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Estudio de la calidad higiénico-sanitaria de verduras de hoja y freson de
produccidn ecoldgica y convencional de la Comunidad Valenciana

Resumen

La seguridad alimentaria de productos frescos es clave para la comercializacién y exportacién
de estos. En los ultimos afios se han detectado graves brotes de E. coli, Salmonella spp. y Listeria spp.
en Estados Unidos y Europa. Han sido casos muy graves para la salud publica como por ejemplo el
brote de E. coli en lechuga romana detectado en Arizona (2018), o nacional en el caso de la espinaca
(2021) o el brote de Listeria en lechuga romana multiestatal (2011). También en Europa nos
encontramos con el brote de lechuga E. coli en Finlandia (2021), o de ensalada en Alemania (2011), y
brote de Salmonella spp. en lechuga tipo Iceberg en cinco paises europeos (2000), entre otros.

El cultivo ecoldgico es un sector en auge. Para poder calcular cuanto abarca la calidad y
seguridad alimentaria en estos productos, nos tenemos que ir a los datos econdmicos para estos
cultivos. Es decir, para los cultivos ecoldgicos desde el 2016 al 2020, la superficie ecoldgica certificada
en la Comunidad Valenciana ha aumentado en un 81,2% ocupando un total 146.767ha en 2020. En el
caso del cultivo convencional, el valor de la produccidn de frutas y hortalizas en el conjunto de la Unién
Europea en 2021 alcanzé casi los 73.600 millones de euros, y para Espafia el valor de produccidn ha
sido de 15.470 millones de euros en 2021, que supone el 21% del valor total de la Unién Europea.

En este trabajo, se realizd un estudio de la calidad y seguridad alimentaria del cultivo ecolégico
y convencional de un total de 37 muestras de vegetales de hoja y fresén comercializadas en la ciudad
de Valencia, de los cuales 34 muestras pertenecieron al cultivo convencional. Los vegetales analizados
fueron: espinaca (Spinacia oleracea), col rizada (Brassica oleracea var. sabellica), lechuga (Lactuca
sativa), col blanca (Brassica oleracea var. capitata), col lombarda (Brassica oleracea var. capitata f.
rubra) y fresén (Fragaria x ananassa).

Los muestreos se realizaron semanalmente y se realizardn los andlisis microbiolégicos que
indicaron la calidad higiénico-sanitaria del producto, estudiando asi la presencia de coliformes, viables
o E. coli. También se estudio la presencia de patdégenos como Salmonella spp. y Listeria spp. siguiendo
la norma UNE-EN ISO 6579 para la deteccion de Salmonella spp. y 1a norma UNE -EN I1SO 11290-1 para
Listeria spp.

En cuanto a los resultados, se observd presencia de viables, coliformes y de forma aislada
E.coli, por lo que se recomienda mantener siempre unas buenas practicas agricolas y de higiene
durante todo la cadena de produccion, suministro y consumo. Ademas de realizar los pertinentes
analisis por parte de las empresas alimentarias para garantizar un consumo seguro.

Los ODS relacionados con este trabajo son: ODS 2: Poner fin al hambre, lograr la seguridad
alimentaria y la mejora de la nutricién y promover la agricultura sostenible. ODS 12: Garantizar
modalidades de consumo y produccion sostenibles. ODS 15: Gestionar sosteniblemente los bosques,
luchar contra la desertificacidn, detener e invertir la degradacidn de las tierras y detener la pérdida de
biodiversidad.

Keywords— calidad, seguridad alimentaria, salud, salud pubica, ecolégico, convencional, cultivo, produccién,
agronomico, agricola, viables, coliformes, E.coli, Salmonella, Listeria, lechugas, espinacas, coles rizadas, coles
lombarda, fresén, enriquecimiento, antibidticos, norma UNE.

AUTOR/A: Pellicer Alcaraz, Consuelo
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Estudi de la qualitat higienicosanitaria de verdures de fulla i maduixes de
produccid ecologica i convencional de la Comunitat Valenciana

Resum

La seguretat alimentaria de productes frescos és clau per a la comercialitzacid i exportacié
d’aquests. En els ultims anys s’han detectat greus brots d’E.coli, Salmonella spp. | Listeria spp. Als
Estats Units i Europa. Han sigut casos molt greus per a la salut publica com per exemple el brot d’E.coli
en encisam roma detectat a Arizona (2018), o nacional en el cas de I'espinac (2021) o el brot de Listeria
en encisam roma multiestatal (2011). També a Europa ens trobem amb el brot d’encisam E.coli a
Finlandia (2021), o d’ensalada a Alemanya (2011), i brot de Salmonella spp. En encisam tipus lceberg
en cinc paisos europeus (2000), entre altres.

El cultiu ecologic és un sector en auge. Per a poder calcular quant abasta la qualitat i seguretat
alimentaria en aquests productes, ens hem d’anar a les dades econdmiques per a aquests cultius. Es
a dir, per als cultius ecologics des del 2016 al 2020, la superficie ecologica certificada a la Comunitat
Valenciana ha augmentat en un 81,2% ocupant un total 146.767ha en 2020. En el cas del cultiu
convencional, el valor de la produccié de fruites i hortalisses en el conjunt de la Unié Europea en 2021
va aconseguir quasi els 73.600 milions d’euros, i per a Espanya el valor de produccié ha sigut de 15.470
milions d’euros en 2021, que suposa el 21% del valor total de la Unié Europea.

En aquest treball, es va realitzar un estudi de la qualitat i seguretat alimentaria del cultiu
ecologic i convencional d’un total de 37 mostres de vegetals de fulla i maduixes comercialitzades a la
ciutat de Valéncia, dels quals 34 mostres van pertanyer al cultiu convencional. Els vegetals analitzats
van ser: espinac (Spinacia oleracea), col arrissada (Brassica oleracea var. Sabellica), encisam (Lactuca
sativa), col blanca (Brassica oleracea var. Capitata), col llombarda (Brassica oleracea var. Capitata f.
Rubra) i maduixa (Fragaria x ananassa).

Els mostrejos es van realitzar setmanalment i es realitzaran les analisis microbiologiques que
van indicar la qualitat higienicosanitaria del producte, estudiant aixi la preséncia de coliformes, viables
o E.coli. També es va estudiar la preséncia de patogens com a Salmonella spp. | Listeria spp. Seguint la
norma UNE-EN ISO 6579 per a la deteccio de Salmonella spp. | la norma UNE -EN 1SO 11290-1 per a
Listeria spp.

Quant als resultats, es va observar preséncia de viables, coliformes i de forma aillada E.coli, per la
qual cosa es recomana mantindre sempre unes bones practiques agricoles i d’higiene durant tot la
cadena de produccid, subministrament i consum. A més de realitzar les pertinents analisis per part
de les empreses alimentaries per a garantir un consum segur.

Els *ODS relacionats amb aquest treball son: ODS 2: Posar fi a la fam, aconseguir la seguretat
alimentaria i la millora de la nutricid i promoure |'agricultura sostenible. ODS 12: Garantir modalitats
de consum i produccid sostenibles. ODS 15: Gestionar sosteniblement els boscos, lluitar contra la
desertificacid, detindre i invertir la degradacié de les terres i detindre la pérdua de biodiversitat.

Keywords— qualitat, seguretat alimentaria, salut, salut publica, ecologic, convencional, cultiu, produccid,
agronomic, agricola, viables, coliformes, E. coli, Salmonella, Listeria, encisams, espinacs, col-les arrissades, cols
llombarda, maduixes, enriquiment, antibiotics, norma UNE.
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Study of the hygienic-sanitary quality of leafy vegetables and strawberries from
organic and conventional production in the Valencian Community

Summary

The food safety of fresh products is key to the marketing and export of these. In recent years,
serious outbreaks of E. coli, Salmonella spp. And Listeria spp. In the United States and Europe. They
have been very serious cases for public health, such as the E. coli outbreak in romaine lettuce detected
in Arizona (2018), or national in the case of spinach (2021) or the multi-state Listeria outbreak in
romaine lettuce (2011). Also, in Europe we find the E. coli lettuce outbreak in Finland (2021), or salad
in Germany (2011), and Salmonella spp. In Iceberg lettuce in five European countries (2000), among
others.

Organic farming is a booming sector. In order to calculate how much food quality and safety
encompasses in these products, we have to go to the economic data for these crops. In other words,
for organic crops from 2016 to 2020, the certified organic area in the Valencian Community has
increased by 81.2%, occupying a total of 146,767ha in 2020. In the case of conventional cultivation,
the production value of fruit and vegetables in the European Union as a whole in 2021 reached almost
73,600 million euros, and for Spain the production value has been 15,470 million euros in 2021, which
represents 21% of the total value of the European Union.

In this work, a study of the quality and food safety of organic and conventional cultivation of
a total of 37 samples of leafy vegetables and strawberries marketed in the city of Valencia was carried
out, of which 34 samples belonged to conventional cultivation. The vegetables analysed were spinach
(Spinacia oleracea), kale (Brassica oleracea var. sabellica), lettuce (Lactuca sativa), white cabbage
(Brassica oleracea var. capitata), red cabbage (Brassica oleracea var. capitata f. rubra) and strawberry
(Fragaria x ananassa).

The samplings were carried out weekly and the microbiological analyses that indicated the
hygienic-sanitary quality of the product will be carried out, thus studying the presence of viable
coliforms or E. coli. The presence of pathogens such as Salmonella spp. And Listeria spp. Following the
UNE-EN ISO 6579 standard for the detection of Salmonella spp. And the UNE -EN ISO 11290-1 standard
for Listeria spp.

Regarding the results, the presence of viable, coliform and isolated E.coli was observed, so it
is recommended to always maintain good agricultural and hygiene practices throughout the
production, supply and consumption chain. In addition to carrying out the pertinent analysis by food
companies to guarantee safe consumption.

The SDGs related to this work are: SDG 2: End hunger, achieve food security and improved
nutrition, and promote sustainable agriculture. SDG 12: Ensure sustainable consumption and
production patterns. SDG 15: Sustainably manage forests, combat desertification, halt and reverse
land degradation and halt biodiversity loss.

Keywords— quality, food safety, health, public health, ecological, conventional, cultivation, production,
agronomic, agricultural, viable, coliforms, E. coli, Salmonella, Listeria, lettuce, spinach, kale, red cabbage,
strawberries, enrichment, antibiotics, UNE standard.
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Tutor/a: Jiménez Belenguer, Ana Isabel
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1 Introduccidn

1.1 Sector agroalimentario en la Comunidad Valenciana

Debido a que el trabajo incluye productos ecolégicos y convencionales, este apartado esta
separado en estos dos grupos, ya que la produccidn y datos econémicos son diferentes para ambos
Casos.

1.1.1 Cultivo ecoldégico

En este trabajo se ha realizado el muestreo de tres productos ecolégicos; la espinaca (Spinacia
Oleraceaq), la col rizada (Brassica oleracea var. capitata) y la lechuga (Lactuca sativa).

