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Gabriela Pérez Rosales Resumen

Existe un interés particular en los productos que estan listos para su
consumo en donde se necesita mantener estrictos controles de calidad tanto
quimica y microbiolégicamente para evitar la proliferacion de microorganismos
patégenos como Salmonella spp y S. aureus entre otros y asi mantener la vida de
anaquel. En esta investigacion se analizaron 29 muestras de ceviche a base de
polio cocido en A4cidos organicos producto de nueva introduccién al mercado,
proporcionados por una planta procesadora de productos avicolas, para determinar
la calidad microbioldgica, fisicoquimica y su vida de anaquel. La metodologia que
se usd para las pruebas microbioldgicas se basaron en {a NOM-114-SSA1-1994
para el aislamiento de Salmonella spp, mientras que para S. aureus fue la NOM-
115-8SA1-1994; para la cuenta de mesofilicos aerobios NOM-092-SSA1-1994, y
finalimente para la cuenta de coliformes totales y fecales se utilizd la NOM-112-
SSA1-1994; y la NOM-143-SSA1-1994 respectivamente. La determinacién de
amonio se realizé segun el libro de Andlisis de alimentos de Fernandez Salguero
S/A y la prueba cualitativa de putrefacciéon se basé en la técnica descrita en el
cuademillo de Alanis y col, 1994. Se determind la ausencia de los patogenos
Salmonella spp y S. aureus durante la vida de anaquel del producto y para la
cuenta de mesofilicos aerobios se reporté el 100% dentro de la NOM-093-SSA1-
1994; no asi para los coliformes fecales donde un 10% del total de las muestras se
encontr6 fuera del limite establecido por 1a misma Norma. También se observd una
disminucién a lo largo del ciclo de vida de anaquel de las cuentas de mesofilicos y
coliformes. La prueba cualitativa de putrefaccion resultdé negativa en el 100% de
las muestras que se analizaron y la determinacion de amonio se encontrd dentro
del limite que se establece para carnes, que es de 16.5 mgN/100g de muestra. Por
lo que se determindé que el ceviche a base de pollo es un producto
microbiolégicamente seguro y en donde las pruebas fisicoquimicas avalan una vida
de anaquel de 21 dias que es superior a la programada de 15 dias.
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Shewfelt en 1986 -1987 define vida de anaquel o vida segura como el
tiempo con el que un producto puede contar para mantener un predeterminado
nivel de calidad. Para esta definicién las determinaciones se basan primeramente
en seleccionar una especifica cualidad o atributo y un criterio de aceptabilidad.
Existen diferentes estandares de calidad que pueden ser usados para determinar
los limites de aceptabilidad y definir el fin de vida segura. Los estandares
microbiolégicos son usuaimente descritos en términos legales de requerimientos
y son estandares minimos.

Existen muchas definiciones para describir la vida segura de productos
relacionados con propiedades especificas. La definicion de alimento seguro puede
definirse como el tiempo que desde la manufactura un producto alimenticio
permanece seguro y saludable bajo condiciones recomendadas. Para el
consumidor no es facil evaluar la seguridad y lo saludable ya que el consumidor no
puede evaluar la carga microbiolégica o el valor nutricional en el momento de
comprar.

Cuando en un alimento se presentan cambios sustanciales o cualquier tipo
de modificacion que limiten su aprovechamiento, se habla de alteracion de dicho
aliménto. Esta es causada por influencias externas o también por circunstancias
que radican en el mismo alimento que pueden ser de naturaleza fisico-quimica,
bioldégica 0 microbioldgica.

La contaminacién microbiolégica puede reducir la calidad de la came fresca
y otros alimentos recortando su vida segura y causando pérdidas econdmicas y
peligros en la salud. Al extender la vida de anaquel de un producto esto puede
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permitir que exista suficiente tiempo para que proliferen microorganismos daninos,
indeseables. Es de interés particular los productos que estan listos para comerse y
que no requieren de coccién antes de su consumo, en donde se necesita
mantener estrictamente las condiciones adecuadas de procesamiento, empaque,
almacenamiento y distribucion de dichos alimentos refrigerados para evitar la
proliferacidon de microorganismos patogénicos.

Entre los microorganismos patdgenos de interés en productos alimenticios
estan Salmonella spp; ésta es una bacteria gramnegativa, de forma bacilar, mévil,
no esporulada, que se encuentra asociada a infecciones alimentarias adquiridas
por la ingestidn de alimentos contaminados con este microorganismo. Todas las
especies de Salmonefla son patdgenas para el hombre: una de ellas S. thypi
causa la fiebre tifoidea, otras especies como S. enteritis causa gastroenteritis y S.
typhimurium es la causa mas comun de salmonelosis.

Esta bacteria se ha identificado en muchas ocasiones en diversos
productos de origen animal que se consideran vehiculo primario de los brotes de
salmonelosis y que ocurren como resultado del mal manejo ya sea en casa o
establecimientos de servicio de comida a base de carne de res, pavo, cerdo, pollo,
helados y leche no pasteurizada entre otros alimentos.

El método mas comun para eliminar a Sa/monella de productos alimenticios
es por calor. Otros factores que favorecen su eliminacién son la acidificacion y la
reduccién del Aw.

Otra bacteria patdégena la cual es una de las mayores preocupaciones en
la higiene de los alimentos es Staphylococcus aureus, que causa intoxicacion ya
que este microorganismo produce una enterotoxina durante su crecimiento en los
alimentos, sobre todo los de origen animal (carnes y productos lacteos).
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El habitat natural de S. aureus son los animales de sangre caliente
incluyendo a los humanos. Del 0 al 40% de la poblacién es portador asintomatico
de S. aureus;, encontrandose principalmente en la membrana mucosa. Los
manipuladores de alimentos son con frecuencia fuente de contaminacién
alimenticia; ademas de la leche y los productos lacteos.

S. aureus tiene un didmetro de 0.8 micrémetros, aparece agrupado en
racimos irregulares y en ocasiones en pares de células esféricas. Es una bacteria
gram-positiva excepto en cultivos de mas de 48 horas, donde pueden aparecer
cocos gram-negativos; esta bacteria es inmoévil. Durante su crecimiento S. aureus
puede sintetizar varias enzimas y proteinas como proteasas, lipasas,
fosfolipasas, lipoproteinas, esterasas y liasas. La mayoria de las cepas son
capaces de hidrolizar proteinas animales nativas como la hemoglobina, fibrina,
clara de huevo y caseina.

