en un SRRC, indica que el sistema de produccién tiene la
probabilidad de presentar riesgo toxicoldgico, por ello debe de asegurar que los
productores integrantes cumplan con los requerimientos establecidos en el SRRC y al
mismo tiempo implementar un programa de monitoreo de plaguicidas. Al respecto,
Pardo et al (2011) sefialaron que la presencia de residuos de plaguicidas en el
producto, hace que la etapa de recepcién sea un punto critico de control, debido a que
no hay posibilidad de aplicar medidas correctivas para reducir el peligro de

contaminacion.
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2.6. CONCLUSION

El 7.24 % de las muestras, excedieron el limite microbiolégico en cuanto al
namero de BMA y el 0.11 % no cumplieron con las normas para CT. Adicionalmente,
Escherichia coli solo estuvo presente en el muestreo de mayo del 2009 y no se detectd
en ninguna muestra la presencia de Salmonella. Por otra parte, se encontré que el 42
% de las muestras de nopal contenian residuos de clorpirifos etilico, ometoato,
dimetoato, paration metilico, malation y bifentrina, productos no autorizados en México,
E.UA y Comunidad Econdémica Europea. Finalmente, se concluye que Ila
implementacion de Sistemas de Reduccion de Riesgos de Contaminacion, reduce el
riesgo de contaminacién por microorganismos Yy la incidencia de contaminacion por

residuos de plaguicidas.
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CAPITULO Il

SOBREVIVENCIA DE Salmonellay Escherichia coli en nopal verduray
CUANTIFICACION DE COMPUESTOS FENOLICOS EN NOPAL [Opuntia ficus-
indica (L.) Mill] var. Atlixco Y PERICARPIO DE TUNA (Opuntia albicarpa

Scheinvar) var. Alfajayucan y Villanueva

3.1 RESUMEN

Durante el manejo postcosecha de nopal verdura, pueden existir condiciones
antihigiénicas que representen riesgos para la contaminacion de la hortaliza por
patdgenos como Salmonella y Escherichia coli. Esto puede acentuarse por la carencia,
en la mayoria de los centros de distribucion en México, de sistemas de enfriamiento
durante la comercializacién y distribucion del nopal. No existe informacion con respecto
a brotes de enfermedades transmitidas por ingesta de alimentos, que se hayan
atribuido al consumo de nopal verdura. En este trabajo se determind la sobrevivencia
de Salmonella y Escherichia coli en nopal desespinado y con espinas a 4 y 18 °C
durante dieciséis dias. Se encontr6 que Salmonella fue recuperada hasta el dia
dieciséis en ambas temperaturas y acondicionamiento de nopal, mientras que E. coli no
sobrevivio al periodo de almacenamiento en nopal pelado y a 4 °C durante el periodo
evaluado. Posteriormente, por cromatografia de Alta resolucién (HPLC) se determiné la
presencia de compuestos fendlicos en cladodios de nopal ‘Atlixco’ y pericarpios de tuna
‘Alfajayucan' y 'Villanueva', que pudieran inhibir la capacidad de sobrevivencia de las
bacterias en la hortaliza. Los compuestos fendlicos principales en cladodio de nopal fue

acido caféico (41.32 mg g™) y acido protocatéquico (24.03 mg 100 g™). En pericarpio de
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ambas tunas, fue acido protocatéquico (118.40 y 22.36 mg 100 g™), seguido de &cido

caféico (50.64 y 4.17 mg 100 g}) y quercitina con (4.50 y 2.75 mg 100 g2).

Palabras clave: Salmonella, Escherichia coli, nopal, compuestos fenélicos
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3.2 ABSTRACT

During cactus leaves postharvest handling, unsanitary conditions may exist and
permit Salmonella and Escherichia coli contamination of this vegetable. This risk can
rise by the cooling systems lack in marketing and distribution. However, there is not
information about foodborne disease outbreak attributed to nopal consumption. In this
study, was investigated Salmonella and Escherichia coli survival in cactus leaves with
thorns and peeled to 4 and 18 ° C for sixteen days. Salmonella was recovered until
sixteen day in both temperatures and cactus leaves conditions, while E. coli did not
survive in peeled cactus leaves to 4 ° C during the evaluation period. Subsequently,
was determined and quantified the phenolic compounds in cactus pads "Atlixco" and
‘Alfajayucan’ and 'Villanueva’ pericarps prickly pear by high resolution chromatography
(HPLC). In according whit some authors, these compounds can inhibit the bacteria
survival in vegetables and fruits. The principal phenolic compounds of cactus cladode
were caffeic acid (41.32 mg g*) and protocatechuic acid (24.03 mg 100 g™). In both
pericarps prickly pear the protocatechuic acid was the main compound (118.40 and
22.36 mg 100 g™), other compounds were caffeic acid (50.64 and 4.17 mg 100 g’) and

quercetin (4.50 and 2.75 mg 100 g™).

Keywords: Salmonella, Escherichia coli, cactus leaves, phenolic compounds
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3.3 INTRODUCCION

En nopal verdura, una de las etapas con alto riesgo de contaminacion es el
empacado de la hortaliza. De acuerdo con Flores (2003), esta actividad se realiza en
recipientes como canastas de carrizo, en cajas, arpilllas o bien puestas a granel en las
camionetas que transportan la mercancia a los puntos de venta. La mayoria del nopal
gue se distribuye para los centros de abasto se comercializa en fresco con espinas,
solo una pequefia proporcidn se desespinan para enviar el producto a centros
comerciales, mercados Yy tianguis, cuyos periodos de comercializacion son de
aproximadamente de tres dias (Valencia-Sandoval, 2010; Rodriguez-Felix y Villegas-
Ochoa, 1998). Aungue no ha sido documentado, dos de los principales problemas en la
cadena de comercializacion de nopal verdura, son la carencia de sistemas de frio y el
manejo poco higiénico que se le da en punto de venta, principalmente en los
contenedores, utensilios de desespinado e instalaciones. Todas estas condiciones
permiten que el nopal sea expuesto a contaminacion por patdégenos que se transmiten
por alimentos (Franz y van Bruggen, 2008). Este trabajo tuvo el propésito de determinar
si Salmonella y Escherichia coli una vez que se han invadido los cladodio de nopal
desespinado y con espinas, tienen la capacidad de sobrevivir a temperatura de
refrigeracion (4 °C) y ambiental (18 °C). Por otra parte, se procedié a determinar si el
nopal presentaba compuestos fendlicos que inhibieran la capacidad de sobrevivencia
de las bacterias en la hortaliza, tal como lo documentan diversos autores que sefialan
la presencia de compuestos fendlicos con potencial bactericida en el género Opuntia

(Chang et al., 2008; Ndhlala et al., 2007; Kuti, 2004).
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3.4 MATERIALES Y METODOS
3.4.1 Evaluacion de la sobrevivencia de Salmonellay E. coli
3.4.1.1 In6culo

Se utilizé una cepa de Salmonella sp. (C-4153) donada por el Centro de
Investigaciones Regionales Dr. Hideyo Noguchi, Universidad Autonoma de Yucatan
(UADY) y una cepa de Escherichia coli proporcionada por el laboratorio de
microbiologia del Departamento de Ingenieria Agroindustrial de la Universidad
Auténoma Chapingo. Para ambas cepas, se prepararon 50 mL de caldo nutritivo
(DIFCO®) y se llevaron a incubacién a 35°C por 27 h. La concentracion inicial de la

solucion bacteriana de Salmonella sp. y E. coli fue de 2.96 y 2.89 log UFC mL™.
3.4.1.2 Preparacion e inoculacion de cladodios

Los cladodios se sumergieron en una solucion al 1% de NaClO por dos minutos
para su desinfeccién y se colocaron en un area aséptica. Se prepararon 4 lotes de 36
nopales que consistieron: a) nopales con espinas colocados a 4°C (temperatura de
refrigeracién), b) con espinas a 18°C (temperatura ambiente), c) sin espinas a 4 °C y d)

sin espinas a 18°C. El desespinado se realizé en condiciones asépticas.

