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RESUMEN

Garay, Lorena. 2002. Cuantificacion de hongos, coliformes totales e investigacion de
Salmonella spp. en tres condimentos utilizados en elaboracién de chorizos en la planta de
carnicos de Zamorano. Proyecto Especia del Programa de Ingeniero Agrénomo,
Zamorano, Honduras. 29 p.

En los productos carnicos procesados se utilizan los condimentos para dar sabor, acentuar
el color, impartir aroma, pungencia y dar efectos antioxidantes. Sin embargo, algunos
microorganismos provenientes de aditivos y especies pueden causar enfermedades s se
encuentran en cantidades arriba de los limites establecidos. El objetivo de este estudio
fue evaluar el crecimiento de hongos, coliformes totales y Salmonella spp. en comino
molido, pimienta negra en polvo y cebolla en polvo, utilizados en la elaboracion de
chorizo en la planta de carnicos de Zamorano. Dicho estudio se realiz6 en € laboratorio
de microbiologia de alimentos en del Centro de Evaluacién de Alimentos de Zamorano.
Los andlisis de las muestras se redizaron a los cero, Siete y catorce dias. Se usd un
sistema de bloques completamente a azar con tres repeticiones por condimento en cada
fecha. Se determind la cantidad de microorganismos d momento del ingreso y su
incremento durante el tiempo, bagjo ciertas condiciones de temperatura y humedad. Con
un grado de confianza de 95% no se encontraron diferencias significativas en la cantidad
de hongos y coliformes totales presentes en |os tres condimentos, desde e momento de su
ingreso hasta €l Ultimo dia de consumo. No se detectd presencia de Salmonella spp. en
ninguno de los condimentos durante todo el tiempo del estudio. La humedad y
temperatura a la cual permanecen amacenados, no contribuyen a crecimiento de los
microorganismos. Todos los andlisis redlizados indican que los tres condimentos
presentaron niveles muy por debajo de los limites y cumplen con las normas de calidad y
aceptacion establecidas. Se recomienda realizar periddicamente andlisis microbiol dgicos
de las materias primas que ingresan a la planta 'y solicitar certificados a proveedor, para
asegurar que son de buena calidad.

Palabras clave: Alimentos, calidad, microorganismos, recuento total.

ElsaL. Barrientos, M. Sc
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NOTA DE PRENSA

ZAMORANO REALIZA ANALISISMICROBIOLOGICOSA SUSMATERIAS
PRIMAS

Zamorano conoce la importancia de obtener productos aptos para € consumo humano,
por eso durante e mes de septiembre del presente afio se redlizaron andlisis
mi crobiol gicos a los principales condimentos (comino molido, pimienta negra en polvo,
cebolla en polvo) utilizados en la elaboracién de productos carnicos.

Dicho estudio se realizd en el Centro de Evaluaciéon de Alimentos con € objetivo de
determinar s estos ingredientes fueron elaborados siguiendo las normas de higiene y s
SON aptos para Ssu uso.

Los andlisis midieron la cantidad de coliformes totales y hongos, microorganismos que
en grandes cantidades pueden causar enfermedades y deterioro de los alimentos, también
se determind la presencia de Salmonella, bacteria causante de infecciones intestinales y
en algunos casos de muerte.

Se anaiz6 un lote de condimentos desde su ingreso a la planta, hasta su Ultimo dia de
consumo. Los resultados obtenidos demostraron que la cantidad de microorganismos
presente en los tres condimentos estaba dentro de las normas establecidas, y no hubo
presencia de Salmonella spp. Con estos resultados se puede asegurar que |os condimentos
utilizados ingresaron a la planta en buen estado y se mantuvieron asi durante € tiempo
gue permanecieron en ella.

Este estudio contribuira a que Zamorano continué asegurando la calidad de sus productos
através de laimplementacion de las Buenas Précticas de Manufactura desde el ingreso de
sus materias primas, hasta sus productos terminados.

Lic. Sobeyda Alvarez
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1. INTRODUCCION

En la eéaboracion de productos cérnicos como embutidos se utilizan ingredientes
importantes como son los condimentos. Para obtener un producto final de calidad, no
solo es necesario tener un control de calidad sobre €l proceso de elaboracion, sino que
también es necesario utilizar ingredientes y materias primas que cumplan con requisitos
establecidos.