En virtud de lo descrito anteriormente acerca de la presencia de Sa/monella
spp. ¥y S. aureus en alimentos de origen animal y de la importancia del tiempo de
duracion de los alimentos principalmente a base de came, en este caso de polio;
es de suma importancia conocer la incidencia de este tipo de bacterias en
alimentos a base de carne y cocidos en &cidos organicos ya que es un producto
de nueva introduccidn al mercado y al analizarse se pueden medir los riesgos que
pueden representar para el consumidor.
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I ANTECEDENTES |

La preferencia a los métodos rapidos para preparar los alimentos, a los
alimentos faciles de usar, frescos, de “tipo fresco”, con minimo procesamientoy a
los alimentos que cumplen con necesidades dietéticas especificas ha aumentado,
y por conveniencia se elaboran con una vida de anaquel larga. Los fabricantes de
los alimentos que tienen un procesamiento minimo siempre se preocupan por
mantener la inocuidad de los mismos (Knabel, 1999).

La ausencia de reportes de enfermedades causadas por alimentos
asociados directamente con el consumo de alimentos comerciales preparados
como salsas y rellenos acidificados es evidencia de su seguridad. Sa/lmonelia, E.
coli, O157:H7, L. monocytogenes, S. aureus y Y. enterocolitica mueren cuando
se inoculan dentro de la mayonesa y los rellenos; histéricamente este tipo de
alimentos estan exentos de las regulaciones de alimentos acidificados, ya que
los acidos organicos son preservativos naturales principalmente el acido acético,
siendo el mas efectivo para eliminar bacterias patbégenas a valores de pH
encontrados en esos productos (Smittle, 2000).

Salmonelia se aislé por vez primera en 1885 por el veterinario americano
Daniel Eimer Salmon. La salmonelosis sigue siendo un problema de salud ptblica
muy importante en México y en muchos paises en desarrollo, ya que no sélo
afecta al hombre sino también a animales domésticos causando grandes pérdidas
econdmicas. Hasta ahora se han identificado aproximadamente 2,200 serotipos,
los cuales varian de afo a ano y de pais en pais, muchos de estos serotipos son
patégenos potenciales causantes de gastroenteritis y de infecciones
extraintestinales como sepsis, meningitis y fiebres entéricas (Gutiérrez-Cogco y
cols, 1994).
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Salmonella es uno de los mas frecuentes agentes etioldgicos que se
reporta en brotes de infecciones humanas ocasionados por productos frescos
en recientes anos. Determinaciones con PCR utilizando cuatro pares de
iniciadores derivados de dos reguladores invasivos de Salmonella, fueron
desarrollados para identificar S. entenca serotipo Montevideo en tomates
madurados. Basados en la examinacion de 83 cepas de Salmonella y 22 cepas
diferentes a ésta, inoculada en tomates, se concluyd que un par de estos
iniciadores detecta Salmonella especificamente, ya que esta determinacion es
sensitiva y especifica y puede ser usada para una rapida deteccién de este

microorganismo en productos frescos (Go y cols, 2000).

En un estudio que se realizd por estos mismos investigadores en el 2001
con plantas de tomates en donde se inocularon con cinco serotipos de Salmonella
antes de que el fruto apareciera; los tomates maduros que se obtuvieron se
sometieron a un analisis microbioldgico donde se obtuvo como resultado, que de
30 tomates cosechados de las plantas que se inocularon; 11 (37%) resultaron
positivos para Saimonella. Con altos porcentajes en la superficie de la planta 82%
y en el tallo 73% comparadosAcon la pulpa del tomate que presenté Sa/monelfia
en un 55%. Estos resultados sugieren que las células de Sa/monelia sobreviven
en los frutos de tomate desde el tiempo de inoculacidn o aspersidn hasta la
floracion y madurez del fruto, ademas de que el tallo y las flores de la planta de
tomate son posibles sitios donde Sa/monella puede adherirse y ser viable durante
el desarrollo del fruto. Tales partes sirven como rutas o reservorios de
contaminacién para el fruto maduro.

Hogue y cols, en 1995 llevaron a cabo en Estados Unidos una inspeccion
nacional para revisar la calidad sanitaria de los huevos sin pasteurizar asi como de
las gallinas para matanza. Se analizaron 305 gallinas para matanza, de las cuales
106 resultaron positivas para la cepa de Salmonella enteritidis.
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En Esparia se realizé un estudio en mataderos de pollos para determinar la
incidencia y distribucion de serotipos de Salmonella, se analizaron un total de 192
muestras incluyendo materia fecal, utensilios, agua y cuerpos del ganado muerto.
Se aislaron un total de 112 cepas, 87 fueron S. entenitidis; el resto se observé que
pertenecian a S. thypimurium, S. virchowy S. blockley (Carramiia y cols, 1897).

Chang, en el afio 2000 realizé un estudio en Corea para determinar la
prevalencia de Salmonella spp en 27 pollos crudos y se detectd en un 25.9% del
total de las muestras, los serotipos que se encontraron fueron: Sa/monelia
ententidis, Salmonella vicchuw y Salmonella virginia.

Asi mismo en un estudio realizado en la Cd de Guadalajara, México, se
analizaron 70 muestras de pollo crudo y 40 de pollo rostizado y se encontré a
Salmonelila en un 69% en pollo fresco y un 2.5% en pollo rostizado (Castillo- A y
cols, 1993).

De igual manera se realizé un estudio en la Cd de Guadalajara en 221 (20g
cada una) muestras de ceviche de pescado que se prepararon y vendieron en
89 establecimientos de alimentos fijos y moviles. Las muestras que se analizaron
tenian un pH entre 3.8 y 5.2 con una media de 4.55 y con un rango de temperatura
de 9 a 29°C donde un 16% fueron positivas para Sa/monella y las proporciones
en los establecimientos fijos y méviles fue de un 12% y un 20% respectivamente.
Salmonelia se aislé en 2 de 8 muestras con pH de 4.0. Estos resultados indicaron
que comer ceviche puede poseer un riesgo a la salud, especialmente para
personas con baja resistencia a alimentos transmisores de enteropatoégenos.
Aunado a esto se enfatiza que el jugo de limén no es garantia de seguridad del
ceviche ( Fernandez y cols, 1996).