Se trazaron circulos de 2 cm de didmetro sobre la superficie de los cladodios y
con la ayuda de un asa microbioldgica estéril, se procedié a inocular el area con la
solucion bacteriana. Los cladodios se empacaron individualmente en una pelicula
plastica Ziploc®. Se hicieron evaluaciones de sobrevivencia de Salmonella y E. coli por

triplicado en los dias 0, 3, 6, 8, 10, 12, 14 y 16.
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3.4.1.3 Determinacion de sobrevivencia de Salmonellay E. coli.

Los cladodios se sacaron de la bolsa Ziploc® y se recorté el area inoculada, que
inmediatamente se transfirié a otra bolsa estéril, donde se procedioé a hacer un lavado
con agua peptonada al 0.8%. Para la siembra en placa de las dos bacterias, se utilizd
la dilucién 10°. Para determinar la sobrevivencia de Salmonella se utilizé Agar Enterico
Hektoen (BBL/DIFCO®) y Agar Eosina-Azul de Metileno (EMB) [Merk®] para E. coli. La
incubacion se llevo a 37 °C por 24 horas y se contabilizaron las UFC. Los resultados se

expresaron en log UFC.

3.4.1.4 Disefio experimental y andlisis estadistico

El modelo experimental consisti6 en un disefio factorial 22 para conocer la
influencia de la presentacion de nopal y temperatura sobre la sobrevivencia de
Salmonella y E. coli, para cada factor se establecieron dos niveles (desespinado y con
espinas; 4 y 18 °C). Las evaluaciones se realizaron durante 7 intervalos de tiempo (3,
6, 8, 10,12, 14 y 16 dias) con nueve repeticiones. Se realiz6 un analisis de varianza de
medidas repetidas (p<0.001) y comparacién de medias mediante el programa SAS 9.1

(SAS Institute Inc., 2002). El modelo que se utilizo para el andlisis fue el siguiente:

Yijkl= M+t O+ )\j + A0 + W+ WO+ (A))\kj + wﬁ)\kij +Eijj

—~ —~

Variacidn entre los factores Variacion dentro de los factores

Donde, Yju= es la I-ésima observacion del k-ésimo tiempo con la j-ésima

presentacion de nopal en la i-ésima temperatura

M= es la media general

Ti= es la i-ésima temperatura, i= 1,2
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0= es la j-ésima presentacion de nopal, j=1,2
wi= es el k-ésimo tiempo, k=1,2,3,4,5,6,7

Adii= es el efecto sobre la media causado por la interaccion del nivel i de Tty el

nivel j de &

wdA= es el efecto sobre la media causado por la interaccion del nivel i de t, el

nivel j de d y el nivel k de w

&= €s el error asociado tal que gjq~ N(O, c9).
3.4.2. Cuantificacion de compuestos fenolicos
3.4.2.1 Material vegetal

Se adquirieron cladodios de nopal Opuntia ficus-indica (L.) Mill var. Atlixco y
tunas de Opuntia amyclaea T. var. Alfajayucan y Villanueva. La madurez de consumo a
la cosecha de ambas tunas fueron diferentes. La primera variedad presentaba el 30 %
de color amarillo y la segunda el 80 %. En el caso de los cladodios, éstos se
encontraban en su madurez horticola. Los pericarpios de las tunas y cladodios de
nopal, se congelaron con nitrégeno liquido y se almacenaron en un ultracongelador

(Thermo Fisher Scientific Inc, USA) a -70 °C.
3.4.2.2 Reactivos

Se emple6 reactivo Folin-Ciocalteau (Hycel®, México), estandares acido galico,
protocatéquico, 4-hidroxibenzoico, caféico, felarico, clorogénico, siringico, p-coumarico

y sinpico; epicatequina, quercitina y 4-hidroxibenazaldehido de Sigma Chemical Co.;
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metanol y etanol grado HPLC de High Purity Standars; acetonitrilo y grado HPLC de

Merck Co.

3.4.2.3 Preparacion de la muestra

Después de diversas pruebas, se obtuvo que la maxima extraccion de
compuestos fendlicos en cladodios de nopal fue: temperatura, 60 °C; solvente, MeOH,;
materia vegetal 10 g y tiempo: 5 h. Mientras que para los extractos de pericarpio de
tuna ‘Alfajayucan’ y ‘Villanueva’ el contenido fendlico mas alto se detecté con: 60 °C,
MeOH, 6 g, 3 h'y 40 °C, EtOH, 10 g, 1 h, respectivamente. De la misma forma, se
determind que los extractos mantenian su mayor estabilidad fendlica a lo largo de
cuatro meses en las siguientes circunstancias, para cladodios de nopal fue 20 °C y 5

°C, respectivamente; ambos casos en condiciones de oscuridad.

3.4.2.4 Determinacion de compuestos fendlicos

Para el contenido de fenoles totales, se utiliz6 como estandar a acido galico. La
técnica empleada fue Folin-Ciocalteu (Kuskoski et al., 2005) y consistid en colocar 20
ML del extracto vegetal en 1580 pL de agua destilada y con la adicién de 100 uL de
reactivo Folin-Ciocalteau. La solucion se agité por un minuto en el vortex (Thermolyne,
Maxi Mix I, USA) y se dejo reposar por ocho min. Pasado este tiempo se afiadié 300
ML de solucion carbonato de sodio al 20% (p/v), y se llevé a bafio maria durante 30 min.
Transcurrido este tiempo se efectud la lectura de absorbancia a 765 nm en un
espectrofotometro (Bio Mate 3, USA). Los fenoles totales se expresaran en términos de

cantidades equivalentes de &acido galico. Cada determinacion se realiz6 por triplicado.
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3.4.2.5 Identificaciéon de acidos fendélicos por HPLC

Los extractos de nopal, tuna ‘Alfajayucan’ y ‘Villanueva’ se separaron y
caracterizaron en un cromatégrafo HPLC (Agilent serie 1100, USA) equipado con
sistema de bombas cuaternarias, un inyector con valvula Reodyne con un loop de 20
ML de capacidad y columna (Alltech Lichrosorb C18, 5 ym, 25 x 4.6 mm) Se utilizaron
dos fases moviles A: agua: acido acético (98:2 v/v) y B: agua: acetonitrilo: acido acético
(68:30:2), cada una de ellas se filtr6 a través de membranas Varian © de 47 pm.
Siguiendo la metodologia de Ndhlala et al. (2007), el gradiente del disolvente B fue 0%
al inicio, posteriormente se increment6 hasta el 80% a los 55 min y manteniéndolo a
80% hasta los 70 min, finalmente baja a 0% de B a los 80 min. La temperatura de
corrida fue de 30 °C y el flujo fue de 2 ml min™. Para la deteccion de los compuestos
fendlicos, se utilizd6 un detector UV (Thermo Separations Products, USA ) a una

longitud de onda de 280 nm.

Para la identificacion se preparan soluciones de estandar (0.02 mg mL™) de
acido galico, protocatéquico, 4-hidroxibenzoico, caféico, felarico, clorogénico, siringico,
p-coumarico, sinapico, (-) epicatequina y quercitina al usando como disolvente metanol
grado HPLC (p/v). Cada estdndar se inyecto al cromatégrafo por triplicado en
cantidades de 20 pL. Se obtuvieron tiempos de retencién y areas bajo la curva para su
posterior comparacion con los extractos. Finalmente los estandares fueron mezclados e

inyectados al HPLC con la finalidad de corroborar los tiempos de retencion y areas.
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Las muestras de nopal y tuna se inyectaron al cromatografo bajo las mismas
condiciones de los estandares. Para determinar los compuestos fenodlicos en las

muestras se compararon los tiempos de retencion similares con los estandares.