Los condimentos son utilizados para dar sabor (comino), acentuar € color (paprika,
achiote), impartir aroma (clavo de olor, canela) o pungencia (pimienta negra, pimiento
rojo) y dar efectos antioxidantes (orégano, canela, clavos). Algunos condimentos poseen
propi edades antimicrobianas, |as cuales se encuentran enla fraccién de aceites esenciaes
del condimento. Entre ellos estan: gjo, cebolla, canela, clavo de olor, orégano y la semilla
de mostaza (Guarino y Gray, 1992).

L os condimentos pueden ser portadores de microorganismos patdégenos desde su cultivo,
cosecha, procesamiento y durante su almacenamiento, siendo una fuente muy importante
en la contaminacion de alimentos cuando se usan como ingredientes. Entre la flora
bacteriana se encuentran los géneros de Escherichia, Bacillus, Salmonella, Shigella,
Saphylococcus y Clostridium, este Ultimo en menores cantidades. Los mohos también
son contaminantes comunes, las levaduras son menos frecuentes (Teuben y Barrientos,
2002).

1.1 ANTECEDENTES

La planta de carnicos de Zamorano es un lugar de enseflanza practica para los
estudiantes, y una empresa que se dedica ala comerciaizacion de una amplia variedad de
productos carnicos, ya sean productos cocidos, semi cocidos o crudos y que busca un
mejoramiento e innovacion en la calidad de sus productos.

En e laboratorio de microbiologia del Centro de Evaluacion de Alimentos (CEA) durante
el mes de diciembre del 2001 se redlizaron andisis microbiolégicos de productos
terminados los cuales fueron: mortadela, chorizo espafiol, jamén de cerdo, carne molida
de res, salami y jamon virginia. Los andlisis de cada producto incluyeron € computo de
coliformes totales, E. coli y S aureus. Los resultados indicaron que los productos
cumplian las normas establecidas a excepcion de la carne cruda molida de res.



En otro andlisis posterior se comprobd que algunos de los equipos presentaban un alto
nimero de coliformes totales y de mesofilos aerobios. En la sala de procesamiento,
sacrificio y salon de ensefianza también se encontraron niveles arriba de lo aceptable en
el computo de mesdfilos aerobios y coliformes totales, en especia e salén de ensefianza
principalmente porgue no se cumple con la seccion de disefio de las instalaciones como
parte de las Buenas Practicas de Manufactura en 1o que corresponde a techo, € cual es
inadecuado ya que permite la entrada de roedores e insectos, y también e saén es
donde transitan estudiantes, empleados y visitantes (Barrientos, 2002)".

Actualmente no serealiza e monitoreo microbiolégico de producto terminado, ni de
materias primas, para determinarar si cumplen con las normas establecidas.

Los condimentos que son utilizados en la planta de carnicos, para la elaboracion de sus
productos, provienen de la casa productora Especies la Buena Cocina, la cual vende sus
productos a por mayor y detalle. Generalmente la Planta de Carnicos realiza pedidos de
condimentos cada 15 dias, de acuerdo alas necesidades de materias primas que tengan.

Los condimentos ingresan a departamento de suministros de Zamorano, donde estén dos
o tres dias en lo que se hace € papeeo y transferencia a la planta.  Actuamente las
condiciones de la bodega de suministros no son las adecuadas para el almacenamiento de
materias primas alimenticias, ya que se encuentra llena de polvo y no hay un lugar
exclusivo paraellas.

1.2 DEFINICION DEL PROBLEMA

En la seccion de control de materias primas y productos terminados como parte de las
BPM, se carece de informacién sobre especificaciones de ingredientes como los
condimentos, ya que no hay un programa de verificacion y control o programas de
certificacion que controlen las materias primas que ingresan como los condimentos.

No se cuenta con datos sobre la calidad microbioldgica de los condimentos utilizados
como ingredientes ya que no se han redizado andisis microbiologicos de ellos en la
Zamoempresa, y la casa comercia que los fabrica y distribuye no proporciona esa
informacion

Ademas, en la planta no hay un lugar adecuado para € almacenamiento exclusivo

de materias primas como los condimentos y debido a édas condiciones se
encuentran expuestos a la contaminacién por microorganismos que estén en €l

ambiente einstalaciones.

1. Elsa Barrientos, 2002. Andlisis microbioldgicos realizados en la Planta de Cérnicos de Zamorano.
Comunicacion Personal. Encargada del Laboratorio de Microbiologia, Zamorano. Honduras.



1.3 JUSTIFICACION DEL ESTUDIO

Actualmente en la planta de carnicos no se cuenta con sistemas de control de calidad de
materias primas como son los aditivos y condimentos.