El cultivo de la espinaca necesita un clima templado y fresco, con temperaturas entre 10 y
189C. Se siembran habitualmente a voleo o en hileras a partir de febrero hasta abril o de agosto a
octubre. El suelo debe ser profundo, bien aireado y con buen drenaje. Las plagas que se suelen
encontrar en este cultivo es el pulgdn negro (Aphis fabae), o el minador del género Liriomyza. Los
enemigos naturales de los minadores son Dyglyphus Isaea, Dacnusa sibirica, Opius pallipes
Chrysocharis pentheus. (Hermoso De Mendoza et al., 2012) Los enemigos naturales del pulgdn negro
son coccinélidos, sirfidos o parasitos como Lysiphlebus testaceipes (Serrano, 1976).

En cuanto a las enfermedades mds importantes en este cultivo nos encontramos con el Mildiu
y la Roya blanca. Como tratamiento ecoldgico esta la posibilidad del extracto de cola de caballo o
extracto de ajo. (Jiménez et al., 2010).

En general, en la agricultura ecoldgica se recomienda el uso de fertilizantes organicos
procedentes de los estiércoles de los animales y se incorporan 15 dias antes de la siembra. (Torres et
al., 2020).

En cuanto a la lechuga, cuenta con variedades adaptadas a diferentes climas, por lo que se
puede cultivar a lo largo de todo el aifo, siempre contando con un buen manejo, ya que en verano por
el calor se puede producir el espigado de la lechuga. En cuanto al suelo, necesitan suelos ricos en
materia organica ya descompuesta. La siembra se suele hacer en semilleros y se planta a los 20-30
dias. Riego frecuente y hay que evitar encharcamientos (Jiménez et al., 2007).

Las plagas mas importantes que se suelen encontrar en este cultivo son los caracoles, la mosca
blanca (Bemisia tabaci), los minadores (Liriomyza trifolii, L. huidobrensis, L. strigata, L. bryoniae),
pulgones (Aphis fabae, A. gossypii, A. citricola, Toxoptera aurantii, Myzus persicae)y trips (Frankliniella
occidentalis) (Carrasco y Sandoval, 2016). Los enemigos naturales de los caracoles pueden ser otras
variedades de caracoles, para el caso de la mosca blanca pueden ser varios como las mariquitas
(Coleoptera: Coccinellidae), crisopas (Neuroptera: Chrysopidae), chinchitas o chinches (Hemiptera:
Miridae), araifas (Araneae: Theridulidae). Para el caso del trip se usa normalmente d&caros
depredadores (A. barkeri, A. cucumeris, A. degenerans, A. swirskii, Euseius stipulatus y Hipoaspis miles)
(Vazquez et al., 2007).

Como enfermedades mas comunes en la lechuga se encuentran hongos que pueden dafiar las
hojas y para prevenirlos se recomiendan hacer un buen manejo del riego, es decir riegos frecuentes y
breves. Los principales hongos son Alternaria (Alternaria dauci) o el Mildiu (Bremia lactucae)
(Rodriguez, 2008).

La col rizada se puede plantar directamente en el suelo o en semilleros. Los suelos que
necesita son calcdreos, bien drenados y porosos. Se recomienda pH entre 5,5 y 6,8. Se debe regar
abundantemente ya que necesita humedad. Es importante el abonado (Zamora, 2016). Las plantas
aromaticas como la menta, la melisa, el romero o el tomillo repelen los parasitos de las coles.



En cuanto a plagas, se encuentran el pulgdn (Brevicoryne brassicae) y diversos caracoles.
También la mariposa de la col (Pieris brassicae). Como control bioldgico del pulgdn se puede usar el
pardsito Diaeretiella rapae. (Liere, 2001) Para el control de la mariposa de la col se pueden usar
trampas cromaticas con adhesivo o Apanteles glomeratus que es un parasitoide de orugas (Araya et
al., 2005). Y en cuanto a las enfermedades, la hernia de la col es causada por un hongo (Plasmidofora
brassicae) que transmitido por via del suelo (y afecta a todas las especies de Brassica). Para su control,
se recomienda el uso de gallinaza pura, en dosis de 100 a 200 g/planta (Velandia et al. 1998).

1.1.1.1 Impacto econdmico del sector del cultivo ecoldgico en la actualidad

El cultivo ecoldgico esta en pleno auge, ya que cada afio aumenta la superficie ecoldgica
certificada. Si consultamos la evolucion del 2016 al 2020, ha aumentado en un 81.2%. También el
aumento de operadores ecolégicos en la Comunidad Valenciana en el mismo periodo fue de un 46.1%.
La evolucién de la ratio de la superficie certificada de cultivos ecolédgico versus el nimero de
agricultores, productores, importadores en la CV, del 2016 al 2020 aumentd en un 19.8% (CAECV,
2020), asi ambos han tenido un crecimiento positivo, ayudando a favorecer el crecimiento del sector.

Cabe destacar que la produccién ecoldgica también ha acabado con dos problemas histéricos
del sector agricola, es decir ha conseguido, un relevo generacional, y, por otra parte, ha conseguido
aumentar la presencia de mujeres en un 6,5% en el ultimo afio. Hay que tener en cuenta que la edad
media de incorporacién a la produccién ecoldgica es de 48 afios (CAECV, 2020).

En cuanto a superficie, el 20,5% estd dedicada a la agricultura ecoldgica. Siendo un total de
482 municipios los que trabajan la agricultura ecoldgica. Este dato indica que se esta cerca del 25%,
que es el objetivo fijado por la Union Europea para el 2030. En cuanto a nimero de operadores, se
han triplicado en la Ultima década, sumando un total de 4.636 en 2021. El primer plan se elaboré para
ponerse en marcha entre 2016 y 2020, lo cual ayudd a un incremento de la superficie agricola
ecoldgica certificada, el nUmero de operadores, la industria y las ventas (VALENCIA PLAZA, 2023).

Por productos, la evolucidn ha seguido con la tendencia creciente entre el 2016 y el 2020. En
concreto, los citricos es el que mayor crecimiento ha tenido con un 173%, seguido de las hortalizas
que han visto aumentar su crecimiento en un 100%. Seguidamente, los frutales han aumentado en un
89%, los frutos secos en un 56%, el olivar para aceite en un 42%, el vifiedo para vino en un 34% vy los
cereales en un 13.6% (CAECV, 2020). En el caso de las hortalizas, se han destinado a la agricultura
ecoldgica 1.111 ha en 2021 (Instituto Valenciano de Estadistica, 2021). Las principales industrias
productoras de productos ecoldgicos son las siguientes; elaboracion de productos alimenticios 47%,
elaboracion y conservas de frutas y hortalizas 37%, bodegas y embotelladoras de vino 9%, almazaras
4%, bebidas 2% y piensos un 1% (CAECV, 2020).

En cuanto al volumen de facturacién del 2016 al 2020, se ha aumentado en un 124,4%. Cabe
destacar que el volumen de negocio ECO CV, es decir el mercado de destino en 2020 han sido: 16%
dentro de la Comunidad Valenciana, 21% a nivel nacional, 50% a nivel europeo y un 13% a nivel global
(CAECV, 2020).

Si hablamos del posicionamiento del sector ecolégico de la CV en nimero de operadores, del
2016 al 2019 se paso del sexto puesto al cuarto lugar. En cuanto a la superficie certificada ECO, se paso
del quinto puesto al cuarto lugar durante el mismo periodo (CAECV, 2020). El nimero de operadores
en agricultura ecoldgica aumentd del 2017 al 2021, pasando de 3.013 a 4.636; de los cuales
productores son 3.442, elaboradores son 601, importadores 96, exportadores 42 y otros operadores
455 (Instituto Valenciano de Estadistica, 2021).

Si comparamos el crecimiento del sector ecoldgico de la CV, con relacién a Espaiia y Europa
se observa que a nivel europeo ha aumentado en un 66%, a nivel nacional un 46,9% vy en la Comunidad
Valenciana ha aumentado en un 81,7% (CAECV, 2020).



Como conclusién, el mercado ecoldgico esta en pleno crecimiento y la concienciacidn de la ciudadania
también va en aumento.

1.1.2 Cultivo convencional

Los cultivos convencionales que se han usado en este trabajo son espinaca, col rizada, lechuga,
col blanca, col lombarda y fresones.

La col blanca (Brassica oleracea convar. Capitata var. alba) se puede cultivar en la temporada
otofio-invierno como primavera-verano. El repollo se adapta a suelos de tipo limo arenosos a limo
arcillosos y es ligeramente tolerante a pH acidos del rango de 6 a 6,5 y se desarrolla bien en suelos
moderadamente pesados. Se puede sembrar directamente o por trasplante, siendo la temperatura
Optima entre 15 y 18 °C. Habitualmente el riego es mediante surcos aunque se puede usar riego por
aspersion durante la germinacion del cultivo (Bueno, 2002).

Las plagas mas habituales en este cultivo son la oruga de la col o gusano medidor falso
(Trichoplusia ni), (Shorey et al., 1962) que se puede tratar quimicamente con malation o
biolédgicamente con Bacillus thuringiensis var kurstaki. Otra plaga es el gusano importado de la col
(Pieris rapae) cuyo tratamiento quimico es mediante cipermetrin o deltametrin. Se aplican
pulverizandolos, tratando de mojar bien el envés de las hojas. Otra plaga es la palomilla dorso de
diamante (Plutella xylostella) que tiene como principal caracteristica desarrollar resistencia
rapidamente, por lo que se pueden usar tratamientos quimicos como azadiractina o bioldgicos como
Apanteles plutellae (Braconidae) que ataca los primeros 3 estadios larvarios (Sarfraz, et al. 2005).

Las enfermedades de la col blanca son similares a la col rizada, que se han detallado en el
cultivo ecoldgico, como es la hernia de la col.

La col lombarda (Brassica oleracea var. capitata f. rubra) se siembra mayormente por
trasplante. Se planta a final del verano y principio del otofio, recolectandose su fruto después de unos
4 meses, durante la época invernal. El suelo para esta col es similar al resto calcareos, humedos, pero
bien drenados, ricos en humus y profundos. En cuanto al riego, debe de ser frecuente, pero hay que
evitar los encharcamientos.

En cuanto a las plagas y enfermedades son similares a las que ya citados con las coles, como
la hernia de la col, la mariposa de la col, el pulgdn y caracoles.

El cultivo del fresdn (Fragaria x ananassa) es exigente en suelo y temperatura, la temperatura
media debe oscilar entre los 15-20°C de media anual y la humedad relativa debe oscilar entre el 65 y
70%. En cuanto al suelo, se requiere suelos preferiblemente arenosos o franco-arenosos, con buena
capacidad de aireacioén y drenaje y alto contenido en materia organica. El pH debe oscilar en torno a
6-7. El riego depende de la época del afio, del suelo y las necesidades de la planta. Durante el periodo
estival se recomienda una frecuencia de riego mayor realizando 2-3 riegos por semana. En invierno
esta pauta se reduce a la mitad (Bianchi, 2018).

Hay que destacar la sensibilidad del fresén al fotoperiodo, y asi se divide en tres grandes
grupos; reflorecientes o de dia largo, no reflorecientes o de dia corto y remontantes o de dia neutro.
En los dos primeros casos, la floracion se induce con un determinado fotoperiodo pero para el tercer
caso este no interviene.