3.4.2.6 Cuantificacién de Compuestos fendlicos

Se cuantificé la concentracion de compuestos fenélicos con base a una curvas
estandar de acido galico (R=0.9972), protocatéquico (R=0.9913), 4-hidroxibenzoico
(R=0.9890), caféico (R=0.9837), felurico (R=0.9920), clorogénico (R=0.9967), siringico
(R=0.9812), p-coumarico (R=0.9955), sinapico (R=0.9672), (-)epicatequina (R=0.9932)

y quercitina (R=0.9947). Las pruebas se hicieron por triplicado.

3.5 RESULTADOS Y DISCUSION

3.5.1 Evaluacion de la sobrevivencia de Salmonellay E. coli

Los datos obtenidos en el andlisis estadistico, indicaron que el efecto de
temperatura y presentacion del nopal, asi como la interaccion de ambos factores es
significativo (p< 0001) sobre la sobrevivencia de Salmonella (Cuadro 10) y E. coli

(Cuadro 11).

De la misma forma, el ANOVA mostré que el tiempo de almacenamiento y las
interacciones de este factor con temperatura, almacenamiento y temperatura-
almacenamiento influyeron de forma significativa dentro de la sobrevivencia de

Salmonella (Cuadro 12) y E. coli (Cuadro 13).
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Cuadro 10. ANOVA de medidas repetidas, efecto entre factores en la sobrevivencia de

Salmonella.
Fuente DF Cuadradodela F-Valor Pr>F
media
Temperatura 1 30.02934366 11507.6 <.0001
Presentacion de nopal 1 7.33903835 2812.40 <.0001
tem*trat 1 5.64173690 2161.97 <.0001
Error 32 0.00260953

Cuadro 11. ANOVA de medidas repetidas, efecto entre factores en la sobrevivencia de E. coli.

Fuente DF Cuadradodela F-Valor Pr>F
media

Temperatura 1 251.7188354 7265.99 <.0001

Presentacion de nopal 1  73.9027716 2133.24 <.0001

tem*trat 1 51.3454676 1482.11 <.0001

Error 32 0.0346434

Cuadro 12. ANOVA de medidas repetidas, efecto del tiempo, temperatura y presentacion de

nopal en la sobrevivencia de Salmonella.
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Fuente DF Cuadrado de F-Valor AdjPr>F

la media Pr>F G-G H-F
Tiempo 8.19513320 4329.35 <.0001 <.0001 <.0001
Tiempo*Temperatura 6 0.65216410 344.53 <.0001 <.0001 <.0001
Tiempo*Presentacion 6 0.42566769 224.87 <.0001 <.0001 <.0001
de nopal
Tiempo*Temperatura* 6 0.23070983 121.88 <.0001 <.0001 <.0001
Presentacion de
nopal
Error(time) 192  0.00189292

Cuadro 13. ANOVA de medidas repetidas, efecto del tiempo,

nopal en la sobrevivencia de E. coli.

temperatura y presentacion de

Fuente DF Cuadrado de F-Valor AdjPr>F

la media Pr>F G-G H-F
Tiempo 34.6235138 889.17 <.0001 <.0001 <.0001
Tiempo*Temperatura 6 44413154 114.06 <.0001 <.0001 <.0001
Tiempo*Presentacion 6 7.6162647 195.59 <.0001 <.0001 <.0001
de nopal
Tiempo*Temperatura* 6 6.5053591 167.06 <.0001 <.0001 <.0001
Presentacion de
nopal
Error(time) 192  0.0389393

Con un nivel de confianza del 99%, se encontraron los siguientes grupos significativos

para la sobrevivencia de Salmonella y E. coli (Cuadro 14 y 15):
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Cuadro 14. Comparacién de medias de la sobrevivencia de Salmonella en nopal con espinas y

desespinado a4y 18 °C.

T Tiempo de almacenamiento (Dias)
(°C) Nopal 3 6 8 10 12 14 16
g w9 pw g p g p g g pog p
18 E A 309 A 333 A 339 A 382 A 380 A 322 A 229
18 D B 329 A 330 B 330 B 375 B 370 B 316 B 215
E C 298 B 305 C 320 C 335 C 332 C 256 C 1.75
D D 282 C 238 D 257 D 231 D 215 D 205 D 145

T=Temperatura, E=Con espinas, D= Desespinado.
u= Media (log UFC), g= grupo; misma letra no son significativamente diferentes.

Cuadro 15. Comparacion de medias de la sobrevivencia de E. coli en nopal con espinas y
desespinado a4y 18 °C.

T Tiempo de almacenamiento (Dias)
(°c) Nopal 3 6 8 10 12 14 16
g w g w9 w9 p g p g pog p
18 E A 402 A 439 A 437 A 374 A 340 A 330 A 253
18 D B 394 A 425 B 419 B 361 B 323 A 3.08 B 220
E C 318 B 315 C 274 C 253 C 239 B 228 C 182
4 D D 193 C 217 D 162 D 143 D 125 C 0.21 D 0.00

T=Temperatura, E=Con espinas, D= Desespinado.
u= Media (log UFC), g= grupo; misma letra no son significativamente diferentes

Todas las combinaciones fueron diferentes a través del tiempo con excepcion
del dia 6, donde no se encontrd diferencia significativa con los tratamientos de nopal

con espinas y desespinado a 18 °C. La menor poblacion de Salmonella en el dia 16 se
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presenté a 4 °C en nopal desespinado (1.45 log UFC), mientras que las poblaciones
mas grandes se observaron a 18 °C en nopal desespinado y con espinas, 2.15y 2.29

log UFC, respectivamente (Cuadro 14).

4.5 -
4.0 -
3.5 A
3.0
2.5 A
2.0 A

Log,q UFC

0 2 4 6 8 10 12 14 16
Dias

Figura 5. Sobrevivencia de Salmonella sp (arriba) y E. coli a 4 °C (abajo). 4°C nopal pelado (<)
y desespinado (J); 18 °C pelado (A) y desespinado (X).

En la Figura 5, se observa el comportamiento de Salmonella en los diferentes
tratamientos. A 4 °C, en nopal desespinado, la poblacién bacteriana declind 0.15 log
CFU a partir del dia tres, para el dia dieciséis se detect6 una disminucion de 1.5 log
CFU con respecto a la concentracion inicial. En tanto, en nopal con espinas hubo un
crecimiento promedio de 0.21 log UFC desde el dia tres hasta el diez; en el dia

dieciséis se cuantificé una disminucion de la poblacion original de 1.2 log UCF.
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En general, Salmonella a 4 °C mostré disminucion de la poblacion y lento
crecimiento que se mantuvo hasta el dia 16, situacidbn que muestra su habilidad para
sobrevivir por varios dias en hortalizas frescas almacenados entre 2 a 4 °C (ICMSF,
2002). Al respecto, Kroupitski et al. (2009) observaron que la poblacion de ocho
serovares de Salmonella enterica en hojas de lechuga, a los nueve dias de
almacenamiento a 4 °C fueron constantes con tan solo una diferencia promedio de 0.5
log UFC. De la misma forma, Liao et al. (2010) evaluaron el comportamiento de
Salmonella saintpaul en chile jalapefio a 4 °C por ocho semanas, la poblacion de este
patdgeno decliné rapidamente en 2 log UFC durante la primera semana, sin embargo,
en la Udltima semana aun detectaron a la bacteria. Beauchat y Scouten (2002)
encontraron que esta bacteria sobrevivid en semillas de alfalfa, destinadas a

germinados, hasta por 52 semanas a 5 °C con una reduccién de la poblacion del 6 %.

A 18 °C en nopal desespinado y con espinas, la bacteria incrementdé su
poblacién en promedio de 0.45 y 0.47 log UFC, respectivamente, a partir del dia tres al
catorce (Figura 5). Kroupitski et al. (2009) mencionaron que este patégeno puede
crecer de forma masiva a temperaturas cercanas a 30 °C sobre el tejido vegetal.
Mientras que Liao et al., (2010) documentaron que en chile jalapefio, Salmonella
saintpaul fue capaz de incrementar su poblacién hasta por 3 log UFC a 20 °C en tan

solo 48 h.