En un estudio hecho a través de un inmunoensayo con un anticuerpo
monoclonal se pudo detectar en 24 horas a Salmonella enterica de la serovariedad
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ntidis en huevos artificialmente inoculados. La deteccion en aves y otro tipo

e productos requiere de 28 h. Esta serovariedad se detectd en presencia de otras
bacterias en una proporcion de 1:400. La deteccidon en aves, crema de nieve,
leche, polvos y alimento para aves fueron directamente enriquecidos vy
homogeneizados para el inmunoensayo, la incubacion de 1, 5, 0 10 UFC por 24 h
a 37°C fue suficiente para la deteccidn del serovar Enteritidis (Akira y cols, 2001).

En otro estudio que se realizd por Ferreti y cols en el 2001 en Italia mediante
PCR para la deteccion de Sa/monelfla en salami tipico de la region de Marche; se
observd que este método es sensitivo y especifico y muestra una excelente
correlacidon con el método convencional de referencia cuando se analizan las
muestras de alimentos contaminados. Esto puede ser facilmente llevado a cabo en
un maximo de 12 h en las muestras de alimento y asi de esta manera se permite

obtener una pronta deteccion de Salmonella spp. en los alimentos.

Los brotes de enfermedades alimentarias es uno de los problemas publicos
mayores en los Estados Unidos y en todo el mundo. Los paises desarrollados y
en vias de desarrollo sufren las consecuencias de estos brotes pero en diferentes
grados. Los patogenos mas frecuentemente asociados con diarrea enlos E. U. y
en los paises en desarrollo son. Campylobacter spp, Salmonelia spp, Clostridium
perfringes, E. coli enterofoxigénica, enteroagregativa y enteroadherente , Shigella
y S. aureus (King y cols, 2000).

En la regidon sudeste de Brasil se verificd la ocurrencia de S. aureus en una
muestra de queso artesanal para venta al publico, en donde ademas de evaluar
el riesgo potencial para el consumidor, se analizaron 80 muestras de este tipo de
alimento al aplicar la prueba del numero mas probable de S.aureus con una
cuenta importante de 10°/g en donde estos valores estan cercanos al nimero de
bacterias capaz de producir suficiente enterotoxina para causar una enfermedad o
brote alimentario (Almeida y cols, 2000).
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En una investigacion realizada por Rasooly y col en 1997 encontraron que
la enterotoxina A de S. aureus (SEA) es la principal causa de envenenamiento por
alimentos, en donde la dosis patogénica es de 100 ng.

En el procesamiento de aves en una planta al norte de Alemania se
tomaron 1412 muestras del personal y de la canal de las aves (de 22 granjas
diferentes). En los resultados se obtuvo que S. aureus fue positivo en un 35% en
el pollo y un 48% en el personal. Las muestras tomadas de las plumas y de la piel
arrojé un alto nivel para S. aureus (47%). Desde un 8% hasta un 63% de los
animaies fueron positivos. La contaminacion por estafilococos se incrementé en el
curso de la matanza en un 5.7%; aunque S. aureus se introdujo al matadero por
medio de las aves, la contaminacién del producto final parece ser originado
principalmente por el personal (Hentschel y cols, 1979).

Las infecciones con S. aureus resistente a la meticilina (MRSA) son cada
vez mas frecuentes en la comunidad. En un estudio que se realizé acerca de un
brote en donde un manipulador de alimentos, un espécimen alimentario y tres
patrones enfermos, presentaron todos ellos el mismo tipo de toxina producida por
la cepa de MRSA. Este es el primer reporte de un brote de enfermedad
gastrointestinal causada por MRSA (Jones y cols, 2002).

Viswanathan y cols en el 2001 realizaron un estudio en un total de 120
muestras de diferentes tipos de vegetales crudos, frutas y 3 tipos de coles de
bruselas que se obtuvieron de vendedores de la calle, y se les determind
microorganismos aerébicos, coliformes y varios patdgenos, y demostraron que la
cuenta en placa para aerobios en la ensalada fue de 10'° UFC/g, y para frutas
de 10°UFC/g. Entre los patdgenos que se aislaron estaban S. aureus, E. coli,
Enterobacter, y S. tiphy entre otros.
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Existe un gran numero de alimentos cuyas propiedades sensoriales se
deben a una mezcla muy compleja de compuestos, producida por la accién de
diversos microorganismos, como hongos, levaduras y bacterias; éstos provienen
de una contaminacion natural o bien se aftaden intencionalmente en condiciones
bien controladas para que lleven a cabo una determinada fermentaciéon. Cuando
estas transformaciones bioquimicas no se regulan adecuadamente, el resultado es
un producto “descompuesto”, “podrido” o “putrefacto”, términos que se emplean
para describir un alimento cuyo crecimiento microbiano no fue ordenado (Badui S,
1994).

Asi como en los microorganismos cuya actividad enzimatica que fermenta,
vuelve rancios y pudre los alimentos, las plantas y los animales sanos libres de
infeccion que se emplean como alimento, tienen sus propias enzimas de cuya
actividad en gran parte sobreviven a la recoleccion y el sacrificio. No solo puede la
actividad enzimatica persistir a través de toda la vida 4til de muchos alimentos
naturales y fabricados, sino que esta actividad a menudo se intensifica después de
la cosecha y el sacrificio. Esto se debe a que las reacciones enzimaticas se
controlan y equilibran con mucha precision en la planta ¢ el animal que vive y
funciona normalmente, pero este equilibrio se pierde cuando el animal es
sacrificado o la planta es retirada del campo. A menos gque estas enzimas sean
inactivadas por calor, sustancias quimicas, la radiacién o algun otro medio, siguen
catalizando reacciones quimicas en los alimentos. Algunas de estas reacciones si
no se les permite progresar mas alla de un cierto limite, son muy deseables. Pero
la maduracién y el envejecimiento mas alla de un limite éptimo se convierte en la
descomposicién de los alimentos; los tejidos debilitados son atacados por
infecciones microbianas y llega al grado de putrefaccion (Potter N, 1973).