Las plagas mdas comunes que se suelen encontrar en este cultivo son la arafia roja (Tetranychus
urticae), cuyo control biolégico puede realizarse con el dcaro fitoseido Phytoseiulus persimilis y como
control quimico se puede usar el principio activo abamectina. Otra plaga comun es el Trip (Frankliniella
occidentalis). Para su control, se recomienda colocar trampas adhesivas azules a la altura del cultivo,
colocar plantas-reservorio alejadas del lugar de plantacién y eliminar las malas hierbas. Ademas del
empleo de mallas antitrip (0,037mm?). (Castresana et al., 2008) Se puede usar como control bioldgico
Amblyseius swirskii u Orius y como control quimico se puede usar abamectina (Bustillo, 2009). La otra
plaga que afecta al fresdn es la Heliothis zea y para su control se recomienda eliminar los frutos



dafiados, las malas hierbas y usar trampas con feromonas especificas. Y como control biolégico se
puede usar Trichogramma pretiosum, que es un parasito (Castresana, et al., 2008).

En cuanto a las enfermedades mas comunes del fresén se encuentra la podredumbre gris
(Botrytis cinerea), cuyo tratamiento se recomienda medidas culturales como evitar el exceso de
humedad y retirar los tejidos enfermos (Trejo y Xavier et al., 2016) Como control quimico se
recomienda el tiabendazol. Otra enfermedad comun es el hongo oidio (Sphaerotheca macularis f. sp.
Fragariae) (Paez, et al., 1968). Las medidas preventivas son establecer un correcto marco de
plantacion, eliminacién de malas hierbas y plantas sintomaticas y desinfeccidn de herramientas. Como
control quimico se recomienda el uso de fungicidas de contacto al tratarse de un patdégeno
ectoparasito o aplicacién de azufre. La aplicacién de estos en periodos tempranos del desarrollo del
cultivo aumenta la produccion, permite el control de oidio en fruto y reduce su severidad en hojas
(Blanco et al., 2006).

Los tratamientos quimicos mencionados en este trabajo, se ha consultado que estén
permitidos su uso en el Reglamento (CE) no 1107/2009. 26 de mayo de 2023.

Para todos los cultivos, incluidos convencionales y ecoldgicos, siempre es recomendable
realizar un control biolégico o llevar a cabo medidas preventivas como técnicas de cultivo que eviten
la propagacion de plagas o enfermedades.

1.1.2.1 Impacto econémico del sector del cultivo convencional en la actualidad

En 2021, el valor de la produccidn de frutas y hortalizas en el conjunto de la Unidn Europea
alcanzd casi los 73.600 millones de euros, y para Espafia el valor de produccidon fue de 15.470 millones
de euros, que supone el 21% del valor total de Europa, ocupando asi la primera posicién, quedando
por delante de Italia, Francia y Alemania ene otros (Eurostat, 2021).

La produccion mundial fue de 2.035 millones toneladas en 2020 (FAOSTAT, 2020). Los
principales paises son China e India, y Espafia supone un 2% de la produccién mundial, ocupando la
misma posicion que Egipto, México, Brasil y Turquia. Por otro lado, la distribucién de la produccién de
hortalizas en Europa en 2021 supuso 105 millones toneladas. En este caso, Espafia ocupa la primera
posicion con un 26% de la produccidn, le sigue Italia con un 22% y luego Polonia con un 10% de la
produccidn, entre otros paises europeos (FAOSTAT, 2020).

Las exportaciones europeas de frutas y hortalizas equivalen a 11.575 millones de euros,
mientras que las importaciones equivalen a 24.546 millones de euros (Eurostat, 2022).

La produccién de frutas y hortalizas ha tenido una tendencia al alza desde 2010 al 2021. Asi
pues, el valor de produccion en 2010 era para las hortalizas de 5.807millones de euros, y para la fruta
5.147 millones de euros. En 2021 estos valores se situaban en 7.714 millones de euros para las
hortalizas y en 7.131 millones de euros para la fruta sumando un total de 15.407 millones de euros
para las frutas y hortalizas (MAPA, 2020).

Asi pues, las frutas y hortalizas suponen el 46% de la Produccidn Vegetal y el 27% de la
Produccion de la Rama Agraria (MAPA, 2020).

En cuanto a la superficie ocupada por el cultivo de frutas y hortalizas en Espafa, también ha
tenido una tendencia al alza desde 2013 al 2021; pasando de 898.465ha a 940.433ha, que supone un
2.3% mas. Y esta tendencia se ha mantenido en los ultimos cinco afios, es decir desde 2016 al 2021,
ha aumentado un 2%, es decir de 922.679ha ha pasado a 940.433ha (MAPA, 2021).

La distribucidn de la superficie de frutas y hortalizas en Espafia en 2021 queda del siguiente
modo; para hortalizas supone el 40% de la superficie, es decir 401.711hay para la fruta dulce supone
el 18%, es decir 185.127ha. (MAPA, 2021).

La produccidn de frutas y hortalizas en Espafia en 2021 alcanzd los 29 millones de toneladas,
un 4% superior a la media (2016 — 2020). Cabe destacar que la distribucion de la produccién en 2021



fue de un 34% en Andalucia, seguido de un 16% que corresponde a la Comunidad Valenciana y al que
le sigue Murcia con un 13% (MAPA, 2021).

En cuanto al comercio exterior de Espafia en frutas y hortalizas durante el 2021, las
exportaciones corresponden a 18.032 millones de euros y las importaciones corresponden a 4.969
millones de euros. Hay que considerar que tanto las importaciones como las exportaciones han ido en
auge en nuestro pais, y destacar que la balanza comercial de frutas y hortalizas continda en
crecimiento por cuarto afio consecutivo (Eurostat, 2022).

La evoluciéon de las exportaciones en toneladas, se puede decir que se han mantenido a lo
largo de 2014 hasta 2021, fluctuando ligeramente de un aino a otro. Pero si las exportaciones las
evaluamos en millones de euros, la tendencia es al alza, es decir, en 2014 el valor total era de 11.935
millones de euros y en 2021 los valores son, en total de 18.032 millones de euros. En cuanto a las
exportaciones, Espafia es el primer exportador de la Unién Europea y ocupa la segunda posicion a
nivel mundial tras EE. UU.. Se exporta en torno al 50% de la produccién. Algunas hortalizas de
invernadero como la lechuga o el limén superan el 70% (Eurostat, 2022).

En cuanto a las principales frutas y hortalizas exportadas, la lechuga, cultivo estudiado en este
trabajo, ocupa el cuarto lugar con mds de 800.000 toneladas, quedando por detras de la naranja, la
sandia y el pimiento, sucesivamente (Eurostat, 2022).

Los principales destinos de exportacion en 2021 corresponden en primer lugar a Alemania,
que supone el 26%, seguido de Francia con un 18% y Reino Unido con un 11%.

En cuanto a las importaciones, se siguen situando ampliamente por debajo de las
exportaciones, aunque mantiene una tendencia creciente en los ultimos afios, pasando en 2014 de
3.082.799 toneladas en total a 4.518.777 toneladas en 2021, en total. Y evaluando las importaciones,
econdmicamente en 2014 el total es de 2.966 millones de euros y pasando en 2021 a 4.969 millones
de euros en total (Eurostat, 2022).

Entre las principales frutas y hortalizas importadas se mantiene el aguacate cuya importacién
se incrementa un 23% interanual y pasa a situarse como tercer producto mas importado. Los
productos que hemos tratado en este trabajo estan por debajo de las 100.000t y fuera de los diez
principales productos importados.

En cuanto a los principales origenes de importacidon en 2021, tenemos en primer lugar a
Francia con un 24%, seguido de Marruecos con un 19% y Portugal con un 11% (Eurostat, 2022).

En la Comunidad valenciana, el valor econdmico de los cultivos de las hortalizas frescas ha ido
en aumento de 2017 a 2021, pasando de 352.505 miles de euros a 441.839 miles de euros. En cuanto
a la fruta fresca, ha habido mas altibajos en los ultimos cinco afios, y supuso 247.796 miles de euros
en 2021 (Instituto Valenciano de Estadistica, 2021).

La superficie destinada en la Comunidad valenciana a las hortalizas es de 26.330ha y en cuanto
a la superficie destinada a las fresones es de solo 8ha. (Instituto Valenciano de Estadistica, 2021).

Estos datos ponen en relevancia la importancia que tiene este sector en la economia, tanto a
nivel nacional como comunitario.

1.1.3 Desperdicio alimentario

Anualmente, en todo el mundo, se pierde un tercio de todos los alimentos producidos
destinados a consumo humano, aproximadamente 1.300 millones de toneladas. Las frutas y hortalizas
frescas (F&V) contribuyen en peso alrededor de un tercio del total de esos alimentos. (FAO, 2012).

Las pérdidas de alimentos en los paises industrializadas son tan altas como en los paises en
desarrollo, pero hay que tener en cuenta que en los paises en desarrollo mas del 40 % de las pérdidas
de alimentos se produce en las etapas de postcosecha y procesamiento, mientras que en los paises



industrializados mas del 40 % de las pérdidas de alimentos se produce en la venta minorista y el
consumo. Los consumidores de los paises industrializados desperdician casi la misma cantidad de
alimentos (222 millones de toneladas) que la produccién de alimentos neta total del Africa
subsahariana (230 millones de toneladas). (FAO, 2012).

1.2 Calidad y Seguridad alimentaria en la comercializacion de verduras y frutas

Las practicas agrondmicas de los cultivos y junto con su posterior procesamiento vy
comercializaciéon influyen en las condiciones sanitarias del producto que llega a nuestros hogares. Por
ello hay que evaluar la calidad microbioldgica y asi poder asegurar que los alimentos que consumimos,
y en concreto las verduras de hoja y freson de consumo en fresco, muestran una ausencia de
microorganismos patégenos y por tanto son inocuos.

1.2.1 Indicadores de calidad

En este trabajo se han usado indicadores como E. coli, y estudiado la presencia de patdgenos
como Salmonella spp. y Listeria spp. que se describen a continuacion. Los vegetales frescos son
importantes como fuente de ETA (enfermedades transmitidas por alimentos) (OPS, 2023), y debido a
que las bacterias entéricas son utiles para evaluar la seguridad sanitaria de los alimentos, en este
trabajo se han usado indicadores entéricos, es decir coliformes totales y E. coli para poder analizar la
calidad microbiolégica de los vegetales de hoja y las fresones, tanto convenciones como ecoldgicas.
(Vinueza, 2018) Otros microorganismos que se han usado como indicadores de la calidad en este
trabajo son las bacterias viables mesdfilas aerobias.

Los indicadores se usan para indicar que su presencia en los alimentos, muestran una
exposiciéon a condiciones que pueden introducir microorganismos patdégenos y permitir su
crecimiento. En este trabajo se ha usado como indicador entérico el recuento de coliformes,
Escherichia coli y el de bacterias viables meséfilas aerobias. E. coli como indicador, pertenece a la
familia Enterobacteriaceae, y las enfermedades alimentarias que transmite esta familia son
principalmente Escherichia coliy Salmonella spp., ente otras (Chapa et al., 2005).