Por otra parte, E. coli presentd un comportamiento similar a Salmonella, todas
las combinaciones de tratamientos fueron similares, excepto en el dia 14, donde no

hubo diferencia significativa con ambas presentaciones de nopales a 18 °C (Cuadro
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15). Los tratamientos que afectaron significativamente (p< 0001) la sobrevivencia de E.

coli fue 4 °C con nopal desespinado y con espinas.

A 4 °C en nopal desespinado, a partir del dia tres se observé que la poblacion
disminuyo 0.94 log UFC, en el dieciséis ya no se encontraron células viables (Figura 5).
En nopal con espinas, en el dia tres y cinco se detecté un crecimiento promedio de 0.3
log UFC, seguido de una disminucién gradual, para el dia dieciséis se detectd 1.06 log
UFC menos a la poblacion inicial. Mientras que a 18 °C, en nopal desespinado y con
espinas se observé crecimiento a partir del dia tres y el maximo se detect6 en el dia
seis (4.25 y 4.39 log UFC), posteriormente la poblacion disminuy6 considerablemente

hasta tener remanentes de 2.21y 2.53 log UFC.

Existe evidencia que la sobrevivencia y crecimiento de E. coli depende de
diversos factores entre los que destacan, tipo de vegetal, temperatura de
almacenamiento, condiciones de empaque y cepa del patégeno (Francis y O’Beirne,
2001). Investigaciones dirigidas a evaluar la sobrevivencia de E. coli en vegetales,
demuestran que temperaturas inferiores a 8 °C reducen el crecimiento de la bacteria
pero permite la sobrevivencia del patégeno (Liao et al., 2010; Corbo et al. 2005). En un
estudio realizado por Francis y O’Beirne (2001), determinaron que la poblacién de E.
coli O157:H7 en colinabos disminuy6 en 0.5 log UFC cuando se almacenaron a 4 °C, el
mismo efecto obtuvieron en ensalada de col donde la cuenta de la bacteria disminuy6
de 1.0 a 1.5 log UFC en el dia 14, mientras que en lechuga no encontraron disminucion
de crecimiento, en todos los casos evaluados detectaron células viables al final de los
doce dias que duro el estudio. En otro estudio desarrollado por Legnani y Leoni (2004),

encontraron que en un periodo de almacenamiento de diez dias a 4 °C, la bacteria
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aumento su poblacion en el dia 5 en 0.39 log UFC, para el dia diez detectaron 0.07 log
UFC mas que la poblacion inicial. Estos mismos investigadores evaluaron el
comportamiento de la bacteria a 20 °C y observaron para el dia diez un aumento de 1
log UFC con respecto a la poblacion del dia cero. Otra investigacion realizada por
Corbo et al. (2005) en frutos de tuna, aporta evidencias que demuestran que E. coli
0157:H7 fue capaz de proliferar a 4 y 8 °C, con un aumento de la poblacion de 4.5 a 5

log UFC g™ en el dia catorce, tiempo final de almacenamiento de los frutos.

Es importante destacar que para Salmonella y E. coli, en ambas temperaturas la
sobrevivencia fue significativamente mayor (p< 0.001) en nopal con espinas (Cuadro 14
y 15). Una posible respuesta a este comportamiento puede atribuirse a que en nopal
con espinas se conservo la cera de la superficie del cladodio, la cual tiene la finalidad
evitar la pérdida de a través del aumento de la resistencia estomatica y cuticular
(Herman et al., 2001). Una particularidad de esta cuticula es que no puede ser digerida
por microorganismos e internalizarse en el tejido del cladodio (Gibson y Nobel, 1986).
De esta forma, las bacterias al no poder invadir el tejido y disponer de los nutrientes
necesarios para su proliferacion se mantuvieron en la superficie del nopal formando
biopeliculas complejas como un mecanismos de adhesion y de proteccion (O'Toole et
al., 2000), ademés de funcionar como trampas para que la bacteria pueda adquirir
alimento (Avila-Quezada et al., 2010). En nopal verdura, Hernandez et al. (2009)
documentaron la formacién de biopeliculas por Salmonella typhimurium y javanica
aislada de nopal verdura desde las 24 h de la inoculacion. Esto sugiere que Salmonella
y E.coli pueden formar biopeliculas en nopal sin desespinar, por lo que es necesario

evitar la contaminacion durante la cadena de produccion (Liao et al., 2010), porgue una
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vez que el patdgeno se establezca en la cuticula del nopal con espinas, el proceso de
desespinado permitiria que el patdogeno pueda invadir en tejido y sobrevivir en la

hortaliza hasta por 14 o 16 dias a temperatura de refrigeracion.

Por otra parte, la sobrevivencia en nopal desespinado en ambas temperaturas
fue significativamente menor (p< 0.001) con respecto a nopal con espinas (Cuadro 14 y
15). De acuerdo con Cantwell et al. (1992), durante el proceso de desespinado, se
rompen las células y se incrementa la velocidad de respiracién y produccion de etileno,
asi como la sintesis de metabolitos secundarios. La produccién de estos compuestos,
se activan como un mecanismos de defensa contra una gran variedad de
microorganismos con el propésito de asegurar su supervivencia (Ruelas et al., 2006).
En nopal verdura, se inhibid6 Candida albicans, E. coli y Salmonella thyphimurium con
extractos de Nopalea cochenillifera, este comportamiento se atribuy6 a la presencia de
polifenoles, especialmente flavonoides y taninos (Gémez-Flores et al., 2006). En otros
estudios, se establecio que la presencia de acido fendlicos y flavonoides que conceden
actividad antimicrobiana contra bacterias Gram-negativas que habitan en el sistema
gastrointestinal (Puupponen-Pimia et al., 2005). La accién antimicrobiana en el caso de
los compuestos fendlicos se fundamenta en procesos de inhibicibn enzimética y
transporte de proteinas (Girennavar et al., 2008). Con otros compuestos microbicidas
se ha fundamentado la desestabilizacion de membranas celulares en los
microorganismos, en especial de bacterias Gram negativas (Burt, 2004). Se ha
documentado que algunos compuestos tiene la capacidad de inhibir la formacién de
biopeliculas que forman las bacterias como mecanismo de resistencia y de interferir en

la comunicacion entre estos microorganismos (Girennavar et al., 2008).
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3.5.2 Identificacion y cuantificacion de compuestos fendlicos

En el extracto de cladodios de nopal ‘Atlixco’ (Figura 6), se determiné un
contenido de fenoles totales de 207.83 mg 100 g, se detectaron 4cido galico (tr= 3.8),
protocatéquico (tr= 6.6), 4-hidroxibenzoico (tr= 11.6), caféico (tr= 16.9), felarico (tgr=
32.6), clorogénico (tg= 18.9), siringico (tr= 19.9), p-coumarico (tg= 26.7), sinapico (tr=
37.2), 4- Hidroxibenzaldehido (tg= 14.1), (-) epicatequina (tr= 24.4) y quercitina
(tz=37.7). El compuesto principal fue &cido caféico (41.32 mg g™ peso fresco), seguido
del &cido protocatéquico (24.03 mg 100 g') (Cuadro 16). Ambos A&cidos son
reconocidos por tener propiedades antiinflamatorias, antiglucémicas, antioxidantes
(Jung et al., 2006; Hyogo et al., 2010), anticancerigenas, antimutagenicas (Krizkova et
al., 2000; BiroSova et al.,, 2005) y antimicrobianas (Grayer y Harborne, 1994;
Puupponen-Pimia et al., 2005), ademas de ser precursores en la formacion de ligninas

en los tejidos vegetales (Waterman y Mole, 1994).
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Figura 6. Cromatograma HPLC del extracto metanolico de cladodio de de nopal ‘Atlixco’. Acido
galico (G), protocatéquico (Pr), 4-hidroxibenzoico (4H), caféico (C), clorogénico (ClI), fellrico

(F), siringico (Sr), p-coumarico (pC), sinapico (Si), (-) epicatequina (Ep) y quercitina (Q).