Para confirmar la ausencia de gérmenes patdégenos se deben emplear las

técnicas microbiologicas y los métodos quimicos relativamente rapidos cuando se
trata de valorar el grado de alteracién o la aceptabilidad de los alimentos carnicos.
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Estos valores son aplicables a las carnes crudas, aunque la alteracion de la carne
y el pescado es un proceso muy complejo se puede considerar que es debida a
una 0 mas de las reacciones siguientes:

a) Descomposicidn (desaminacién) de proteinas dando amoniaco, indol,
escatol, H.S, etc b) formaciéon de amoniaco a partir de urea debido a la accion
bacteriana y c¢) alteracion de las grasas por hidrélisis, oxidacion y otras formas
de rancidez. En la carne, la ruptura de las proteinas se produce normalmente
antes del deterioro de las grasas (Pearson D, 1998).

Los analistas han venido utilizando durante muchos afios para el control del
estado del pescado, la carne, los huevos y otros alimentos, la tasa de amoniaco
preformado como indice de descomposicion protéica. (Hart F. L. y col., 1991).

En 1994 se realizé un estudio en la Ciudad de Monterrey para determinar el
grado de frescura de la materia prima como harina de pescado para la
alimentaciéon animal en el cual se midié el contenido de nitrégeno volatil. Esta
prueba determina el contenido de amonio, mono y trimetil aminas. El principio es
por precipitacion de la proteina con acido tricloroacético y determinacién de
nitrégeno amoniacal por el método Kjeldhal (Abdo M, 1994).

Tapia en 1996 al medir el efecto de las harinas de pescado con diferente score
biotoxicolégico sobre el crecimiento y sobrevivencia del camarén blanco, propone
que los valores de TVN no reflejan el grado de frescura del producto final, sino lo
que miden son sustancias volatiles, las cuales se pueden perder durante el secado
de la materia prima y que solo puede medir la frescura de ésta.

11
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I HIPOTESIS

La vida de anaquel del ceviche a base de pollo se relaciona directamente con la
calidad microbioldgica y fisicoquimica de éste.

12
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OBJETIVO |

Investigar la presencia de Salmonella spp. y Staphylococcus aureus en
ceviche de pollo desde su empacado hasta el final de su vida de anaquel.

Determinar la calidad microbiolégica basada en—71a presencia de
mesofilicos aerobios y coliformes fecales durante la vida de anaquel del mismo.

Determinar |la vida de anaquel en base a la presencia de amonio y prueba
de putrefaccién del producto.

13
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I METODOLOGIA
A. COLECTA Y PREPARACION DE LAS MUESTRAS.

Se obtuvieron 29 muestras de ceviche de pollo en presentaciéon de 500 g en
recipiente transparente de plastico blando en un medio normal, sin atmésferas
controladas, ni al vacio (figura 1).

Este producto se elabord principalmente a base de filete, milanesa y retazos
de pollo en trozos pequerios los cuales se sanitizaron previamente en una solucion
de agua mas sanitizante; los trozos de pollo se dejaron reposar en jugo de limén,
esto se mezclé con tomate y cebolla que se cortdé en trozos pequeiios, cilantro,
chile chipotle, condimentos, aceite y catsup.

Las muestras se recolectaron directamente de la planta procesadora de
productos avicolas y se fransportaron en hieleras bajo las mismas condiciones
hasta el lugar de frabajo; se colocaron a temperatura de refrigeracion de O a 4 °C
segun especificacion del producto y se analizaron durante los dias uno, siete,
catorce y veintiuno. Todos los experimentos se realizarbn por triplicado.

Fig. 1 Presentacion del ceviche de pollo

14



Gabriela Péraez Rosales Metodologia

B. ANALISIS BACTERIOLOGICO

1. AISLAMIENTO DE Sa/monella spp . (NOM-114-SSA1-1994)
1.1 Preenriquecimiento.

Las muestras de ceviche de pollo se mantuvieron en refrigeracion y posterior a
elio se desinfectd el empaque de cada muestra y se tomaron porciones de la
misma usando para ello equipo estéril (tijeras, cucharas), hasta obtener 25 g que
se homogenizaron en 225 mL de caldo lactosado (Difco) (figura 2) y se incubaron
a35°C por24h.

Fig. 2
Homogenizacion
. de la muestra

1.2 Enriquecimiento .

A partir del caldo lactosado y después de homogenizar, se
tomé 1 mL del cultivo y se inoculé a un tubo con 10 mL de
caldo tetrationato (Difco) el cual se muestra en la figura 3,
previamente complementado con 0.1 mL del inhibidor yodo

yoduro al 12% para otros microorganismos no deseados. Este
medio se agitd y se incubé a 35 °C/24 h.

Fig. 3 Caldo
tetrationato
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1.3 Aislamiento.

De los tubos de caldo tetrationato se tomé una alicuota con una asa después de
agitar el tubo y se deposité en la superficie de placas con medios de cuitivo
selectivos, Salmonella Shigella, Enterico Hektoen y XLD (Difco); de
preferencia con la superficie seca para mejor aislamiento de las colonias. Una vez
inoculado se incubé a 35°C/24 h. Se seleccionaron las colonias tipicas en estos
medios de cultivo. En el Agar Salmonella Shigella son colonias translucidas
ocasionalmente opacas, algunas colonias dan centro negro, virando el medio a
amarillo. En el agar entérico Hektoen las colonias son de color verde azul-verde
con O sin cenfro negro, en algunos casos las colonias aparecen completamente
negras. En el agar XLD las colonias son rojas o rosas con 0 sin centro negro (figura
4).

Agar Salmonella — Shigella Agar XLD
Fig. 4 Medios selectivos para Salmonella

2. CUENTA DE MESOFILICOS AEROBIOS

Este parametro se realizdé de acuerdo al método establecido en la Norma Oficial
Mexicana NOM-092-SSA1-1994. De cada una de las muestras se pesaron 11g
bajo condiciones asépticas en un frasco de licuadora previamente estéril y se
homogenizaron con 99 mL de soluci6n salina al 0.85% a pH neutro (10™') durante
un espacio de 1 a 2 min, a parfir de ésta se tomo 1 mL para transferirlo a un tubo
con 9 mL de solucion salina (10?) y asi sucesivamente hasta la dilucion 10
(figura. 5). A partir de la dilucién 10? se colocé un 1 mL en placas petri estériles

16
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para después adicionar de 15 a 20 mL de agar para cuenta en placa (Difco)
fundido y atemperado a 45 °C; se dej6 solidificar para incubar a 35°C por 24 h. La
cuenta se llevd a cabo en el contador de colonias (Quebec Mod Q-14).