El origen de la contaminacién de productos frescos puede ser fecal, por ejemplo, mediante el
agua de riego, o debido a una manipulacién no higiénica o un almacenamiento inadecuado (Ginestre,
et al., 2009).

E. colies el indicador clasico de la posible presencia de patégenos entéricos en agua, moluscos,
productos lacteos y en alimentos crudos. (Silva et al. 2004) Una forma de conocer la eficacia de la
produccién alimentaria es mediante la cuantificacion de E. coli, si se hacen mediciones como puntos
de control, esta es una buena herramienta de control para la produccién de alimentos en fresco
(Pascual et al., 2015).

Los cultivos que se han tratado para estar libres de microorganismos, si presentan
contaminacidn por Enterobacteriaceae o de coliformes o de aerobios mesdfilos, es debido a una
posible contaminacidon después del tratamiento, un tratamiento inadecuado o debido a una
multiplicacién microbiana (UNIVERSIDAD DE MURCIA, 2023).

Los limites microbioldgicos utilizando el método analitico de referencia ISO 16649-1 o 2 que
indican una contaminacion de frutas y hortalizas troceadas listas para el consumo vienen recogidos
en el Reglamento (CE) n2 2073/2005 de la Comision, de 15 de noviembre de 2005. Segun éste, un valor
inferior a 100 ufc/g, es correcto. Si el resultado estd entre 100 ufc/g y 1.000 ufc/g el resultado es
aceptable, pero si sobrepasa de 1.000 ufc/g es inaceptable. En este trabajo se ha seguido este
reglamento europeo. También existe una recomendacion de expertos que indica que se permiten
valores de hasta 10-100 ufc/g (Pascual, 1992).



El programa de control oficial de productos alimenticios 2002/C 216/05 (D.0.C.E. 12/09/2002)
sefiala como microorganismos de interés a Salmonella spp., E. coli 0157: H7 y Listeria monocytogenes.
Aunque no exista legislacidn europea que establezca criterios microbioldgicos especificos sobre las
frutas y verduras fresca, como se detallard mas abajo, los brotes que se han producido a lo largo de
los afos en estos productos demuestran que se pueden contaminar por los microorganismos
mencionados. En cuanto al resultado de coliformes, es aceptable el resultado hasta 10%-10* ufc/g
(Pascual, 1992).

El método usado para la estimacion de los viables meséfilos aerobios ha sido por el método
tradicional de la siembra en profundidad. La presencia de estos microorganismos indica la existencia
de potentes factores de contaminacién (Silva et al. 2004) por lo que demuestran la necesidad de
implementar las buenas practicas agricolas, asi como pautas de Sistema de Analisis de Peligros y
Puntos Criticos de Control (APPCC). Y para analizar los resultados, el resultado de los aerobios
mesdfilos es aceptable hasta 10% -10° ufc/g (Pascual, 1992).

Una buena forma de evitar la contaminacion con estos patégenos es mediante unas buenas practicas
agricolas en los cultivos, combinado con métodos higiénicos aceptables durante la cosecha, el
empaquetado y el transporte de verduras y frutas. Asi pues, se considera como prioritario, tener un
adecuado conocimiento acerca de las practicas de fertilizacidon, cultivo y lavado de las verduras en el
area de produccién, asi como aplicar las pautas y los procedimientos correctamente (Garrido et al.,
1993).

1.2.2 Salmonella spp.

El género Salmonella pertenece a la familia Enterobacteriaceae, ademas de que todas las
cepas estan agrupadas en dos Unicas especies S. Enterica y S. Bongori, esta Ultima no es patégena para
el ser humano (OMS, 2018).

La enfermedad que producen las bacterias del género Salmonella en el ser humano es una
infeccidn gastrointestinal denominada salmonelosis que puede durar entre 3 y 7 dias, y en la
actualidad sigue siendo la segunda infeccidon gastrointestinal mas frecuentemente notificada en
personas en la UE (MAPA, 2023).

Los alimentos con mas probabilidad de estar contaminados por Salmonella son los alimentos
procesados, seguidos de las carnes, huevos y lacteos (EFSA, 2023). En la tabla 1 se pueden ver los
datos analizados por AESAN (Agencia Espafola de Seguridad Alimentaria y Nutricién) en Espaia
durante el afio 2020. Se observa que los alimentos que presentaron mayor contaminacidon por
Salmonella spp. fueron los de origen carnico. También se ha detectado contaminacién por Salmonella
spp. en frutas, verduras, zumos y semillas en un 0,23%.

Segun la legislacion alimentaria, reglamento (CE) N2 2073/2005 de la Comisidn, la Salmonella
spp. debe ser ausente en todos estos productos.



Tabla 1. Datos obtenidos por AESAN. Muestras de alimentos analizadas en Espafia en el afio 2020

Alimentos infantiles y para usos 298 0 0,00%
nutricionales especiales
Carne de ave y derivados 5.394 552 10,23%
Carne de cerdo y derivados 7.231 427 5,91%
Carne de otras especies y derivados 1.091 17 1,56%
Carne de vacuno y derivados 2.210 15 0,68%
Cereales, harinas y derivados 573 0 0,00%
Comida procesada, platos preparados 3.357 11 0,33%
y ensaladas “ready to eat”
Frutas, verduras, zumos y semillas 1.293 3 0,23%
Huevos y ovoproductos 1.155 28 2,42%
Leche y productos lacteos 2.026 9 0,44%
Pescados y productos de la pesca 1.988 3 0,15%
Salsas, hierbas aromaticas y especias 939 37 3,94%
27.555 1.102 4,00%

1.2.3 Listeria monocytogenes

La listeriosis es una enfermedad que se puede transmitir por comer alimentos contaminados,
causado por la bacteria Listeria monocytogenes, que es una bacteria Gram positiva, con forma de
bacilo corto, no formadora de esporas, anaerobia facultativa, que se multiplica en un amplio rango de
pH y temperaturas, pudiendo multiplicarse incluso a temperaturas de refrigeracion (entre 2°C-4°C),
siendo su temperatura optima de crecimiento entre 30°C y 37°C. El cocinado a temperaturas
superiores a los 702 C durante 2 minutos destruye la bacteria (Carpentier y Barre, 2012).

Hay que considerar que la bacteria Listeria monocytogenes es capaz de formar biopeliculas o
biofilms en gran variedad de superficies utilizadas en la industria alimentaria. El biofilm otorga a la
bacteria una mayor resistencia a la eliminacién, pudiendo persistir tras la limpieza y desinfeccion
(Torres, et al., 2005).

Como caracteristicas de esta bacteria destaca la resistencia a condiciones de acidez y bajas
temperaturas, por lo que le ayuda a distribuirse por varios medios, en suelo, plantas, forraje, materia
fecal, aguas residuales, agua y en lugares de elaboracion de alimentos. Ademds de que se puede
producir la contaminacién después de haber cocinado los alimentos y antes de envasarlos. También
se puede encontrar en muchos alimentos; como pueden ser, carnes, pescados ahumados, quesos
(principalmente quesos tiernos) y verduras crudas (Gongalves, et al., 2014).

la listeriosis una enfermedad grave que puede presentar hospitalizacién y llegar a causar la
muerte del paciente. En 2017 en la UE se notificaron unas 2.400 infecciones. Por otro lado, en 2021 Ia
listeriosis fue la quinta zoonosis que mas se notifico en la UE, con 2.183 casos, que comparandolo con
los datos de 2020, representa un aumento del 14%. Esta enfermedad afectd principalmente a
personas mayores de 64 afios (EFSA, 2023).

Como prevencion se recomienda unas practicas de produccion e higiene correctas, ademas
de mantener las instalaciones en buen estado (DIARIO OFICIAL DE LA UNION EUROPEA, 2017). El
control de temperatura es fundamental durante la cadena de produccion, distribucidn y conservacién
de los alimentos. También se deben mantener las temperaturas en los hogares de los consumidores.



Se recomiendan temperaturas bajas, la OMS (Organizacion Mundial de la Salud) recomienda
mantener los alimentos por debajo de 5 °C.

1.3  Brotes de toxiinfeccion debidos a consumo de vegetales de hoja verde y
fresones

Alo largo de los anos, se han detectado graves brotes de E. coli, Salmonella spp. y Listeria spp.
en frutas y verduras frescas tanto en Estados Unidos como en Europa. Se han dado casos graves que
han afectado a la Salud Publica. A continuacidn, se enumeran algunos ejemplos de gran repercusion.

En cuanto a brotes por E. coli hay casos como el de lechuga romana cultivada en Yuma, Arizona
(Mundell, 2018) y que afectd a 25 estados. Se confirmaron 121 personas contagiadas, de las cuales 52
personas fueron hospitalizadas y se produjo una muerte. Otro caso fue el brote de E. coli 0157:H7 en
espinacas (Yiannas, 2021) que se extendié por lowa, Indiana, Michigan, Minnesota, Misuri, Ohio,
Dakota del Sur, afectando a 10 personas. En Europa, hubo un brote de importancia de E. coli por
consumo de lechuga en Finlandia (EFSA, 2020). Se registraron 57 casos con sintomas de diarrea, de
los que once fueron hospitalizados y se notificaron dos muertes. Otro caso importante de E. coli fue
originado por ensalada contaminada en Alemania (Vazquez y Fernandez, 2014), que abrié la llamada
crisis del pepino. Este brote causé 32 muertes en Alemania, y se descubrié finalmente que el origen
de la intoxicacion fue brotes de soja, alfalfa y otros vegetales contaminados por su cultivo inadecuado
en la baja Sajonia.

Un brote de listeriosis importante se detecté en Estados Unidos por consumo de lechuga
romana contaminada. Fue un caso multiestatal originario en Colorado y que se extendié a California.
Esta bacteria ya habia provocado la muerte de 13 personas que comieron melones contaminados y
posteriormente se extendid a la lechuga romana (Ballesteros, 2019). Se le considerd el brote de
listeriosis mas letal desde 1998. Por otra parte, se detectd un brote de Salmonella spp. que afecté a
cinco paises europeos por consumo de lechuga Iceberg. Este brote causé mas de 500 casos (Cortés-
Higareda et al., 2021).

En 2021, la salmonelosis fue la segunda enfermedad zoondtica mas notificada en la UE, por
detrds de Campylobacter spp., con 60.050 casos, lo que representa un aumento del 14,3 % en la tasa
de notificacion en la UE en comparacion con 2020 (EFSA, 2023).

1.3.1 Importancia del consumo de fruta y verdura fresca en la seguridad alimentaria

El consumo de vegetales y de fruta en fresco es la base de nuestra alimentacidn, asi como que
aportan grandes beneficios para la salud; ya que nuestro cuerpo puede aprovechar mejor los
nutrientes que nos aporta, ademas de que tienen mejores caracteristicas organolépticas.

Por ello, esimportante destacar en la existencia de brotes de enfermedades gastrointestinales
relacionadas con la ingesta de frutas y verduras en fresco. Estos brotes se dan a pesar de las
recomendaciones para la produccién de alimentos con la mayor calidad microbioldgica posible.
Ademas de la contaminacidn durante el proceso productivo, también existe la posibilidad de que se
contamine bioldgicamente durante la distribucidon y comercializacién de estos alimentos. (Aguayo,
2020) Por lo que en cualquier punto del proceso se debe tener especial cuidado y atencion y mantener
los productos en las condiciones recomendadas de produccion, transporte y almacenamiento
(Merino, 2004).