Son muchos los microorganismos que causan enfermedades transmitidas por alimentos,
los cuales pueden provenir de los condimentos y especies, siendo necesario realizar
andlisis que garanticen su inocuidad.

1.4 LIMITES DEL ESTUDIO

Yaque en e laboratorio se cuenta con poco materia disponible para realizar los andlisis
de investigacion de patdgenos especificos a través de métodos convencionales y la
mayoria de ellos toma de tres a cinco dias, solo se evaluaron los tres condimentos que
més se utilizan en la elaboracion de los diferentes chorizos (campefio, criollo y de

desayuno).

No se realizo andlisis de Escherichia coli, ya que no se cuenta con los recursos
€conOmicos y equipo necesario.

1.5 OBJETIVOS

Objetivo General:

Cuantificar hongos, coliformes totales e investigar presencia de Salmonella spp. en:

pimienta negra en polvo, cebolla en polvo y comino molido, utilizados en elaboracion de
chorizo en la planta de carnicos de Zamorano, en un periodo de catorce dias.

Objetivos Especificos:

Redlizar andliss para la cuantificacion de coliformes totales, hongos vy
aislamiento de Salmonella spp., en los condimentos, antes de ser usados 'y en €

periodo de consumo.

Determinar s las condiciones de temperatura y humedad del lugar donde
permanecen los condimentos, contribuyen a desarrollo de microorganismos
durante el tiempo de su consumo.

Determinar s los tres condimentos cumplen con las normas de cdidad y
aceptacion establecidas.



2 REVISION DE LITERATURA

2.1 GENERALIDADESDE LOS CONDIMENTOS

Algunos condimentos poseen propiedades antimicrobianas, las cuales se encuentra en la
fraccion de aceites esenciales del condimento. Entre ellos estan: el go, cebolla, canela,
clavo de olor, orégano y la semilla de mostaza; otros como e comino, sirven para
acentuar el aromay el sabor, y algunos dan pungencia como el caso de la pimienta negra,
esta Ultima frecuentemente presenta altos niveles de contaminacion microbiana debido a
un mal procesamiento y a un amacenamiento inadecuado (Teuben y Barrientos, 2002).

De acuerdo a Guriano y Gray (1992), la cebolla presenta propiedades antimicrobianas
debido a sulfuro que posee. Otras especies como clavos, canela y orégano, tienen
poder antioxidante debido a la presencia de adehido cindmico y eugenol en los aceites
esenciales.

Generalmente se asume que los condimentos no contribuyen en un grado significativo
con la actividad antimicrobiana en un producto alimentario en las cantidades que se usan
como ingredientes para dar sabor, pero s pueden ser una fuente potencial de
contaminacion de dicho producto.

Segun Teuben y Barrientos (2002), dentro de los méodos para reducir la carga
microbiana se encuentran:

1. Extensivalimpieza de los condimentos parareducir la carga microbiana.

2. Fumigacion con 6xido de etileno y Oxido de propileno.

3. Irradiacién con rayos gamma.

2.2 ENFERMEDADES TRANSMITIDASPOR ALIMENTOS

Las enfermedades transmitidas por alimentos (ETAS), son originadas por la ingestion de
aimentos 0 agua que contienen distintos agentes patdégenos que afectan la salud del
consumidor en forma individual o colectiva. Los alimentos son contaminados con
microorganismos, toxinas producidas por ellos, agentes quimicos (plaguicidas, metales,
aditivos), o por sustancias tdxicas normamente contenidas en los alimentos. La
ocurrencia de éstas enfermedades son indicadores directos de la calidad de los alimentos.
Con la globalizacion, cambios en los egtilos de vida de los consumidores y las
preferencias alimentarias, se han producido cambios en la formulacién, manufactura y
distribucion de alimentos con el proposito de disminuir estas enfermedades (OPS, 1996).



De acuerdo a Miller (1998), la intoxicacion se presenta cuando e microorganismo
patdgeno se multiplica liberando unatoxina que al ser ingerida produce la enfermedad y
los sintomas se observan en pocas horas. En cambio, lainfeccion se presenta cuando se
ingiere e microorganismo causando la enfermedad, y la aparicion de los sintomas ocurre
de horas a diasdespués de su ingestion.

Segun la Organizacion Panamericana de la Salud (2001), los microorganismos a nivel
mundial méas importantes descubiertos como causantes de ETAs son: Salmonella,
Escherichia coli, Listeria monocytogenes, Campilobacter, Clostriduim  jeguni,
Saphylococcus aureus, Yersinia enterocolitica y Vibrio vulnificus, y estiman que en
Latinoameérica desde el afio 98 hasta el 2001 se produjeron 1,981 brotes afectando a
64, 428 personas y causando 64 muertes, mientras que el nimero de casos en los Estados
Unidos son de 6.5 a 80 millones al afio.