Otros autores que han estudiado cladodios de O. ficus-indica, como Guevara-
Figueroa et al. (2010), quienes analizaron la composicion fendlica de las variedades
Blanco, Manso, Amarillo y Cristalino sefialaron la presencia de &cido protocatéquico
(0.06-2.5 mg 100 g™), galico (0.64 mg 100 g™, 4-hidroxibenzoico (0.5-3.19 mg 100 g™),
feltrico (0.56-4.32 mg 100 g) y quercitina (forma iso-quercitina: 22.9-32.21 mg 100 g°
). Mientras que Ginestra et al. (2009) documenté la presencia de quercitina (forma
isoquercitina: 7 mg 100 g') y, sin especificar cantidad, trazas de &cido 4-
hidroxibenzoico, trans-ferudlico y trans y cis p-coumarico. De la misma forma, Qiu et al.
(2003) determinaron algunos de estos compuestos en O. dillenii, encontrando acido
protocatéquico (0.358 mg 100 g™), 4-hidroxibenzoico (2 mg 100 g™) y feldrico (0.47 mg
100 g%). Los resultados obtenidos con la variedad Atlixco, se encuentran dentro de los
rangos de las composiciones fendlicas que obtuvieron los autores anteriores, con

excepcion del acido 4-hidroxibenzoico (0.02 mg 100 g™), reconocido por su actividad
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antimicrobiana y antioxidante (Tung et al., 2007; Yang et al., 2009). En tanto, el acidos
clorogénico, siringico, sinapico y el flavonoide (-) epicatequina son por primera vez
documentados en Opuntia ficus-indica, su importancia radica en sus propiedades
antioxidante, antibacterial, antiviral, anticancerigena, antimutagenica y ansiolitica (Jiang
et al., 2001; BiroSova et al., 2005; Schroeter et al., 2006; Yoon et al., 2007; Itoh et al.,

2010; Othman et al., 2010).

Para el caso de pericarpios de O. albicarpa var. Alfajayucan y Villanueva se
obtuvo una concentracién de fenoles totales de 353 y 247 mg 100 g™, respectivamente.
Se detectaron los mismos compuestos fendélicos que en cladodios de nopal (Figura 7 y
8). El acido protocatéquico fue el compuesto con mayor presencia en ambas tunas
(118.40 y 22.36 mg 100 g* peso fresco, respectivamente), seguido del acido caféico
con 50.64 75 mg 100 g’ y 4.17+0.30, respectivamente. Quercitina fue otro compuesto
que destaco en ambos pericarpios en concentraciones de 4.50 y 2.75 mg 100 g™

(Cuadro 16).

Cuadro 16. Concentracion de compuestos fendlicos analizados por HPLC en extractos de nopal

‘Atlixco’ y pericarpio de tuna 'Alfajayucan’' y 'Villanueva'.
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Compuesto Fendlicos Nopal ‘Atlixco’  Tuna 'Alfajayucan’  Tuna 'Villanueva'

(mg/100 g)? (mg/100 g)? (mg/100 g)?

A. Gélico 1.58+0.05 0.47+0.02 0.30+0.0
Acido protocatéquico 24.03+0.21 118.40+2.83 22.36x0.57
A. hidroxibenzoico 0.02+0.01 0.05+0.00 0.03£0.00
A. cafeico 41.32+0.28 50.64+1.28 4.17+0.30
A. clorogénico 0.12+0.01 0.20+0.01 0.36+0.00
A. siringico 0.24+0.1 2.67+0.06 0.20+0.0
A. p-coumarico 0.33%0.7 0.23+0.01 0.07+0.0
A. felarico 0.74+0.03 1.15+0.06 0.53+0.0
A. sinapico 3.22+0.24 0.24+0.04 1.04+0.14
4- hidroxibenzaldehido 0.16+0.01 0.55+0.05 0.08+0.00
Quercitina 5.31+0.61 4.50+0.91 2.75+0.44
Epicatequina 0.17+0.01 0.40%0.03 0.03+0.0

% Media de determinacién por triplicado con desviacion estandar.

Se ha detectado que pericarpios de Opuntia, tienen &cido caféico,
protocatéquico, 4-hidroxibenzoico, felurico, p-coumarico; y p-hidroxibenzaldehido en O.
megacantha (Ndhlala et al., 2007). Por otro lado, con O. dillenii, Chang et al. (2008)
observaron la presencia de &cido feldrico (4 mg 100 g™), p-coumarico (0.6 mg 100 g™),
4cido galico (2.7 mg 100 g%), quercitina (4.6 mg 100 g™) y (-) epicatequina (17.1 mg
100 g*'). Mientras que Guzman-Maldonado et al. (2010), quienes analizaron la
composicion fendlica de pericarpios de O. matudae de 3 estados (Guanajuato, Estado
de México y Puebla), demostraron la presencia de acido galico (27.9, 35.9 y 33.9 mg
100 g*, respectivamente), 4-hidroxibenzoico (10.2, 6.9 y 7.4 mg 100 g@,
respectivamente) y (-) epicatequina (12.11, 11.22, 11.56 mg 100 g™, respectivamente).

Estos resultados sugieren que la concentracién de compuestos fendlicos varia entre la
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especie, mientras que para O. albicarpa el compuesto principal fue acido
protocatéquico, Ndhlala et al. (2007) y Chang et al. (2008) coinciden en que acido
felarico estuvo presente en mayor proporcion en O. megantha y O. dillenii, a diferencia

de Guzman-Maldonado et al. (2010) con O. matudae donde el acido galico fue el mas

abundante.
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Figura 7. Cromatograma HPLC del extracto metanolico de tuna ‘Alfajayucan’. Acido galico (G),

protocatéquico (Pr), 4-hidroxibenzoico (4H), caféico (C), clorogénico (Cl), feltrico (F), siringico

(Sr), p-coumarico (pC), sinapico (Si), (-) epicatequina(Ep) y quercitina (Q).

Puesto que el tipo de compuestos fendlicos y su concentracién en el género
Opuntia estan en funcion de la especie y variedad, estos aspectos incluso puede
considerarse fundamentales en la seleccion de variedades para fines nutricionales o
farmacéuticos (Chavéz-Santoscoy et al. , 2009; Guevara-Figueroa et al., 2010; Howard

et al., 2002; Gil et al., 2002).
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Figura 8. Cromatograma HPLC del extracto etanolico de pericarpio de tuna ‘Villanueva’. Acido
galico (G), protocatéquico (Pr), 4-hidroxibenzoico (4H), caféico (C), clorogénico (Cl), feltrico

(F), siringico (Sr), p-coumarico (pC), sinapico (Si), (-) epicatequina(Ep) y quercitina (Q).
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3.6 CONCLUSIONES

Salmonella sp. y Escherichia coli fueron capaces de crecer y sobrevivir por 16
dias a 4 y 18 °C en nopal sin desespinar. En nopal desespinado, Salmonella sp.
sobrevivié y prolifero por 16 dias a 4 y 18 °C, mientras que E. coli Unicamente
sobrevivio durante este periodo a 18 °C.

Se encontraron compuestos fendlicos con potencial microbicida, en cladodios
de Opuntia ficus-indica (L.) Mill var. Atlixco y pericarpios de Opuntia albicarpa

Scheinvar var. Alfajayucan y Villanueva.
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CAPITULLO IV

DETERMINACION DEL TAMANO DE MUESTRA PARA ANALISIS

MICROBIOLOGICOS DE NOPAL VERDURA (Opuntia sp.)