Para poder realizar un consumo en fresco de frutas y verduras, es imprescindible tener un
correcto desarrollo de programas para el andlisis de peligros y puntos criticos de control (APPCC) y asi
reducir las enfermedades que se pueden transmitir en el consumo de productos frescos.



1.4 Objetivo desarrollo sostenible (ODS)

Los ODS fueron adoptados por las Naciones Unidas en 2015 como un llamamiento universal
para poner fin a la pobreza, proteger el planeta y garantizar que para el 2030 todas las personas
disfruten de paz y prosperidad. Asi lo contempla la Resolucién de las Naciones Unidas (UN)
A/Res/70/L1 Transformar nuestro mundo: la Agenda 2030 para el Desarrollo Sostenible (NACIONES
UNIDAS, 2015).

Este trabajo esta relacionado con los siguientes ODS:

ODS 2: Poner fin al hambre, lograr la seguridad alimentaria y la mejora de la nutricidn y
promover la agricultura sostenible.

Gracias al crecimiento econémico y al aumento de la productividad agricola en las ultimas dos
décadas, disminuyd el nimero de personas desnutridas casi a la mitad (OMS, 2018) aunque se estima
que 828 millones de personas sufrian hambre en el 2020. Ademads, aumenté la cifra en 150 millones
desde el brote de la pandemia de la enfermedad por coronavirus (COVID-19) (OMS, 2022).

Los ODS buscan terminar con todas las formas de hambre y desnutricién para 2030, para esto
hay que promover practicas agricolas sostenibles a través del apoyo a los pequefios agricultores y el
acceso igualitario a la tierra, la tecnologia y los mercados. También se requiere fomentar la
cooperacion internacional para asegurar la inversidn en la infraestructura y la tecnologia necesaria
para mejorar la productividad agricola (SDGF, 2023).

ODS 12: Garantizar modalidades de consumo y produccion sostenibles.

Para lograr este cambio, es necesario reducir la huella ecoldgica mediante un cambio en los
métodos de produccidn y consumo. La agricultura es el principal consumidor de agua en el mundo y
el riego representa casi el 70 % de toda el agua dulce disponible para el consumo humano (UNDP,
2023).

Es importante que las industrias, los negocios y los consumidores se impliquen en el reciclaje
y reduccion de desechos. Al igual que apoyar a los paises en desarrollo a avanzar hacia patrones
sostenibles de consumo para 2030. Incluyendo reducir a la mitad el desperdicio de alimentos per
capita mundial en la venta al por menor y a nivel de los consumidores y reducir las pérdidas de
alimentos en las cadenas de produccion y suministro, incluidas las pérdidas posteriores a la cosecha.
(NACIONES UNIDAS, 2018).

ODS 15: Gestionar sosteniblemente los bosques, luchar contra la desertificacidn, detener e
invertir la degradacion de las tierras y detener la pérdida de biodiversidad.

El 30% de la superficie terrestre estd cubierta por bosques, que proporcionan seguridad
alimentaria, refugio y ayudan a combatir el cambio climatico. Pese a esto, cada afio desaparecen 13
millones de hectareas de bosque y la degradacién persistente de las zonas aridas ha provocado la
desertificacion de 3.600 millones de hectareas. (NACIONES UNIDAS, 2018).

Se deben tomar medidas urgentes para reducir la pérdida de habitats naturales y
biodiversidad que forman parte de nuestro patrimonio comun y apoyar la seguridad alimentaria y del
agua a nivel mundial, la mitigacion y adaptacion al cambio climatico, la paz y la seguridad.

Con unas buenas practicas agricolas (BPA), buenas practicas de higiene (BPH), cumplir con la
calidad y seguridad alimentaria en producto convencional y ecoldgico, ademas de buscar una
produccidn sostenible, se puede contribuir a mejorar las ODS marcadas por las Naciones Unidas.

Las buenas practicas agricolas son un conjunto de principios, normas y recomendaciones
técnicas aplicables a la produccién, procesamiento y transporte de alimentos, orientadas a asegurar
la proteccién de la higiene, la salud humana y el medio ambiente, mediante métodos ecolégicamente
seguros, higiénicamente aceptables y econdmicamente factibles (FAO, 2012).
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Las buenas practicas de higiene son medidas y condiciones fundamentales aplicadas en
cualquier fase de la cadena alimentaria para proporcionar alimentos inocuos e idéneos (CODEX
ALIMENTARIUS, 2011).
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2 Objetivos

El objetivo principal de este trabajo consiste en estudiar la calidad higiénico-sanitaria de las
verduras de hoja y fresones que consumimos en crudo, tanto de produccién convencional como
ecoldgica. Estudiando la presencia de microorganismos viables meséfilos aerobios, coliformesy E.coli,
asi como la presencia de patdgenos Salmonella spp. y Listeria monocytogenes.

Conociendo agrondmicamente los cultivos sometidos al trabajo, y debido a la importancia de
la seguridad alimentaria en el consumo en fresco de estos productos, el objetivo de este trabajo es
conocer si el consumo en fresco afecta a la salud publica. Surge la incertidumbre, entre otros motivos,
por los brotes de toxiinfeccion que han sucedido en el pasado por el consumo en fresco de estos
vegetales de hoja y fresones.
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3 Material y métodos

3.1 Muestras de verduras de hoja verde y fresones

El muestreo ha consistido en recoger semanalmente entre dos y cuatro productos distintos,
dependiendo de la semana, desde el mes de octubre de 2022 a marzo de 2023, sumando un total de
37 muestras. Estas se han recopilado en diferentes tiendas y mercados de la ciudad de Valencia. La
mayoria de las muestras han sido muestras de productos de cultivo convencional (34 muestras). Los
vegetales analizados fueron los siguientes: espinaca (Spinacia oleracea), col rizada (Brassica oleracea
var. sabellica), lechuga (Lactuca sativa), col blanca (Brassica oleracea var. capitata), col lombarda
(Brassica oleracea var. capitata f. rubra) y fresén (Fragaria x ananassa).

En la tabla 2 se puede ver el desglose de las muestras y la fecha de procesado de las muestras
analizadas.

El nimero de unidades que componian cada una de las muestras fueron, para el caso de la
lechuga tres unidades, la espinaca fueron cinco unidades, la col cuatro unidades y las fresones 750g.

Este trabajo forma parte de un proyecto mas grande, ECOFOOD, cuya finalidad era analizar si
los productos ecoldgicos cumplen con la calidad y seguridad alimentaria y si son seguros para el
consumo. Ademas de comparar los resultados con el cultivo convencional. Este trabajo se inicid
cuando solo quedaban tres muestras de cultivo ecoldgico por realizar.
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Tabla 2. Datos de las muestras analizadas.

TIPO DE MUESTRA TIPO CULTIVO MUESTRA MES MUESTREO Ao
ESPINACA CONVENCIONAL EF118 Oct 2022
CONVENCIONAL EF122 Nov 2022
CONVENCIONAL EF128 Nov 2022
CONVENCIONAL EF132 Ene 2023
CONVENCIONAL EF134 Ene 2023
CONVENCIONAL EF136 Feb 2023
CONVENCIONAL EF138 Feb 2023
CONVENCIONAL EF140 Feb 2023
ORGANICO EF123 Nov 2022
LECHUGA CONVENCIONAL EF120 Oct 2022
CONVENCIONAL EF121 Nov 2022
CONVENCIONAL EF125 Nov 2022
CONVENCIONAL EF126 Nov 2022
CONVENCIONAL EF127 Nov 2022
CONVENCIONAL EF131 Ene 2023
CONVENCIONAL EF133 Ene 2023
CONVENCIONAL EF135 Feb 2023
CONVENCIONAL EF137 Feb 2023
CONVENCIONAL EF139 Feb 2023
ORGANICO EF129 Dic 2022
coL CONVENCIONAL EF141 Feb 2023
CONVENCIONAL EF144 Mar 2023
CONVENCIONAL EF151 Mar 2023
CONVENCIONAL EF143 Feb 2023
CONVENCIONAL EF145 Mar 2023
CONVENCIONAL EF152 Mar 2023
CONVENCIONAL EF153 Mar 2023
CONVENCIONAL EF154 Mar 2023
CONVENCIONAL EF130 Dic 2022
ORGANICO EF124 Nov 2022
CONVENCIONAL EF119 Oct 2022
FRESONES CONVENCIONAL EF142 Feb 2023
CONVENCIONAL EF146 Mar 2023
CONVENCIONAL EF147 Mar 2023
CONVENCIONAL EF148 Mar 2023
CONVENCIONAL EF149 Mar 2023
CONVENCIONAL EF150 Mar 2023

La preparacién de las muestras en el laboratorio de Microbiologia de la ETSIAMN se realizé de
forma aséptica en cabina de flujo laminar (Figura 1a). En primer lugar, todo el material necesario fue
desinfectado bajo la luz ultravioleta. Seguidamente, se prepararon las bandejas previamente
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desinfectadas con alcohol y en asepsia. Posteriormente, se cortaron las muestras con el material
instrumental desinfectado en alcohol y en asepsia para evitar posibles contaminaciones. Para el caso
de la espinaca, se le cortaron los tallos y se ha usado solo la hoja. Para el caso de la lechuga y las
diferentes variedades de col, se desecharon las hojas exteriores y se usaron el resto. Para el fresén,
solo se usé el talamo abultado con los aquenios. Las muestras fueron cortadas en tamafios de unos
5cm, mezcladas y metidas en las bolsas de Stomacher de forma aséptica. De cada muestra se pesaron
25g para realizar los recuentos de bacterias mesdfilas viables aerobias, coliformes, Salmonella spp. y
Listeria mono cytogenes segun las normas UNE-EN ISO correspondientes. (Figura 1b).
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Figura 1. ay 1b Preparacion muestras y materiales usados para preparar las diluciones

3.2 Calidad e higiene sanitaria
3.2.1 Recuento de viables mesdfilos aerobios

Para realizar el recuento de los viables se siguid la norma UNE-EN ISO 4833-1:2013. Consiste
en el recuento de colonias a 30 °C incubadas durante 72h mediante la técnica de siembra en
profundidad con el medio PCA (Plate Count Agar, Scharlau, Barcelona, Espafia).

Brevemente, se cogieron 25g de la muestra vegetal preparada dentro de una bolsa de
Stomacher y se le afiadié 225ml de APT (agua de peptona tamponada, Scharlau, Barcelona, Espaia)
para preparar la dilucién 107, y seguidamente se introdujo dentro del Stomacher (BAGPAGE,
Interscience, BagSystem) durante 4 minutos, tiempo en el que se consiguid homogenizar todo el
producto. Seguidamente, se realizaron las posteriores diluciones decimales seriadas hasta las que se
consideraba que tendrian suficiente carga microbiana para los recuentos, siendo diferentes segin el
tipo de vegetal.