2.3 MICROORGANISMOS RELACIONADOSA CONDIMENTOS
2.3.1 Salmonellaspp.

Es un bacilo gram-negativo, no esporulado que pertenece a la familia de las
enterobacterias, y generalmente se mueve por flagelos periféricos. Su temperatura
Optima es de 37°C, y con un pH de 7 a 8. Existen tres especies. Salmonella typhi,
Salmonella choleraesuis y Salmonella enteritidis, dentro de ésta Ultima especie se
distinguen més de 2000 serotipos (Jawetz, et al, 1992).

La Salmonella es una bacteria intestinal que vive en los animales de sangre caliente o
friay en algunos casos en el hombre, es diseminada a medio a través de las heces. Puede
vivir por un tiempo variable dependiendo de las condiciones de temperatura, pH y
humedad del ambiente (Brock, 1997).

Segun Bryan (1998), la aparicidn de ésta bacteria en los alimentos es debida a una mala
manipulacion de los mismos y la contaminacidn resulta muy facil si no se cumple con las
medidas higiénicas necesarias. Esto es de suma importancia en personas asintométicas,
portadoras de |la bacteria, que trabajan en la preparacion de aimentos.

Los alimentos asociados con esta bacteria son: carnes crudas, mariscos, huevos, coco,
cacao, chocolate, condimentos como la pimienta negra y las ensaladas (Miller, 1998).

Durante €l afio de 1981 en Holanda, 700 personas resultaron afectadas por Salmonella
indiana encontrada en ensaladas de restaurantes; y en 1988 en Alemania, 81 personas
resultaron enfermas por Salmonella encontrada en la Pimienta (Mortimore y Wallace,
1996).



Prats (2001), describe las enfermedades més comunes causadas por esta bacteria de la
siguiente manera:

Gastroenteritis. Normalmente se le denomina Salmoneliosis y es producida por dos
serotipos: S. enteritidisy S typhimurium, €l periodo de incubacion de la bacteriaesde 3 a
72 horas. Los sintomas de ésta enfermedad son: nauseas, vomito, dolores abdominales,
fiebre y diarreas que aparecen de manera repentina.  Todos estos sintomas pueden ir
acompafados de dolor de cabezay escalofrios.

Septicemia. La mayor causante de ésta enfermedad es S. choleraesuis, y su mortalidad es
del 5 al 20%. Se caracteriza por fiebre altaremitente y se localiza en cualquier parte de el
cuerpo produciendo abscesos en regiones pélvicas y perinea, colecigtitis, artritis,
meningitis y heumonia.

Fiebre entérica. El Unico reservorio es € hombre y e gemplo mas comun es la fiebre
tifoidea causada por S. typhi, posee un periodo de incubacion de 7 a 14 dias y su
recuperacion es muy larga. Los sintomas son: dolor de cabeza, nauseasy fiebre. Durante
la primera semana el paciente permanece en cama, aparecen unas manchas rosaceas en la
piel y las temperaturas altas se mantienen Ilegando en algunos casos a causar un estado
de ddlirio.

2.3.2 Hongos

De acuerdo a Guarino y Gray (1992), la presencia de levaduras en los condimentos es
poca, y entre los mohos encontrados frecuentemente estan: Aspergillus flavus
Aspergillus niger y Penicillium.

Aspergillus. Son hongos filamentosos que crecen con facilidad y rapidez, la mayoria de
las cepas patdgenas son termofilicas y crecen a 37°C; son hongos saproéfitos capaces de
colonizar y degradar numerosos sustratos como papel, pinturas o alimentos, y también
pueden contaminar por medio de la produccion de micotoxinas. Dentro de los factores
que influyen el crecimiento de estos patdgenos se encuentra la alta humedad, temperatura
y condiciones de aerobiosis (Anival, 2001).

A. niger forma colonias color negro, mientras que las de A. flavus son verde amarillento.
Ambas colonizan cavidades organicas y tgjidos, su diseminacion es sistémica y se
comportan como patégenos oportunistas en pacientes con bgo nivel inmunolgico
(Arora, et al, 1992).

Penicillium. Son hongos bastante resistentes a la falta de humedad, se desarrollan a
temperaturas entre 15 y 30°C, daflan muchos alimentos y hay especies que poseen
micotoxinas que provocan intoxicaciones en algunos casos graves, y especies causantes
de adergias y micosis (Jay, 1996).