! s
= las muestras

3. NUMERO MAS PROBABLE PARA BACTERIAS COLIFORMES TOTALES Y
FECALES (NOM 143-SSA1-1995 para Coliformes fecales como el NMP; y
NOM 112-5§SA1-1994 para Coliformes totales)

3.1 Prueba presuntiva:

A partir de la segunda dilucion de la solucién salina que se realizd con
anterioridad se inoculd 1 mL a tres tubos conteniendo 10 mL de caldo lactosado
(Difco), los cuales se pueden observar en la figura 6; 1 mL de la dilucion 103.a
tres tubos con 10 mL del mismo medio de cultivo.y asi mismo con la dilucién 104,
Estos tubos se incubaron a 35°C por 2448 h; aquelios que formaron gas en- el
capilar invertido se resembraron para llevar a cabo las siguientes pruebas.

Fig. 6
Prueba presuntiva .
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3.2 Prueba confirmatoria:

Para coliformes totales: de los tubos que presentaron gas en el capilar se
tomaron tres asadas de cada uno y se inocularon en tubos con 10 mL de caldo
lactosado los cuales se incubaron a 35°C por espacio de 24-48 h. Se determind
el NMP de coliformes totales de acuerdo .con .los tubos que presentaron
formacion de gas en el capilar invertido (figura 7).

Fig. 7 Prueba confirmatoria

Para coliformes fecales: de los tubos que presentaron gas en el capilar de la
prueba presuntiva se tomaron tres asadas de cada uno y se inocularon en
tubos con 10 mL de caldo bilis verde brillante al 2% (Becton Dickinson) (figura
8), los cuales se incubaron a 44.5°C por espacio de 24-48 h. Se determind el

NMP de coliformes fecales de acuerdo con los tubos que presentaron formacion
de gas en el capilar invertido.

Fig. 8 Prueba para coliformes fecales
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4. CUENTA DE : Staphylococcus aureus.

Esta prueba se realizé de acuerdo a la Norma Oficial mexicana NOM 115-
SSA1-1994; empleando las diluciones 10! y 102 de la cuenta de mesofilicos
aerobios; se inoculd 0.1 mL de cada una de las diluciones sobre la superficie de
cajas con agar Baird-Parker (Bioxon) respectivamente para cada una de las
diluciones; se extendié el inGculo con una asa de vidrio estéril. Las placas se
invirtieron hasta que se absorbid el indculo en el medio y se incubaron por 4548
h a 37°C. Posteriormente se aislaron las colonias tipicas de S. aureus (figura 9),
que fueran circulares, lisas, convexas, de 2-3 mm de diametro, grises a negro
azabache y presenten un halo de precipitacion.

Fig. 9 Medio selectivo Baird -Pafker para S. aureus

C. ANALISIS FISICOQUIMICO

1. DETERMINACION DE pH

En condiciones de asepsia se pesaron 20 g de la muestra, los cuales se
homogenizaron y se les adicioné 50 mL de agua destilada estéril a pH 7 y se
midié el pH al sobrenadante, con un potenciometro Denver (ﬁguré 10).
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Fig. 10 Medicioén del pH a la muestra.

2. DETERMINACION DE AMONIO

(NITROGENO AMONIACAL)

Esta prueba se realizé segun el libro de Andlisis de alimentos de Fernandez —
Salguero S/A. De la muestra homogenizada se tomaron 5 g, los cuales se
transfirieron a un matraz Kjeldhal completamente seco; se agregdé 250 mlL de
agua destilada, 3 granallas de zinc (aproximadamente 3g), 6 perlas de vidrio, y
0.25g de 6xido de magnesio para hacer una solucion alcalina. Inmediatamente
se conectd el matraz al aparato destilador y se destilé el amonio en 100 mL de
una solucién estandar de HoS04 0.1N. Este paso fue muy lento para controlar
la formacién de espuma (figura 11).

Fig. 11 Destilacion de la muestra.
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Finaimente se hizo una titulacion al exceso de H>.SO4 con NaOH 0.1N
estandarizado, usando rojo de metilo como indicador (se agregaron S gotas de
indicador ) (figura 12). Al hacer los célculos se utilizé la siguiente formula:
Porciento de nitrogeno amoniacal como NH4CL, (NH4)2 SO, etc.
%N NH4+ = [({mIH2S04) (N))-((mINaOH) (N))] x0.014x100

g muestra

Fig. 12 Titulacion de la muestra

3. PRUEBA DE PUTREFACCION

Esta es una prueba cualitativa que complementé la determinacion de
amonio en donde primeramente se impregné papel watman #1 con una solucion
saturada de acetato de plomo; se dej6 a que se volatilizara una parte de la
solucién. Aparte en un matraz erlenmeyer de 250 mL se mezclé 5 mL de
H,S0O4 con 45 mL de agua destilada, a esta mezcla se le aiiadieron los 5 g de
muestra cuidando de que no se quedaran adheridos a la pared del matraz. Al
terminar este paso se tapé el matraz con el papel watman previamente
impregnado con la solucidon de acetato de plomo y se selld con una liga, se dej6
reposar el matraz a temperatura ambiente por espacio. de 12 a 24 h. Los
resultados se revisaron al dia siguiente en donde si el papel filtro se torn6 .a
color negro fue positivo para putrefaccién y si el papel no cambi6é de color, es
negativo para putrefaccion (Alanis y col. 1994) (figura 13).
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Fig. 13 Prueba de putrefaccion

D. ANALISIS ESTADISTICO

Los estadisticos de las cuentas de los indicadores microbianos
(mesofilicos aerobios y coliformes fecales) se representaron mediante
histogramas.