Se realizd la siembra de 1 ml de cada una de las diluciones en el medio Plate Count en
profundidad y se realizé por duplicado. Las placas fueron incubadas a 30°C durante 72h.

Después de la incubacidn, se seleccionaron las placas que tenian entre 30 y 300 colonias para
su conteo y para obtener el resultado se siguid la siguiente férmula:
R1 + R2

3 x107* =U.F.C/g

e R1:Resultado del conteo de una placa.

e R2: Resultado del conteo de la placa duplicada.

e X=Valor de la dilucién escogida para el recuento.
e U.F.Cunidades formadoras de coldnias.
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3.2.2 Recuento de coliformes (CC) y Escherichia coli (E. coli)

Para realizar las diluciones de los recuentos microbianos se siguié la norma UNE-EN ISO 9308-
1:2014. Asi, se cogieron 25g de la muestra preparada anteriormente, que estaban dentro de una bolsa
de Stomacher y se le afiadié 225ml de APT (agua de peptona tamponada, Scharlau, Barcelona, Espaiia)
para preparar la dilucion 10-1, y seguidamente se introdujo dentro del Stomacher (BAGPAGE,
Interscience, BagSystem) durante 4 minutos, tiempo en el que se consiguid homogenizar todo el
producto. Seguidamente, se realizaron las posteriores diluciones decimales seriadas hasta las que se
consideraba que tendrian suficiente carga microbiana para los recuentos, siendo diferentes segin el
tipo de vegetal (Gonzalez, 2013).

A partir de cada una de las diluciones decimales seriadas se sembré en superficie y por
duplicado 1 ml en el medio CC (Microinstant®, Chromogenic Coliforms Agar Base, Scharlau, Barcelona,
Espafia) con el suplemento correspondiente segun indica el fabricante (Microbiology Coliforms CV
Selective Supplement, Scharlau, Barcelona, Espaia).

Inoculadas las placas del medio CC, se llevaron a incubar a 37°C durante 24h.

Para la lectura de coliformes, se seleccionaron las placas que tenian entre 30 y 300 colonias.
Las colonias de color rosa pertenecian a los coliformes y las de color azul violaceas indicaba una posible
presencia de E. coli. (Martinez y Pachés, 2018).

Para obtener el resultado se siguid la siguiente formula:

rl +r2
— x10x107* = U.F.C/g

e R1: Resultado del conteo de una placa.

e R2: Resultado del conteo de la placa duplicada.

e X=Valor de la dilucién escogida para el recuento.
e U.F.Cunidades formadoras de coldnias.

3.2.3 Deteccion de Listeria monocytogenes

Para la deteccion de Listeria monocytogenes. se ha seguido el método horizontal para la
deteccion de Listeria monocytogenes, norma UNE-EN ISO 11290-1. Se prepard el preenriquecimiento,
a la muestra de 25g se le afiade 225ml de caldo Half-fraser (Chromogenic Listeria agar (I1SO) base,
United Kingdom) con el suplemento correspondiente (Half fraser Selective supplement, Scharlau,
Barcelona). Se incubd a 30°C durante 24h. Después se realizé el enriquecimiento selectivo para ello se
sembraron de 0,1ml en 10ml de caldo Fraser y se incub6 a 37°C durante 24h. Paralelamente se realizo
la siembra en agar ALOA (Chromogenic Listeria agar (ISO) base, Oxoid, United Kingdom) con el
suplemento selectivo recomendado por el fabricante y el suplemento Brilliance Listeria diferencial.
(Lepe-Balsalobre y Lepe, 2020).

Posteriormente, se realizd una segunda siembra con otro medio selectivo, el agar PALCAM
(Palcalm agar base, Scharlau, Barcelona) con el suplemento Palcam agar selective supplement. El
enriguecimiento selectivo se hizo por duplicado. Ambos se incubaron a 37°C durante 24h o 48h.
Seguidamente se realizd el aislamiento en agar ALOA y agar PALCAM, por duplicado, y se incubd a 37°
durante 24h o 48h. Las colonias tipicas de Listeria en agar ALOA son azul turquesa; mientras que en
agar PALCAM son de color verde con fondo negro alrededor. Una vez obtenida las colonias tipicas, se
subcultivaron entre unay cinco colonias caracteristicas de cada medio de cultivo para la confirmacion.
Por ultimo, se confirmd mediante pruebas bioquimicas.

Para la deteccién bioquimica de Listeria monocytogenes se uso la API® Listeria (Biomerieux,
France) (Figura 2). Se selecciond una colonia aislada sembrada en agar ALOA, y se resuspendié en API®
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suspension medium. Se rellenan los alveolos siguiendo las instrucciones del fabricante y se lleva a
incubar a 37°C durante 24 horas. Pasado este tiempo se afiaden los reactivos necesarios siguiendo las
instrucciones del fabricante y la lectura ser realiza mediante la aplicacion APIWEB. Esta aplicacion
determina la probabilidad de que sean del género Listeria spp. y determina su especie.

API LISTERIA

PRUEBAS NEGATIVAS
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Figura 2. Tira Api Listeria positiva. Fuente apiweb®

3.2.4 Deteccion de Salmonella spp.

Para la deteccidn se ha seguido el método horizontal para la detecciéon, enumeracién y
serotipado de Salmonella spp., norma UNE-EN ISO 6579. Se prepara el preenriquecimiento, es decir a
la muestra de 25g se le afiade 225ml de APT y se incuba a 37°C durante 18h. Para el enriquecimiento
selectivo se siembra 0,1ml en 10ml de caldo RVSv (Rappaport-Vassiliadis R10, BD DIFCO, EE. UU.) y se
incuba a 41,5°C durante 24h. Por otro lado, se realiza el segundo enriquecimiento selectivo, 1ml en
10ml en caldo MKTTn (Muller Kauffman Tetrathionate broth base, Scharlau, Barcelona) y se lleva a
incubar a 37°C durante 24h (Figura 3). A continuacion, Salmonella spp. se aisla en agar XLD (Xylose,
Lysine Deoxycholate agar, Scharlau, Barcelona) y en un segundo medio Salmonella Chromogenic Agar
base, (Oxoid, United Kingdom) con el suplemento recomendado por el fabricante, (Salmonella
Selective Supplement) y se incuban a 37°C durante 24h. Las colonias tipicas de Salmonella spp. en agar
XLD son de color rojo y en el medio cromogénico son de color violeta. Posteriormente, se subcultivd
entre una vy cinco colonias caracteristicas de cada medio de cultivo para la confirmacidn bioquimica.
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Figura 3. Material usado para el enriquecimiento selectivo de Listeria y Salmonella

La confirmacién bioquimica en Salmonella spp. se realizé mediante la prueba TSI (Agar Triple
Sugar Iron) y la Tira API® 20E.
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La confirmacion mediante TSI consiste en inocular en el fondo del tubo de agar inclinado una
colonia sospechosa (fase anaerdbica), y seguidamente se siembra en estria en la parte superficial (fase
aerobica). (Figura 4).

EL TSI contiene tres carbohidratos: glucosa (0.1%), sacarosa (1%) y lactosa (1%). Cuando uno
de los carbohidratos fermenta, la caida del pH provoca que el medio cambie de naranja rojizo (es el
color original) a amarillo. Un color rojo intenso indica alcalinizacidn de las peptonas. El tiosulfato de
sodio del medio es reducido por Salmonella spp. a sulfuro de hidrégeno (H,S). Este sulfuro de
hidrégeno reaccionard con los iones férricos en el medio para producir sulfuro de hierro, un
precipitado negro insoluble (Lehman, 2005).

En el caso de que sea positiva para Salmonella spp., las colonias presentes metabolizan la
glucosa del TSI, pero no de la sacarosa ni la lactosa, por lo que al consumir la glucosa acidifican el
medio y el fondo del tubo se vuelve de color amarillo. En la parte aerdbica se metabolizan las
proteinas, por lo que las aminas se alcalinizan y la parte superficial se vuelve de color rojizo.

Figura 4. Siembra en TSI

La confirmacion de Salmonella mediante el uso de la Tira API® 20E (Biomeérieux, France)
consiste en 20 test bioquimicos miniaturizados (Figura 5). La colonia aislada en el medio se resuspende
en 6ml de agua estéril y se rellenan los alveolos siguiendo las instrucciones del fabricante. La tira se
lleva a incubar a 37°C durante 24h. Pasado este tiempo se afiaden los reactivos siguiendo las
instrucciones del fabricante y se obtiene la lectura mediante la aplicacién APIWEB®
(https://apiweb.biomerieux.com). Esta aplicacion determina la probabilidad de que sean del género
Salmonella spp. y determina su especie.
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Figura 5. Ejemplo Tira API con resultado positivo para Salmonella. Fuente apiweb®

3.3 Analizar datos estadisticamente

Con los datos obtenidos durante los recuentos de CC y viables se realizé un andlisis de varianza
con el programa STATGRAPHICS Centurion XVIII (https://statgraphics.net/).
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4 Resultados y discusion

4.1 Calidad higiénico-sanitaria de los vegetales
4.1.1 Recuento de bacterias viables mesdfilas aerobias

Una vez realizados los recuentos de microorganismos viables aerobios mesodfilos se
obtuvieron los resultados mostrados en la tabla.

El resultado del recuento de bacterias viables mesdfilas aerobias por tipo de vegetal se
encuentra en la tabla 3.

Del total de muestras analizadas, se ha observado que los recuentos mas bajos
correspondieron a los fresones, alcanzandose en estas como valores méaximos de 8,6 x 10* ufc/g.

En valores promedio, el fresén se mantiene en el valor mas bajo, seguida por la col y la
lechuga. El producto con recuentos mas elevados de viables han sido las espinacas, llegando a alcanzar
8,96 x 107 ufc/g.
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Tabla 3. Resultados viables aerobios mesdfilos por tipo de muestra

ESPINACA EF118 1,56E+07
EF122 2,26E+06
EF123 8,96E+07
EF128 1,49E+06
EF132 9,75E+06
EF134 3,20E+07
EF136 1,18E+06
EF138 1,14E+07
EF140 8,56E+07
LECHUGA EF120 1,96E+06
EF121 4,60E+07
EF125 6,40E+05
EF126 1,31E+07
EF127 4,44E+06
EF129 1,20E+07
EF131 6,25E+05
EF133 7,20E+04
EF135 6,50E+05
EF137 1,38E+07
EF139 2,05E+05
coL EF119 2,83E+06
EF124 2,00E+03
EF130 5,00E+05
EF141 1,51E+05
EF143 7,85E+05
EF144 1,73E+05
EF145 1,00E+03
EF151 2,15E+04
EF152 3,55E+04
EF153 2,20E+04
EF154 2,45E+06
FRESONES EF142 3,00E+03
EF146 3,50E+03
EF147 0,00E+00
EF148 0,00E+00
EF149 8,60E+04
EF150 3,50E+03
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En la figura 6 se pueden observar los valores promedios de cada producto.