4.1 RESUMEN

Para el andlisis microbiol6gico de alimentos, existen diversos esquemas para la
toma de muestras definidos por organizaciones internacionales, su seleccion
representa un reto para el especialista. En nopal verdura (Opuntia spp.), no existen
esquemas de muestreo para diferentes niveles de proteccion para el mercado y no hay
una cuantificacion del nivel de calidad del producto, ni hay una comparacion estadistica
del nivel de proteccion para el consumidor entre un sistema de produccién de reduccion
de riesgos certificado y uno tradicional. En este estudio, se presentan planes de
muestreo de dos y tres clases que permiten elegir un tamafio de muestra adecuado al
nivel de proteccion requerido por el consumidor. En una muestra de unidades de
produccién certificadas, se estimdé que el 85 % de nopales cumplieron con las
especificaciones microbiolégicas, en tanto que el resto se encontr6 en un nivel
tolerable. Se obtuvieron niveles de proteccién entre 6.2 a 82.4 % para tamafos de
muestra tradicionalmente empleados, 3 a 20 kg. Se proporcionan nueve esquemas de
muestreo para tres niveles de proteccion (80, 90 y 99 %), en los cuales se define el
minimo nivel de calidad aceptable (NCA). Se compararon dos escenarios con la
distribucion Pert para simular un sistema certificado y un sistema tradicional. La
diferencia entre estos escenarios, se define a partir del nivel de proteccion del 40%,

donde se rechazan todos los lotes de produccion en la primera y se aceptan en la
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segunda. Se concluye que el muestreo de dos y tres clases permite disefiar esquemas
de muestreo con un nivel de proteccion requerido por el mercado y comparar

estadisticamente diferentes sistemas de produccion de productos horticolas.

Palabras clave: Nopal, muestreo de aceptacion, distribucién Pert, simulacion

Montecarlo.
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4.2 ABSTRACT

In the microbiological analyses there are several sampling schemes defined by
different international organizations and its selection is a dare to specialists. In cactus
leaves (nopal) not exist: sampling schemes to different market protection levels, a
guantification of the level of product quality and statistical comparison of the level of
consumer protection between a system of production risk reduction certificate and a
traditional one. In this study, sampling plans are two-and three classes which allow to
choose an adequate sample size in according to the level of protection required by the
consumer. Hence, In a sample of certified production units was estimated that 85% of
cactus leaves comply the microbiological specifications, while the rest was found in a
tolerable level. 6.2 to 82.4% Protection levels were obtained for sample sizes
traditionally used, 3 to 20 kg. New sampling schemes were provided for three levels of
protection (80, 90 and 99%), which define the minimum acceptable quality level (AQL).
Two scenarios were compared with the Pert distribution to simulate a certificate and a
traditional system. The difference were defined from the level of protection of 40%,
where all lots are rejected in the first production and accepted in the second. In
summary, two and three classes sampling plans allows to design sampling schemes
with a level of protection required by the market and statistically compare different
systems of horticultural production.

Keyword: Opuntia sp., acceptance sampling, Pert distribution, Montecarlo

simulation.

87



4.3 INTRODUCCION

El nopal verdura (Opuntia spp.) es una hortaliza que estd adquiriendo de
importancia en el mercado de exportacion, principalmente a EE.UU., pais que aumento
su exportacion de esta hortaliza en 128.6 % del 2000-2005. Este comportamiento se
atribuye al aumento de la poblacion latina y la aceptacion de la comida mexicana en
este pais (Callejas et al., 2006). Por tanto, los productores mexicanos estan adoptando
las regulaciones comerciales y sistemas de produccion establecidos por los paises
consumidores, como los programas de inocuidad de alimentos, que disminuyen el
riesgo de contaminacion de los productos hortofruticolas por patdégenos como
Salmonella (CDC, 2008; Garcia-GOmez et al., 2002) y Escherichia coli (Nguyen-the y

Carlin, 2004).

En México, la Ley Federal de Sanidad Vegetal se modific6 en el 2007 con el
propésito de tipificar como delito los actos que ponen en riesgo la salud humana; en el
articulo 47 se establece la implementacién de sistemas de reduccién de riesgos de
contaminacion (SRRC) en la produccién primaria de vegetales (DOF, 2007). Gorris
(2006) sefiala que la implementacién de los SRRC, previene la introduccién de peligros
de contaminacion a lo largo de la cadena de produccion de alimentos y el cumplimiento
de los niveles de proteccion establecidos por el consumidor. Para la validacién y
verificacion de dichos procedimientos, se emplean los criterios microbiolégicos (CM),
los cuales sefialan el grupo de alimento, los microorganismos de interés o productos de
su metabolismo, el plan de muestreo y los limites microbiologicos aceptables (Whiting
et al., 2006; ANMAT, 2005). Schothorst et al. (2009) enfatizan el correcto uso de los

planes de muestreo para determinar los CM de forma efectiva y practica. Al respecto, la
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ICMSF (2002) sugiere planes de muestreo disefiados de acuerdo con el riesgo del
patégeno, el tipo de alimento, las condiciones de manejo y la poblacion a la que va
dirigido. Dichos planes se clasifican en 15 casos, en funcion de las combinaciones de
riesgo a la salud y las condiciones de uso. Los casos 1 a 3, incluyen bacterias
psicréfilas, acéticas, lacticas, mohos y levaduras, donde no existe riesgo para la salud
pero si para la vida util del alimento; los casos 4 a 6 incluyen indicadores de
contaminacion por bacterias mesofilas aerobias y anaerobias, coliformes fecales,
mohos y levaduras, etc.; los casos 7 a 9 indican riesgo moderado ya que no peligra la
vida del consumidor, pero pueden causar molestias en periodos cortos, aunque rara
vez dejan secuelas causados por Listeria monocytogenes, Clostridium perfringens,
Staphylococcus aureus, entre otros; los casos 10 a 12, sefalan riesgo serio con
microorganismos que causan enfermedades de duracion moderada y no suelen dejar
secuelas como Salmonella spp., Shigella spp., Criptosporidium parvum; y los casos 13
a 15 representan riesgo grave, estos microorganismos causan enfermedades que
ponen en peligro la vida del consumidor, son de larga duracion y la mayoria de veces
causan secuelas crénicas como Clostridium botulinum , E. coli O157:H7 y Salmonella
typhi. Para los casos 1 al 9, se utilizan los planes de muestreo de tres clases, mientras
gue para los casos 10 al 12 los de tres clases (Legan et al., 2001; ICMSF, 2002). Los
planes de muestreo de tres clases, pueden tener mayor efectividad porque permiten un
amplio rango de tolerancia en la carga microbiana. Mientras que los planes de dos
clases aseguran en su totalidad el rechazo de lotes contaminados por patdgenos de
baja dosis infectiva (< 10 unidades formadoras de colonias, UFC g™), sugieren usar

estos planes con un nivel de proteccion >95% (Legan et al., 2001).
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Durante el muestreo de alimentos es frecuente la incertidumbre en la eleccion
del tamafio de la muestra (n), necesaria para reducir el riesgo de aceptar erroneamente
un lote (B) o de rechazarlo equivocadamente (o). Por lo anterior, es necesario elegir el
tamafo de la muestra en funcion de su naturaleza, nivel de incidencia del patégeno en
el alimento y nivel de protecciéon (conocido también como nivel de confiabilidad o
probabilidad de rechazo) para el consumidor (Dahm, 2004; Johnston et al., 2006).
Whiting et al. (2006) indican que entre mayor sea el nivel de proteccion, el tamafio de n
se incrementa, mientras que el valor tolerable (m) de microorganismos se reduce. Para
la eleccién de un plan de muestreo, Zwietering (2009) sugiere que debe evaluarse el
nivel de riesgo a través de modelos estadisticos. Sin embargo, para nopal verdura no
existen estudios que identifiquen el nivel de calidad (NC) con el cual las autoridades
certifican unidades de produccién, tampoco se ha establecido un tamafio de muestra
para las diferentes necesidades del mercado y menos aun una comparacion entre un
sistema de produccion tradicional y uno certificado (con un SRRC). Por lo tanto, en este
trabajo se determina el nivel de calidad (NC) de productores de nopal verdura para un
grupo de productores certificados en SRRC en la regidn oriente del Estado de México.
Para estimar el tamafio de muestra para diferentes niveles de proteccion, se propone
utilizar planes de muestreo de dos y tres clases tomando como referencia el NC del
productor. Con el propésito de comparar el poder discriminatorio de un SRRC y un ST,
se utiliza la distribucion asimétrica de Pert, en donde el mayor volumen de porcentajes
de productos que cumplen con las especificaciones, se encuentra a la izquierda de la
distribucion. Para la comparacién antes mencionada, se utiliza la simulacion