Los resultados microbiolégicos para la vida de anaquel se analizaron
primero con Kolgomorov — Smirnov para conocer el tipo de distribucion de los
datos, los que presentaron Distribucion normal se analizaron por medio del.
Andlisis de varianza y comparaciéon multiple por medio de Tukey. Los que no
presentaron distribucién normal se analizaron por medio de Kruskal - Walllis y la
comparacion de medias por el método U de Mann — Whitney.
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A) ANALISIS BACTERIOLOGICO

Se analizé un total de 29 muestras de un producto de nueva introduccién al
mercado elaborado a base de pollo y cocido en &cidos organicos, para
determinar su calidad bacteriolégica con respecto a la presencia de Sa/monefla

Spp,
durante su vida de anaquel. Se pudo observar durante el primer dia del analisis la

Staphylococcus aureus, mescfilicos aerobios, coliformes totales y fecales

ausencia de los patégenos Salmonella y S. aureus. En cuanto al nimero de
mesofilicos aerobios se determind que el 100% de las muestras cumple con lo
establecido en la Norma Oficial (150,000 UFC/g), mientras que en la cuenta de
coliformes fecales se observé que el 82.36% de los resultados se encontrd dentro
del limite establecido que es de 100 UFC/g (tabla 1).

Mesofilicos | Coliformes | Coliformes | Salmonelia | S.aureus
Numero de aerobios totales fecales spp. 25¢g/ 11g/

muestras UFC/g _ UFC/g UFC/g muestra | muestra
1 23650 1100 4 ausente ausente

2 19550 11000 29 ausente ausente

3 13125 4600 29 ausente ausente

4 12500 11000 29 ausente ausente

5 25255 4600 29 ausente ausente

6 12610 4600 29 ausente ausente

7 24350 11000 29 ausente ausente

8 22275 11000 29 ausente ausente

9 13650 11000 29 ausente ausente

10 25200 4600 29 ausente ausente

11 30400 2400 930 ausente ausente

12 39820 930 930 ausente ausente

13 41125 2400 230 ausente ausente

14 13650 62 29 ausente ausente

15 24500 40 40 ausente ausente

16 26650 40 29 ausente ausente

17 6900 90 40 ausente ausente
Especificacion 150,000 100 ausente ausente

Cumple 100% 82.36% 100% 100%
No cumple 17.64%

Tabla 1. Anadlisis bacterioldgico del ceviche de polio en el primer dia de muestreo.
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En relacién a los resultados que se obtuvieron en el dia 7 del muestreo se

Resultados

pudo observar que al igual que el dia 1 no hubo presencia de los patdgenos.

En cuanto a los mesofilicos aerobios y coliformes fecales estos se encontraron en

su totalidad dentro del limite establecido por la Norma (tabla 2).

Mesofilicos | Coliformes [Coliformes| Salmonella| S.aureus
Numero de | aerobios totales fecales | spp. 25g/ 119/
muestras UFC/g UFC/g UFCig muestra muestra
1 17200 4600 29 ausente ausente
2 12520 4600 29 ausente ausente
3 19690 70 29 ausente ausente
4 24250 110 40 ausente ausente
IEspeciﬁcacién 150,000 100 ausente ausente
[Cumple 100% 100% 100% 100%
[No cumple

Tabla 2. Andlisis bacteriolégico del ceviche de pollo a los 7 dias de muestreo.

En los resultados que se obtuvieron el dia 14 del muestreo se observé que

existe ausencia de S.aureus y Salmonella spp al igual que en los dos primeros

tiempos del andlisis. En la cuenta de los indicadores microbianos

mesofilicos aerobios como de coliformes fecales se observé que si cumplen con las

especificaciones de la Norma en un 100% (tabla 3).

Mesofilicos | Coliformes | Coliformes | Salmonella| S.aureus
Namero de aerobios totales fecales spp. 25g/ 11g/
muestras UFC/g UFClg UFC/g muestra | muestra
1 7090 4600 29 ausente |ausente
2 7260 2400 29 ausente [ausente
3 4100 40 40 ausente [ausente
4 3600 29 30 ausente [ausente
[Especificaciéon 150,000 100 ausente ausente
[Cumple 100% 100% 100% 100%
[No cumple

Tabla 3. Analisis bacteriolégico del ceviche de pollo a los 14 dias de muestreo.
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Resultados

De igual manera, en el dia 21 del analisis se observd la ausencia de

patégenos en las muestras. En relacién a los mesofilicos aerobios estos se

encontraron en su totalidad dentro de

lo establecido en la Norma Oficial. El

conteo de coliformes totales no se especifica en la Norma oficial sin embargo se

realizd como un indicativo en 1a cuenta de coliformes fecales y como un paso

anterior a ésta, y se pudo observar que el niumero de coliformes fecales no

rebasa el limite establecido (tabla 4).

Mesofilicos | Coliformes | Coliformes | Salmonella | S.aureus
Numero de aerobios totales fecales spp. 25g/ 11g/
muestras UFC/g UFC/g UFC/g muestra | muestra
1 3100 29 29 ausente ausente
2 2000 29 29 ausente ausente
3 3000 29 29 ausente ausente
4 2400 29 29 ausente ausente
Especificacion 150,000 100 100 ausente ausente
Cumple 100% 100% 100% 100% 100%
INo cumple

Tabla 4. Analisis bacteriolégico del ceviche de pollo a los 21 dias de muestreo.

La ausencia de Salmonella y S. aureus asi como el nimero de mesofilicos

aerobios y coliformes fecales durante los 21 dias de almacenamiento que

corresponde a su vida de anaquel se pueden cbservar en la figura 14.
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O No cumple con la
Noma

E Cumple con la
Norma

100%

Incidencia de S. aureus y Salmonella

MESOFILICOS AEROBIOS

27000
24000
21000
= 18000 -
15000 -
12000 -

—eo— Mesofilicos
aerobios

UFC/,

1 T 14 21
Dias

Promedio del numero de microorganismos mesofilicos aerobios
durante 21 dias.

B No cumple con la Norma
@ Cumple con la Norma

Porcentaje de muestras que rebasan el limite establecido mediante el NMP
de coliformes fecales.

Fig. 14 Analisis bacteriolégico del ceviche de pollo durante 21 dias.
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B) ANALISIS FISICOQUIMICOS

En el andlisis fisicoquimico de la muestra de ceviche de pollo en los intervalos de
tiempo marcados para los 21 dias, se determinaron tres pruebas, sales de amonio
(nitrégeno volatil), prueba cualitativa de putrefaccion y pH. Se pudo observar que el
100% de los resultados para sales de amonio se encontré con valores inferiores de
nitrégeno volatil, (> 16.5 mg N /100g de muestra) la cual indica el buen estado de la
muestra (Kirk y cols 1996). Esta prueba se corroboré con la prueba cualitativa de
putrefaccion que fue negativa en el total de muestras que se analizé. El rango del

pH fue de 4.3 a 4.45 (tabla 5).