"Viables LOG10" por "TIPO DE MUESTRA"

ESPINACA
LECHUGA
CcoL

FRESAS

0.00 1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 6.00 7.00 8.00
Viables LOG10

Figura 6. Valores promedio del recuento de viables de los vegetales estudiados

Como podemos observar en los datos, el resultado de viables para la espinaca es inaceptable
para todos los casos, cuyos resultados estan entre 1,18 x 10° y 8,96 x 107 ufc/g, ya que se consideran
aceptables entre 102-10° ufc/g (Pascual, 1992). Este resultado es similar para la lechuga, en el que solo
el 9% de los resultados de viables son aceptables, cuyos valores se encuentran entre 7,20 x 10*y 4,6
x 107 ufc/g. Mientras que, en el caso de la col, el 46% de las muestras tomadas son aceptables, cuyos
valores estdn entre 1 x 10% y 2,83 x 10° ufc/g. En el caso del fresén todos los resultados resultaron ser
aceptables, ya que los valores no superaron 8,6 x 10* ufc/g.

Se compard los resultados de este estudio con uno en el que se estudid la calidad
microbioldgica de lechugas frescas de produccién ecoldgica y convencional en Espaiia, en que los
resultados de recuentos de aerobios meséfilos obtenidos en lechuga fresca fueron una media de 8,7
x 10° (Oliveira et al., 2010). Comparandolo con nuestros resultados, el promedio de aerobios meséfilos
fue de 2 x 10° ufc/g, por lo que los resultados de este estudio realizado en Espafia son similares a los
gue hemos obtenido en este trabajo.

En otro estudio realizado en Catalufia, sobre la calidad microbiolégica de frutas y hortalizas
frescas y minimamente procesadas, y germinados de establecimientos minoristas, los resultados
fueron para la espinaca rallada 3,1 x 107 ufc/g de microorganismos aerobios meséfilos. En nuestro
caso, los datos que obtuvimos para la espinaca fueron de un promedio de 1 x 107 ufc/g de
microorganismos aerobios mesodfilos. En cuanto a la lechuga recién cortada analizada en el estudio
realizado en Catalufia, dieron un resultado de 1,9 x 10° ufc/g para el recuento de microorganismos
aerobios mesdfilos. Como se puede observar, los resultados que hemos obtenido son similares los que
se han obtenido en el estudio realizado en Catalufia (Abadias et al., 2007).

También se compard los resultados de este trabajo con otro estudio realizado sobre la calidad
microbiana de varias hortalizas en Polonia. En el caso de la lechuga, el resultado medio de viables
aerobios mesdfilos obtenido por el estudio polaco fue de 2,5 x 10° ufc/g mientras que en este trabajo
fue de 2 x 10° ufc/g (Szczech et al., 2018).

En otro estudio en el que se estudiaron las diferentes variedades de vegetales de hoja
vendidas en Brasil, la mayoria de los recuentos de bacterias aerobias meséfilas oscilaron entre 1 x 10°
y 1 x 107 ufc/g (Maffei et al., 2012). Comparando los resultados con este trabajo, se observa que la
mayoria de los recuentos de bacterias aerobias mesdfilas oscilaron entre 1 x 10° y 1 x 10® ufc/g por lo
gue son similares.



Los factores mas importantes que controlan la velocidad de los cambios de deterioro y la
proliferacién de los microorganismos en los alimentos son la disponibilidad de agua, el pH y la
temperatura (Maris et al., 2004). En este estudio se han analizado los resultados obtenidos
considerando los factores de pH y la temperatura.

Como se puede observar en los datos obtenidos por producto, podemos pensar que este
resultado es debido al pH de la fruta y la verdura, ya que este tiene un efecto inhibidor de la
proliferacién de los microorganismos (Maris et al., 2004). Los resultados obtenidos de bacterias
viables mesdfilas aerobias por tipo de muestra se relacionan con el valor del pH de cada producto. Asi,
el pH de la espinaca tiene un pH entre 5,5 a 6,8; el pH de la lechuga los valores son entre 5,8 a 6, el
rango de la col va de 5,2 a 6 y para el fresén son entre 3y 3,5 (FOOD-INFO,1999). El resultado de la
espinaca es el que tiene el pH mas basico y mayor resultado de viables respecto al resto de productos.

El pH 6ptimo para el crecimiento de la mayoria de las bacterias asociadas a alimentos esta en
el rango 6,5-7,5. Pero algunas bacterias patdgenas pueden crecer a pH 4,2 y algunas bacterias
alterantes pueden multiplicarse en condiciones muy acidas (pH = 2,0) (Maris et al., 2004).

Para vincular el resultado de los recuentos de bacterias aerobias mesofilas con la temperatura
de cultivo y conservacion de los vegetales, observamos la fecha de toma del muestreo. Como se puede
apreciar en los resultados de la figura 7, para el caso de la espinaca, la lechuga y la col, los meses de
frio es cuando se ha realizado el muestreo y se han mantenido altos durante estos meses. Es mas,
conforme se acercan los meses de calor, se observa un aumento de los recuentos especialmente en
las coles. No obstante, el resultado no es significativo para la temperatura ya que necesitariamos un
muestreo mayor, que durase todo el afio.

"Viables LOG10" por "FECHA RECOIJIDA
MUESTRAS" y "TIPO DE MUESTRA"
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Figura 7. Viables log10 por fecha recogida muestras y tipo de muestra

Se ha procedido a realizar una Anova simple, con la variable dependiente Viables (Log) y con
factor: Vegetal. El resultado de P ha sido 0,0000, con dos grupos homogéneos: la espinaca y la lechuga
y dos independientes que son la col y el fresdn.

Analizando estadisticamente los datos obtenidos durante el recuento, obtenemos la figura 8
con los intervalos basados en el procedimiento de la diferencia minima significativa (LSD) de Fisher;
para la espinacay la lechuga, sus intervalos se solapan, con lo que no hay diferencias estadisticamente
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significativas entre ambos grupos. En cambio, la col y las fresones, que no se solapan con el resto,
corresponde a pares de medias que tienen una diferencia estadisticamente significativa, es decir
forman parte de otro grupo.

Medias y 95,0% de Fisher LSD

t T

Viables (Log)
»
T
1

P

COL ESPINACA FRESAS LECHUGA
Vegetal

Figura 8. Media de Viables (Log) para cada uno de los niveles de Vegetal y fresones.

El motivo agrondmico de que el resultado sea significativo estadisticamente para la espinaca
y para la lechuga, es decir que pertenecen al mismo grupo, es debido a que, dentro de los vegetales
de hojas, se caracterizan porque se pueden cultivar ambos en surcos, son sensibles al riego, sobre
todo al encharcamiento y por eso se recomiendan suelos con buen drenaje (Japén, 1977). Otra
caracteristica de estos cultivos que los hace estadisticamente significativos es el tipo de hoja, que,
aunque morfolégicamente sean diferentes, ambos vegetales crecen en roseta y tienen un espesor
similar de hoja (Irigoien y Muro, 2023). A la hora del consumo, solo se desprecia la primera o segunda
hoja, y en ambos casos se consumen las hojas y el tallo.

La col es significativamente diferente, es decir estadisticamente pertenece a otro grupo
posiblemente a las caracteristicas agrondmicas de este vegetal. Aunque es un vegetal de hoja y las
necesidades de agua y suelo son similares a la lechuga y espinaca, la diferencia se encuentra en la
hoja, es decir, forman un cogollo muy compacto, con gruesas nervaduras. Las hojas son grandes,
carnosas y glaucas, con los nervios prominentes. Las basales pecioladas, liradas, con 1-2 segmentos
laterales. La yema apical estd atrofiada y por este motivo, las hojas abrazadoras forman un cogollo de
hojas muy apretadas donde la guarda va a acumular reservas (UNIVERSIDAD PUBLICA DE NAVARRA,
2023). Esta diferencia hace que el consumo de las hojas sea diferente, ya que se desaprovechan las
hojas exteriores y solo se consumen las que forman el cogollo.

El resultado estadistico del fresdn no es significativo con respecto a los otros grupos, pero se
da la particularidad de que es un fruto y su produccién es diferente al resto de vegetales de hoja.
Como definicidn botanica tenemos que es un fruto falso. Pues esta constituido por un receptaculo
carnoso sobre el cual se colocan regularmente aquenios en los alvéolos profundos. Este fruto se define
como poliaquenio (Gonzalez et al., 2020). Por este motivo La parte que se consume de la fresones es
el talamo abultado con los aquenios. Otro motivo de la diferencia de resultado frente a los vegetales
de hoja es por el sistema de produccidon, que normalmente se usan sistemas bajo macrotinel o
sistemas en microtunel, en este tipo de cultivo el fresén no suele estar en contacto directo con el
suelo, ya que se usa el acolchado plastico, por lo que se eliminan algunos patégenos. (Romero y
Suarez, 2018).
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4.1.2 Recuento de coliformesy E. coli

El resultado del recuento de coliformes y Escherichia coli de las muestras se muestra en la tabla 4.

Tabla 4. Resultados de los recuentos CCy E. coli

ESPINACA EF118 0,00E+00 2,50E+05
EF122 0,00E+00 3,15E+05
EF128 0,00E+00 7,35E+05
EF132 0,00E+00 8,90E+05
EF134 0,00E+00 2,50E+05
EF136 0,00E+00 1,04E+06
EF138 0,00E+00 3,05E+05
EF140 0,00E+00 2,85E+06
EF123 1,60E+03 7,20E+07
LECHUGA EF120 0,00E+00 6,00E+04
EF121 0,00E+00 1,11E+07
EF125 0,00E+00 1,56E+05
EF126 0,00E+00 1,48E+06
EF127 0,00E+00 1,30E+06
EF131 0,00E+00 7,95E+05
EF133 0,00E+00 7,20E+02
EF135 0,00E+00 9,50E+04
EF137 0,00E+00 2,10E+06
EF139 0,00E+00 4,00E+03
EF129 5,00E+03 2,40E+05
coL EF141 0,00E+00 4,00E+02
EF144 0,00E+00 5,85E+04
EF151 0,00E+00 6,50E+03
EF143 0,00E+00 1,95E+03
EF145 0,00E+00 5,00E+01
EF152 0,00E+00 1,90E+04
EF153 0,00E+00 4,00E+03
EF154 0,00E+00 0,00E+00
EF119 2,50E+04 1,30E+05
EF130 0,00E+00 5,00E+05
EF124 0,00E+00 1,00E+03
FRESONES EF142 0,00E+00 0,00E+00
EF146 0,00E+00 0,00E+00
EF147 0,00E+00 0,00E+00
EF148 0,00E+00 0,00E+00
EF149 0,00E+00 0,00E+00
EF150 0,00E+00 0,00E+00
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Se observa que la mayoria de los recuentos de coliformes totales de hortaliza oscilaron entre
1x10%y 7,2 x 107 ufc/g. Entre estas se encontraron tres muestras con presencia de E. coli. Los fresones
no contenian ninguna enterobacteria lactosa positiva.

Por producto podemos ver que la espinaca es el producto con los recuentos de coliformes
mas elevados, seguidos de la lechuga, la col y los fresones. Al igual que el resultado de los viables, se
puede sefialar que este resultado esta determinado por los valores de pH.