Montecarlo.
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4.4 MATERIALES Y METODOS

4.4.1 Planes de muestreo

4. 4.2 Planes de muestreo de dos clases

La ICMSF (2002), sugiere usar el plan de muestreo de dos clases cuando los
microorganismos estan uniformemente distribuidos en el lote o para definir riesgo

directo a la salud con potencial de diseminacién y riesgo grave.

Notacion:

N= tamafio del lote; n= tamafio de la muestra. Esto es el nimero de articulos
sefialados de un lote para ser examinados; p= fraccion de unidades alimenticias (ej.
nopal o caja de nopal) que cumple con las especificaciones microbioldgicas requeridas;
m= el valor de las caracteristicas para separar las fraccion de unidades alimenticias
qgue cumplen con las especificaciones microbioldgicas requeridas de aquellas que no;
d= ndmero de unidades defectuosas que exceden a m; c= numero de unidades
defectuosas aceptables; el nUmero maximo tolerable de unidades alimenticias en la
muestra; que no cumplen con las especificaciones microbiol6gicas requeridas, es decir,
si d > c, el lote es rechazado; P,= probabilidad de aceptacién; P,= probabilidad de

rechazo (nivel de proteccion para el cliente o nivel de confiabilidad) y P,= 1-P,.

4.4.3 Planes de muestreo de tres clases

El plan de atributos de tres clases se usa para el muestreo de lotes, en donde la
distribucion de los patdgenos es heterogénea y cuando se consideran analisis

cuantitativos con dos limites microbiolégicos: m (limite superior que no causa peligro) y
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M (limite de contaminacion peligroso o inaceptable) (ANMAT, 2005; Dahms, 2004).
Estos planes no son tan estrictos y son apropiados donde el riesgo es relativamente
bajo; la ICMSF (2002) propone utilizar este muestreo para los casos 1 al 9, en los

cuales se manejan organismos de descomposicion y contaminacion de alimentos.

Notacion:

N= tamafio del lote; n= tamafio de la muestra; po= fraccion de unidades
alimenticias aceptables para considerar que un lote cumple con las especificaciones
microbiolégicas requeridas; p;= fraccion de unidades alimenticias que se encuentran en
el limite aceptable de las especificaciones microbioldgicas requeridas; p,= 1- (po +p1)=
fracciones de unidades alimenticias que no cumplen con las especificaciones
microbiolégicas requeridas; m= limite microbiolégico que separa las fraccion de
unidades alimenticias que cumplen con las especificaciones microbiolégicas requeridas
de aquellas que encuentran en el limite aceptable; M= limite microbiologico que separa
las fraccion de unidades alimenticias que se encuentran dentro del limite microbiolégico
aceptable de aquellas que no lo cumplen;d;= el nimero de unidades alimenticias en la
muestra que se encuentran en el limite aceptable de las especificaciones de inocuidad
o de aquellas que no cumplen, tal que M>d; > m, d,= el nimero de unidades
alimenticias en la muestra que no cumplen las especificaciones microbioldgicas
requeridas es decir d,>M; c;=es el maximo numero aceptable para la suma de
unidades que se encuentran entre my M y las unidades que exceden M; c,= el maximo
numero aceptable para las unidades que exceden M; P,= probabilidad de aceptacion;
P.= probabilidad de rechazo (nivel de proteccion para el cliente o nivel de confiabilidad)

y P= 1-P,.
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La distribucion trivariada asociada a este muestreo se describe como :

" 5 i " il i
a = fp p p
< Sijin-i-jpre 1)
En el caso de que c,=0, la distribucion queda reducida a:
(N n—i i
Pa = (. Jpo pl (2)
i—o \

Esta distribucion se asemeja a una distribucién binomial, sin embargo no lo es,

ya que po+p1 ho suma la unidad. Sélo para el caso en que la poblacién no contiene
unidades alimenticias que no cumplen con las especificaciones de inocuidad (ej. p>=0),

se convierte en una binomial ordinaria (Bray et al., 1973), situacion que fue utilizada

para este trabajo para determinar la presencia o ausencia de patdégenos.

Bray et al. (1973) sefialan que para maximizar la proteccion contra el riesgo de

aceptar lotes que no cumplen con las especificaciones deberia utilizarse ¢,=0 y ¢,=0.
Entre mayor es el tamafio de muestra, la Probabilidad de rechazo es mayor (P,=1-P,),
lo cual implica tener un mayor nivel de proteccion para los consumidores en contra de

lotes que no cumplen las especificaciones de inocuidad. Si se consideran los valores

de c1=c,=0, el tamafo de muestra queda definido como

_ log(p, ) 3)

" log(P,)
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4.4 4. Distribuciéon Pert

La distribucion PERT surgido de la necesidad de describir la incertidumbre
durante el desarrollo del misil Polaris. Se conoce como una version de la distribucion
beta y al igual que la distribucion triangular requiere de tres parametros: minimo,
maximo deseable y mas probable (Mun, 2011). Se utiliza para modelar estimaciones,
comunmente en la identificacion de riesgos y estimacion costos en proyectos
(Premachandra, 2001). Esta distribucion por lo general presenta una asimetria a la

derecha debido a que estima valores cercanos al mas probable (Mun, 2011).

La funcion de la distribucién Pert se expresa como:

~ (x=min)~™ (max— x) **

 B(AL A2)(max— min) &A% ()

f(x)

Donde B= funcion Beta y;

min+ 4(probable) + max

Al=6 6
max— min (5)

min

min+ 4( probable) + max

6 6
max— min (6)

A2

Las expresiones tipicas de Pert para la media y desviacion estandar se
expresan:

_ min+ 4(probable) + max
- 6

Media

(7)
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(4 —min)(max— )
\ 7 ®)

Desviacion —estandar =

La media para la distribucion Pert es cuatro veces mas sensible al valor mas
probable que a los valores extremos y la desviacion estandar es menos sensible a los
valores extremos que la distribucion triangular, particularmente cuando las
distribuciones son sesgadas (Mun, 2011). Esta distribucibn se utiliz6 en esta
investigacion para simular el nivel de rechazo de los esquemas de muestreo para un

sistema de produccion certificado y uno tradicional.