Dia de Nitrogeno volatil | Prueba cualitativa de
muestreo (mg N/ 100g muestra putrefaccién pH
1 7.43269078 negativa 4.39
6.79657126 negativa
6.66934735 negativa
1 5.1457755 negativa 4.35
5.82285131 negativa
5.68743615 negativa
1 6.79657126 negativa 4.45
5.93899061 negativa
7.29314222 negativa
1 8.95937764 negativa 4.44
8.32375812 negativa
7.05101907 negativa
7 10.8677362 negativa 4.40
11.122184 negativa
14.0483339 negativa
14 11.2494079 negativa 4.30
11.1221840 negativa
12.0127514 negativa
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Continuacién
Dia de Nitrogeno volatil | Prueba cualitativa de
muestreo |mg N/ 100g muestra putrefacciéon pH
21 13.6666621 negativa 4.40

13.9211099 negativa
13.4122143 negativa

Maximo N

volatil

muestra 16.5 negativa

Cumple 100% Cumple 100%
Tabla 5.- Pruebas fisicoquimicas para determinar putrefaccion en un ciclo de
21 dias.

C) ANALISIS ESTADISTICO

En la figura 15 se compararon las medias de la cuenta de mesofilicos
aerobios referente al dia 1 (2,2071.18 UFC/g), 7 (18,415 UFC/g), 14 (5,5125
UFC/g), vy 21 (2,625 UFC/g) en donde se observéd que existe una disminucion del
85.75% en este lapso.

MESOFILICOS AEROBIOS

35000
30000
25000
20000 |
15000
10000 |
5000
0

UFC/g

Dia1 Dia07 Dia14 Dia21
Medias

Fig. 15 Diferencias entre tiempos de almacén para mesofilicos aerobios
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Con respecto a la comparacién de medias de la cuenta de coliformes
fecales del dia 1 al 21 la disminucién que se presento fue de un 88.11% (fig. 16).
En donde la media del dia 1 fue de 146.65 UFC/g, del dia 7, 31.75 UFC/g, el dia
14, 32 UFC/g y para el dia final fue de 29 UFC/g.

COLIFORMES FECALES

500,
400
3001
200:
100

UFClgr

Dia1l Dia07 Dia14 Dia21
Medias

Fig. 16 Diferencias entre tiempos de almacén para coliformes fecales

Los resultados de la evaluacion estadistica Anova (Andlisis de varianza)
para mesofilicos aerobios muestra una alta diferencia significativa en la vida de
anaquel y el resultado de la prueba de Tukey muestra que existe una diferencia
significativa entre el grupo 2 (T4) y el grupo 1 (Ts y T4), esto es debido a que
existe un decremento importante de la cantidad de microorganismos a partir del
tiempo 3 hasta el tiempo 4 (Dia 14 y 21) tabla 6.

Por dltimo el analisis estadistico de Kruskal - Wallis que se aplicd a los
resultados de coliformes fecales muestra que no hay una diferencia significativa
entre los tiempos (tabla 6).
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Media D. Estandar
T, 22071.18 9491.66
Mesofilicos [T, 13415.00 6794.61 | F= 9.467 G1= T2, T3, T4
aerobios 551550 1931.76
3 : P 1-p< 0.01 Go= Ty, T2
T4 2625.00 518.81
4 T 146.65 298.91
Coliformes .
cenales |l 3175 550|X=1.516 Los tiempos
T 32.00 535 T1. T2 Tay Tq
3 ; 2% | *p>0.05 Son homogeneos
Ta 2900 0.00

Tabla 6. Analisis de varianza para mesofilicos aerobios y andlisis Kruskal —
Walllis para coliformes fecales en los tiempos de vida de anaquel

*Si p < 0.05 Hay diferencia significativa entre los tiempos
**Si p >0.05 No hay diferencia significativa entre los tiempos

- 8i p< 0.01 Hay una alta diferencia significativa entre los tiempos
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En cuanto a la calidad bacteriolégica de este nuevo producto a base de pollo
y cocido en acidos organicos, se buscd una norma que lo regulara al respecto; y se
encontré la Norma Oficial mexicana NOM-093-SSAI-1994 Bienes y Servicios.
Practicas de Higiene y Sanidad en la preparaciéon de alimentos que se ofrecen en
establecimientos fijos. En el punto 1.1 se indica que ningun alimento preparado
debe contener microorganismos patogenos del cual se deduce que este producto
se encuentra dentro de la Norma en cuanto a los resultados que se obtuvieron para
Salmonelia spp. y S. aureus. ya que estos no se detectaron en las muestras.

Segun Roberts (1981) la inhibicidbn de Sal/monella spp. se observa en acido
acético a un pH de 4.9 lo cual puede ser una posible causa de la ausencia en el
total de muestras que se analizaron a lo largo del ciclo de vida del producto ya que
este producto se “cocid” en un tipo de acido y el pH de la muestra se encontré en
un rango de 4.30 a 4.45; a diferencia del estudio que se realizd en 1996 por
Fermandez y cols, en ceviche de pescado en donde aisl6 este microorganismo en
un 2.5% de B muestras a pH 4.0, esto se debib posiblemente a una contaminacion
posterior a la elaboracién, durante el transporte, exposicion y venta publica ya que
las muestras que se investigaron procedian de diversos sitios de venta y mientras
que los que se analizaron en este estudio se obtuvieron directamente de la planta
procesadora y en envase cemrado.

En lo que respecta a la ausencia de S. aureus en las muestras de ceviche de
pollo segun Roberts en 1981 menciona un posible control quimico de la bacteria al
observar que los estafilococos son relativamente sensibles a determinados acidos
como acido acético (vinagre), citrico, lactico entre otros; y estos dos primeros se
encuentran en el producto que se analizd por lo cual es muy probable que estos
dos factores evitaron el crecimiento y la presencia de este patégeno en las
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muestras. Segun este mismo autor (1981) esta bacteria se inhibe por el crecimiento
de distintas bacterias como coliformes entre otras, las cuales también inhiben la
produccion de la enterotoxina que este microorganismo produce (Roberts. 1981),
ya sea por competencia de nutrientes, cantidad de microorganismos en el sustrato,
etc. Es importante afiadir que las cuentas de coliformes totales varian en un
rango de medias de 4,733.96 UFC/g el dia 1 a 29 UFC/g el dia 21. Por lo que
creemos que estos microorganismos pudieron competir e inhibir el crecimiento de
S. aureus desde el inicio del almacenamiento.