Para una muestra de col, una de espinaca y una de lechuga, el resultado de la carga
microbioldgica ha sido inaceptable, segliin el Reglamento (CE) n2 2073/2005, que indica que valores
por encima de 10° ufc/g son inaceptables. La lechuga tiene el valor maximo de E. coli en la muestra
EF129 con una carga de 5 x 10® ufc/g. Con estos resultados, el producto deberia crear una alerta
alimentaria y retirarse los productos afectados del mercado, aunque antes, se necesitaria hacer una
segunda comprobacidn para contrastar los resultados y proceder a la retirada si el resultado siguiese
siendo superior a lo permitido segun el reglamento.

Para el resultado de coliformes, los valores aceptables son los que se encuentran entre 10% y
10* ufc/g (Pascual, 1992) por lo que el 51% de las muestras tienen valores aceptables, para los
productos de col, lechuga y freson.

En el caso de la col son aceptables el 81% de las muestras, los valores aceptables de la lechuga
son el 36% y los fresones todas han tenido un resultado aceptable. En el caso de las espinacas, el 100%
ha tenido un resultado inaceptable.

Se compard los resultados de este estudio con uno en el que se estudid la calidad
microbioldgica de lechugas frescas de produccién ecoldgica y convencional en Espaiia, en que los
resultados medios de coliformes obtenidos en lechuga fresca fueron 6,3 x 10% ufc/g y E. coli se detectd
en el 12,5% de los casos (Oliveira et al., 2010). Comparandolo con nuestros resultados, el promedio
de coliformes fue de 1,9 x 10° ufc/g y E.coli se detectd en el 9,09% de los casos en la lechuga. Los
resultados de este estudio realizado es Espaiia son similares a los que hemos obtenido en este trabajo,
realizado en Valencia.

En un estudio realizado en Catalufia, Espafia, sobre la calidad microbioldgica de frutas y
hortalizas frescas y minimamente procesadas, y germinados de establecimientos minoristas, los
resultados de coliformes fueron similares a los nuestros ya que para la espinaca rallada y la lechuga
se obtuvieron valores de 9,7 x 10° ufc/g y 2,5 x 10* (Abadias et al., 2007).

Por otra parte, el promedio de coliformes obtenido en este trabajo fue de 1,58 x 10° ufc/g
frente a 1,4 x 10° ufc/g obtenido en un estudio similar realizado en Polonia (Szczech et al., 2018).

En un estudio similar realizado en Brasil, la mayoria de los recuentos de coliformes totales
oscilaron entre 1 x 10* y 1 x 10° ufc/g, y se encontrd E. coli en el 40,0% de los vegetales y la mayoria
de las muestras tenian recuentos que oscilaban entre 1 x 10! y 1 x 10? ufc/g (Maffei et al., 2012).
Comparando los resultados con este trabajo, se observa que la mayoria de los recuentos de coliformes
totales oscilaron entre 1 x 10 y 1 x 10° ufc/g. Se encontrd E. coli en el 11% de las muestras con
recuentos de 1 x 10%y 2,5 x 10* ufc/g., por lo que los vegetales estudiados en este trabajo son similares
para los recuentos de coliformes. Sin embargo, en nuestro caso hay varios vegetales (espinaca,
lechuga y col) que han sido inaceptables por su presencia de E. coli mayor de 10° ufc/g.

El origen de la contaminacién coliforme y E. coli en particular de los productos frescos
analizados puede ser fecal, por ejemplo, mediante el agua de riego, o debido a una manipulacién no
higiénica o un almacenamiento inadecuado (Ginestre, et al., 2009). Llama la atencidn que E. coli haya
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sido detectado en dos de las tres muestras orgdnicas analizadas. Esto podria ser debido a la ausencia
de plaguicidas y antimicrobianos usados para su cultivo o el uso de fertilizantes de origen animal.

En la figura 9 se aprecia de forma mas visual el resultado de coliformes por producto. Las
espinacas tienen un valor de coliformes notablemente superior al resto de productos siendo
inaceptable junto con el de las lechugas.

1.00E+07
9.00E+06
8.00E+06
7.00E+06

6.00E+06 B Promedio de Coliformes

5.00E+06 totales UFC/G
4.00E+06 Promedio de E.coli

3.00E+06

2.00E+06

1.00E+06 I
0.00E+00 -
ESPINACA  LECHUGA coL FRESAS

Figura 9. Promedio de Coliformes y E. coli

Estadisticamente, el resultado de la Anova Simple con variable dependiente: E. coli y Factor:
Vegetal, con resultado de valor de P 0,6192 y F 0,6. La razén-F, que en este caso es igual a 0,600588,
es el cociente entre el estimado entre grupos y el estimado dentro-de-grupos. Puesto que el valor-P
de la razén-F es mayor o igual que 0,05, no existe una diferencia estadisticamente significativa entre
la media de E coli entre un nivel de Vegetal y otro, con un nivel del 95% de significacion, por lo que
podemos decir que todos pertenecen al mismo grupo estadistico, es decir tienen resultados similares.
Se dice que la diferencia es estadisticamente significativa cuando es mayor de lo esperable que ocurra
solamente por casualidad, por lo que el resultado que hemos obtenido en este caso muestra que las
similitudes pueden haberse dado por casualidad. En la figura 10 podemos ver las medias y 95% de
Fisher LSD.
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Medias y 95,0% de Fisher LSD
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Figura 10. Media de E. coli para cada uno de los niveles de vegetales y freson.

En cuanto al resultado estadistico de los coliformes, se ha realizado una Anova Simple con
variable dependiente: Coliformesy Factor: Vegetal, con resultado de valor de P 0,3625y F 1,10. Puesto
que el valor-P de la razéon-F es mayor o igual que 0,05, no existe una diferencia estadisticamente
significativa entre la media de Coliformes entre un nivel de Vegetal y otro, con un nivel del 95% de
significacién. Por lo que podemos decir que todos forman parte de un mismo grupo. En la figura 11
podemos ver las medias y 95% de Fisher LSD.
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Figura 11. Media de Coliformes para cada uno de los niveles de Vegetal

4.1.3 Deteccion de Listeria spp.

Siguiendo el REGLAMENTO (CE) n2 2073/2005 DE LA COMISION, se recomienda como objetivo
que la concentracion de Listeria monocytogenes en los alimentos se mantenga por debajo de 100
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ufc/g. El Comité cientifico de alimentacion humana (SCF) respaldd estas recomendaciones en su
dictamen de 22 de junio de 2000.

En este estudio en todas las muestras analizadas el resultado para Listeria monocytogenes fue
de AUSENCIA, ya que no ha habido ningln resultado positivo, por lo que su consumo es seguro para
los colectivos mas vulnerables que son embarazadas e inmunocomprometidos, aunque se aconseja
siempre buenas practicas para evitar cualquier contaminacion.

Comparando nuestros resultados con otros estudios, en La Habana, Cuba, se analizd la
incidencia de Listeria spp. en hortalizas frescas comercializadas y se detecté Listeria monocytogenes,
siendo la conclusidn del estudio que las muestras analizadas no poseen una buena calidad sanitaria
(Martino et al., 2008).

Aunque el resultado sea ausente, se recomienda que las empresas alimentarias tomen
siempre muestras de las zonas y el equipo de produccién, como parte de su plan de muestreo, con el
fin de detectar la posible presencia de dicha bacteria. REGLAMENTO (CE) n® 2073/2005 DE LA
COMISION.

4.1.4 Deteccién de Salmonella spp.

Siguiendo la norma EN/ISO 6579 y el reglamento el REGLAMENTO (CE) n2 2073/2005 DE LA
COMISION, los valores aceptables de Salmonella en frutas y hortalizas troceadas es de AUSENCIA en
25g. En este estudio nos hemos basado en la categoria de frutas y hortalizas troceadas ya que son mas
restrictivos.

El resultado de Salmonella spp. para todas las muestras estudiadas fue de AUSENCIA. En la figura
12 podemos observar el resultado de algunas muestras negativas.

Aunque el resultado es negativo para Salmonella spp., se recomienda un control de Salmonella 'y
otros agentes zoonodticos especificos transmitidos por los alimentos en las fases pertinentes de la
cadena alimentaria. Reglamento (CE) n2 2160/2003 del Parlamento Europeo y del Consejo, de 17 de
noviembre de 2003.

Figura 12. Resultado negativo en Listeria monocytogenes y Salmonella spp.

Comparando estos resultados obtenidos con otros estudios, en el caso de un estudio de
fresones frescos y congeladas comercializadas en Espafia, las muestras analizadas dieron negativo
para Listeria monocytogenes y Salmonella (Ortiz-Sola et al., 2020).

En un estudio de diferentes variedades de vegetales de hoja vendidas en Brasil, tampoco se
encontré Salmonella en ninguna muestra (Maffei et al., 2012).
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Podemos concluir que, con respecto a Salmonella spp., el consumo de estos vegetales es seguro,
aunque las recomendaciones de lavado y coccidén en aquellos casos que sea necesario son necesarias
para evitar cualquier otra toxiinfeccién.
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5 CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos para los recuentos de bacterias viables meséfilas han sido
inaceptables para todas las muestras de espinaca, para el 91% de las muestras de lechuga y para el
54% de las coles, en el caso de su consumo en crudo se recomienda lavarlos y evitar contaminacion
cruzada. En los fresones, todos los resultados han sido aceptables, aunque se deben de mantener las
medidas higiénicas habituales antes de su consumo.

Los resultados de E. coli solo han mostrado valores positivos en el 8,1% de las muestras, los
cuales han presentado una carga microbioldgica inaceptable. Los productos afectados han sido la
espinaca, la lechuga y la col, se recomienda en estos vegetales buenas practicas para su procesado.

En los resultados obtenidos en coliformes, los valores son inaceptables en el 100% de las
espinacas, en el 64% de las lechugas, y en el 19% de las coles. Sin embargo, todos los fresones han
tenido un resultado aceptable. Se recomienda lavarlos correctamente antes de su consumo en crudo.
En el caso de la espinaca, como su consumo suele ser cocinado se pierde asi el riesgo que supone su
consumo en fresco.

Se analizaron tres muestras ecoldgicas, de las cuales una espinaca y una lechuga resultaron
ser inaceptables para E. coli, aunque la muestra no resulta representativa en cuanto a muestras
ecoldgicas llama la atencidén este resultado y se deberia hacer mas muestreos para comprobar si la
incidencia se mantiene.

El resultado de Listeria spp y Salmonellla spp ha sido de ausencia, lo que indica que las medidas
tomadas para impedir la propagacién microbiolégica de estos patédgenos han sido correctas. Por lo
tanto, con estos resultados, podemos decir que en general, es seguro el consumo de estos productos,
aunque hay que tener especial cuidado con la poblacién de riesgo; nifios pequefios, embarazadas y
personas mayores.

Se recomienda mantener siempre unas buenas practicas agricolas y de higiene durante toda
la cadena de produccién, suministro y consumo. Controlar el agua de riego que esté libre de
patégenos, asi como el estiércol usado para los cultivos, ya que pueden favorecer a la proliferacion de
estos microorganismos. Ademds, se deben de realizar los pertinentes andlisis por parte de las
empresas alimentarias para garantizar un consumo seguro.
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