4.5 RESULTADOS Y DISCUSION

4.5.1 El experimento

Se consideré una asociacion de 14 productores de nopal verdura de la zona
oriente del Estado de México, de marzo de 2008 a febrero de 2009, cuyas unidades de
produccion fueron certificadas en sistemas de reduccion de riesgos de contaminacion
(SRRC) por SENASICA. Para el andlisis microbioldgico, la unidad de muestreo por
unidad de produccion fue de 1 kg, compuesta de diferentes cajas de la produccién de
un dia. Se tomé una muestra piloto de n= 10 kg, proveniente de diez unidades de
produccién seleccionadas al azar. Para el recuento de bacterias mesofilas aerobias,
coliformes totales y fecales y deteccion de Salmonella, se realizaron 6 muestreos a lo
largo del afio considerado. El nivel de calidad de la produccion de nopal verdura
durante este periodo fue de po=85, p1=15y p»,=0 debido a la presencia de bacterias

mesofilas y coliformes. En el 85 % de los muestreos se encontré cuentas de bacterias
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mesofilas por debajo de m=100 UFC g y coliformes por debajo de m=100 NMP g™, el
resto de muestreos (15%) excedieron estos limites sin alcanzar el maximo tolerable de
M=100,000 UFC g para bacterias mesofilas y M=10,000 NMP g para coliformes. Se

detectd ausencia de Salmonella sp.
4.5.2 Estimacion del tamafio de muestra

Tomando como referencia en nivel de calidad de produccion de nopal verdura
del estudio piloto (po=85, p1=15y p»=0), se estimo un tamafo de muestra para un nivel
de confiablidad de al menos 80 %, por considerarse un muestreo de microorganismos
con bajo riesgo para la salud (bacterias mesofilas y coliformes). En el Cuadro 17 se
muestra que con un tamafio de muestra de 10 unidades, el nivel de proteccion es de
45.6 %, mientras que con 20 aumenta a 82.4 %. Por tanto, si se desea tener un nivel
de proteccién de al menos 80 % se necesita un tamafio de muestra minimo de 20 kg de
nopal para analisis de laboratorio. Esto ilustra que el tamafio de muestra debe definirse

con base al nivel de calidad exigido o aceptable por el consumidor.

Cuadro 17. Tamafos de muestra para determinar un nivel de proteccion al consumidor

n p,T
6.2
16.5
10 45.6
15 68.1
20 82.4

"Nivel de proteccion del al menos el 80% con p0=85, p1=15, p2=0 % y c=0
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4.5.3 Determinacién del NCA para diferentes niveles de proteccion en un sistema

de produccion de nopal con SRRC

Se estimaron esquemas de muestreo con NCA que permitieran cumplir con tres
niveles de proteccion para un sistema de produccion de nopal con SRRC (Cuadro 18).
Se muestra que entre mas baja es la calidad del lote, elevado niamero de unidades de
muestreo que no cumplen con las especificaciones minimas de inocuidad (m), mayor
es la probabilidad de rechazo. Por ejemplo, para el caso de los productores de nopal
verdura con un NC de 85 % se tiene un nivel del proteccion del 80 % hasta el caso 11,
con un esquema de muestreo de n= 10 y ¢c=0. Si se deseara aumentar el nivel de
proteccion a un 90 %, se necesitaria un esquema n= 15y ¢=0 (caso 13), mientras que
para lograr un 99 % de proteccion se requiere de un esquema n=30 y c=1 (caso 14).
Como se puede observar, si se requiere incrementar la seguridad del consumidor, es

necesario aumentar el tamafio muestra y el nivel de proteccion.

4.5.4 Simulacién Montecarlo para comparar dos esquemas de produccién de

nopal verdura

Para determinar el comportamiento de la distribucion de rechazo de un SRRC y
un ST, se realizaron simulaciones Montecarlo (100,000 iteraciones) utilizando el
software RiskAMP® (2010). La distribucién Pert fue la seleccionada ya que ésta permite
considerar tres valores posibles para el porcentaje de unidades aceptables (py): un
numero minimo (A), uno mas probable (B) y uno maximo deseable (C) en el dominio de
la distribucion Pert. Para las unidades de produccion certificadas con SRRC, el valor

de A fue el estimado por estas unidades de produccion, esto es A=85 %, mientras que
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para B y C fueron 95 % y 99.99 %, respectivamente. Lo anterior para construir un

escenario deseado en un SRRC. Mientras que para el ST, se consideraron los valores

A= 10 %, B= 15 % y C=40 %, con fines de comparacion.

Cuadro 18. Estimacion del nivel de calidad aceptable (NCA)

proteccion en planes de muestreo de dos y tres clases para nopal verdura.

para diferentes niveles de

Nivel de proteccion (Pr)

80% 90% 99%
Caso Microorganismos n NCA
Po P1 Po P1 Po P1
3 Bacterias mésofilas erobias 5~ 51 49 41 59 22 78
Escherichia coli 5° 51 49 41 59 22 78
8 Bacillus cereus 5° 51 49 41 59 22 78
Clostridium perfringens 107 72 28 66 34 49 52
9 Staphylococcus aureus
5 72 28 63 37 40 60
10  Escherichia coli patégena
11 Serovares de Salmonella 10" 85 15 79 21 63 37
12 Listeria monocytogenes 200 92 8 89 11 79 21
15" 89 11 85 15 73 27
13 Clostridium botulinum
14 Salmonella typhi, S. 300 95 5 92 8 85 15
15  paratyphi 60" 97 3 9% 4 92 8

Vibrio cholerae 01

L.monocytogenes

** ¢c=1, con muestreo triple, *c=0, con muestreo doble.
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La simulacién Montecarlo indicé que los el NCA para unidades certificadas en
SRRC (po= 94.19, p1= 5.81 y p»=0 %) es mayor que para las de un ST (po= 18.33, p1=
81.67 y p>=0 %). La Figura 9, muestra que el nimero de rechazos es mayor en un
SRRC, debido a que el nivel de exigencia de un SRRC es mayor que un ST, esto es
especialmente notorio a partir de un nivel de protecciéon del 40%. Se deduce que entre
mayor sea el nivel de calidad requerida (po, p1 Y P2), existe la probabilidad de tener

mayor rechazo de producto.

100 -
90 -
80 -
70 -
60
50
40
30
20
10

—4—SRRC =—e=Tradicional

Frecuencia de rechazos

0 0.2 0.4 0.6 0.8 1
Nivel de proteccién (Pr)

Figura 9. Funcion de probabilidad de rechazo con dos sistemas de produccion de nopal

verdura, SRRC: (p0=94.19, p1=5.80y p2=0 %) y ST (p0= 18.33, p1=81.66 y p2=0 %).
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4.6 CONCLUSIONES

De acuerdo con el plan de muestreo propuesto y al nivel de calidad de los
productores de nopal verdura de la region oriente del Estado de México, se requiere un
tamafo de muestra de por lo menos 20 kg, para logar un nivel de proteccion del P,=82
%. Ademas se determin6 que bajo los sistemas de reduccion de riesgos de
contaminacion, el nivel de proteccion es mayor porque existe la posibilidad de tener
mayor rechazo, y de esta manera se aumenta el nivel de calidad requerido por el
consumidor. La combinaciéon de planes de muestreo de dos y tres clases con
simulacién Montecarlo, utilizando la distribucién Pert, proporciona una metodologia que
permite comparar dos o0 mas sistemas de produccidon de productos hortofruticolas, si se
define previamente un nivel de protecciéon deseado y los posibles valores minimo,
probable y maximo deseables del porcentaje de unidades que cumplen con las

especificaciones microbiolégicas requeridas para asegurar la salud del consumidor.
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5. CONCLUSIONES GENERALES

En base a los resultados que se obtuvieron con el desarrollo de este trabajo se

concluye:

La implementacion de Sistemas de Reduccion de Riesgos de Contaminacion,
reduce el riesgo de contaminacién por patdgenos y la incidencia de contaminacién por

residuos de plaguicidas.

Salmonella sp y Escherichia coli son patégenos capaces de crecer y sobrevivir

en nopal verdura pelado y sin desespinar.a 4 y 18 °C por 16 dias.

Cladodios de Opuntia ficus-indica (L.) Mill var. Atlixco y pericarpios de Opuntia
albicarpa Scheinvar var. Alfajayucan y Villanueva contienen compuestos fendélicos con

potencial microbicida.

Se considera que el tamafio de muestra para analisis microbiolégicos de nopal
debe de elegirse a partir de un plan de muestreo propuesto y el nivel de calidad de los
productores. Los sistemas de reduccion de riesgos de contaminacion, proporcionan un
nivel de proteccion mayor porque existe la posibilidad de tener mayor rechazo, y de

esta manera se aumenta el nivel de calidad requerido por el consumidor.
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