En cuanto a los indicadores microbianos como mesofilicos aerobios,
coliformes totales y fecales no se encontré una normativa que indicara los limites
permisibles en este tipo de alimento por lo que se observd en razon a la
composicion de las muestras que es similar a una ensalada cruda y se hizo la
comparacion de los resultados que se obtuvieron con el punto 1.2.3. de la Norma
que anteriormente se cita y que habla acerca de la regulacion para ensaladas
verdes, crudas o frutas, a excepcidn de los coliformes totales ya que éstos no se
especifican en este punto, por lo tanto los resultados que se obtuvieron del NMP
de los mismos fue un paso anterior para obtener el NMP de coliformes fecales
motivo por el cual se utilizd como referencia para valorar el producto que se analizd
y se citan en las tabla 1, 2, 3, 4 de la seccidén de resultados.

Esta Norma indica como limite para mesofilicos aerobios en ensaladas crudas
150,000 UFC/g y se observé que del total de muestras que se analizé (29) en el

ciclo de los 21 dias, el 100% se encontré dentro del limite (tabla 1, 2, 3 y 4).

No fue asi para la cuenta de coliformes fecalés, en donde un 10% del total de
las muestras rebasaron el limite establecido que es de 100 UFC/g.

Seguin Femandez E en el 2000, indica que la pérdida de frescura de un
alimento se debe a la actividad de microorganismos, es decir un incremento en su
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numero y en donde excluye las causas fisicas y quimicas del deterioro; en cuanto
al producto que se analizd éste sufrid una disminucién en el nimero de mesofilicos
del dia inicial hasta el final en un 85.75%, lo que nos indica que no hubo una
descomposiciéon por este tipo de microorganismos ya sea posiblemente a la falta
de oxigeno que inhibié el crecimiento de los mismos con relacién al tiempo en que
se analizd, o al pH que prevalecid en las muestras (4.3 — 4.4).

En un estudio realizado por Shamshad y cols en 1990, acerca de la vida de
anaquel en el camarén a diversas temperaturas, se encontr6 que el
almacenamiento de este producto a una temperatura elevada tienen un profundo
efecto en la calidad del camardn reduciendo su vida de anaquel drasticamente, sin
embargo las cuentas bacterianas solo se usaron como un indicador de sanidad, y
no siempre indicaron pérdida de calidad 0 descomposicion del producto, esto se vio
reflejado en las muestras de ceviche de pollo ya que la temperatura de
almacenamiento fue de 4 a 6°C durante toda su vida de anaquel lo cual no
permiti® el crecimiento de microorganismos sino que se pudo apreciar una
disminucion de éstos.

Este mismo autor expresa que la putrefaccion de carne empacada al vacio,
la gasificacion de aceitunas y el sabor amargo en unos quesos, eventualmente se
asocian con la actividad de los coliformes (su incremento) como ejemplo de su
potencial para deteriorar los alimentos. De igual manera que en los mesofilicos
aerobios, los coliformes totales también presentaron un decremento de un 88.11%
lo cual esta posiblemente asociado al pH de la muestra (3.0 y 45) 6 a la
temperatura de refrigeracion de 4°C.

En cuanto a las pruebas fisicoquimicas que se le aplicaron a las muestras; la
determinacion de amonio en ellas a lo largo de la vida de anaquel se obtuvo como
un promedio al dia final (dia 21) y fue de 13.66 mg N/ 100g muestra, si bien no
existe una normativa para esta determinacion se hizo con el objetivo de observar y
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determinar el grado de alteracion que presentaron las muestras a lo largo de su
vida de anaquel. Para valorar el grado de alteraciéon o aceptabilidad de los
alimentos carnicos se emplean métodos quimicos, un ejemplo es la determinacién
del nitrégeno volatil total y los valores que se obtienen son aplicables a las carmes
crudas como carne de res o de pescado y se pueden considerar en base a la
descomposicion 0 desaminaciéon de las proteinas en donde 16.5 mg N/100g
muestra es aceptable como limite para carne fresca de res (Pearson. 1998), asi
por lo tanto se deduce que la muestra no presenté quimicamente alteracion alguna
ya que los resultados que se obtuvieron estan por debajo de este limite (tabla 5).

Para corroborar la determinacion de amonio se hizo la prueba cualitativa de
putrefaccion que se basa en la descomposicidon de los aminoacidos azufrados que
se encuentran en las proteinas (Alanis G. y cols, 1994), en donde los resultados
de las muestiras que se analizaron fueron negativas, confirmando asi el buen
estado de conservacion de las muestras.

Finalmente se midi6é el pH a las muestras para observar si existia cambios en
este aspecto en las muestras el cual dio unrango de 4.30 a 445 durante la vida
de anaquel sin modificacion asociada al tiempo de muestreo o de almacenamiento.



Gabriela Pérez Rosales Conclusion

La presencia de Saimonella spp. y Staphylococcus aureus en ceviche de
pollo en el total de muestras fue negativo, desde su empacado hasta el final de su
vida de anaquel.

La calidad microbiolégica durante la vida de anaquel del producto, basada
en el nimero de mesofilicos aerobios fue buena ya que éstos se enconfraron muy
por debajo de lo que marca la legisiacion para este tipo de microorganismos,
mientras que para los coliformes fecales solo un 10% de las muestras no cumplioé
con la regulacion.

La presencia de amonio y la prueba de putrefaccion para determinar la vida
de anaquel del producto determiné que éste se encontrdé en condiciones de
consumo aceptables ya que no se observéd descomposicion cualitativa 6
cuantitativamente.

Se puede concluir que el ceviche de pollo en estudio es un alimento
microbiolégicamente seguro y el andlisis fisicoquimico determind que su vida de
anaquel programada a quince dias, tiene un soporte de siete dias mas en
condiciones de refrigeracién de 4 a 6°C.
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