2.3.3 Coliformes

Son bacterias de la familia Enterobacteriaceae, son aerdbios, anaerobios facultativos,
gram negativo, bacilos, no forman esporas y fermentan la lactosa, produciendo gas en 48
horas y a 35°C; se encuentran comunmente en el tacto intestinal humano, en e agua,
tierray material de plantas(Teuben y Barrientos, 2002).

El nivel de coliformes totales es € criterio oficial en la calidad del agua y son un
indicador confiable de condiciones no sanitarias en los aimentos, incluyendo los
condimentos y especias (Bryan, 1998).

2.4 IRRADIACION DE LOSALIMENTOS

La tecnologia de irradiacion estd despertando e interés de muchos gobiernos
preocupados por las grandes pérdidas de aimentos como consecuencia de la infestacion,
contaminacién y descomposicién de los mismos. Como fuentes de irradiacion pueden
utilizarse rayos gamma, rayos X y electrones (Programa conjunto FAO/ OMS, 2000).

Muchos paises utilizan éste proceso con fines comerciales en mas de 40 alimentos, que
abarcan condimentos, granos, carne de pollo deshuesado, frutas y legumbres. Esta nueva
tecnologia se esta aplicando parairradiar especias y condimentos en: Argentina, Brasil,
Dinamarca, Estados Unidos, Finlandia, Francia, Hungria, Israel, Noruegay Y ugoslavia
(Liceaga, 2002).

El proceso consiste en suministrar una cantidad controlada de energia, proveniente de un
campo de radiacion ionizante y durante un tiempo determinado al alimento, ya sea
enlatado o agranel. La irradiacion puede impedir la division de las células vivas, como
son las bacterias, hongos y otros microorganismos que degradan los alimentos, al cambiar
sus estructuras moleculares y no puede aumentar el nivel de radioactividad natural de los
alimentos, independientemente del tiempo de exposicion o la dosis. Ademas, es
recomendable solo irradiar alimentos cuya calidad higiénica sea buena, ya que, a igua
que los otros métodos de tratamiento de alimentos puede que no destruyan totalmente las
toxinas y virus gque se hayan formado previamente (Liceaga, 2002).

El Codex Alimentarius (2000), establece que lairradiacion de alimentos debe ser usada
como una tecnologia que ayude a acanzar ciertos objetivos de higiene, pero no debe
sustituir las otras practicas de fabricacion adecuadas.

2.5 BUENASPRACTICASDE MANUFACTURA

L as Buenas Précticas de Manufactura son un conjunto de normas establecidas por la
Organizacién de las Naciones Unidas parala Agriculturay la Alimentacion de manera
conjunta con la Organizacion Mundial Parala Salud, para garantizar lainocuidad de los
alimentos.



Deacuerdo con & Programa conjunto FAO/OM S (2000), en su suplemento 1B del Codex
Alimentarius, ha establ ecido requisitos generales que se deben cumplir paralahigiene de
alimentos, los cuales se describen de |a siguiente manera:

Produccion Primaria.

Se deben evitar zonas donde € medio ambiente pueda ser una amenaza para la inocuidad
de los aimentos, asi como controlar 1os contaminantes, plagas y enfermedades que se
puedan encontrar alrededor.

I nstalaciones.

Deben permitir que las labores de mantenimiento, limpiezay desinfeccién se realicen de

manera adecuada, tratando de reducir a minimo la contaminacion por € aire; también se

deben controlar |os factores de temperaturay humedad de acuerdo a producto gque se este
elaborando. Esimportante, alavez, que las superficies, equipos y materiales con que se

trabaja, no sean toxicos para e uso que se destinan.

Control de las operaciones.

Se deben formular, aplicar y dar seguimiento a sistemas de control de procesos que sean
eficaces como el Andlisis de Peligros y Puntos Criticos de Control (APPCC).

Higiene Personal.

Se debe asegurar que el persona gue esta en contacto directo o indirecto con los
alimentos mantenga un grado apropiado de aseo persona y debe comportarse de una
manera adecuada para evitar probabilidades de contaminar 10s productos.

Transporte.

Debe ser muy adecuado para cadatipo de alimento, ya que aun aplicando medidas
adecuadas de control de la higiene en los procesos anteriores, pueden no llegar asu
destino en buenas condiciones para su consumo.

Capacitacion.
Todas |las personas encargadas de la manipulacion de alimentos y manejo de operaciones
deben estar capacitadas de manera apropiada para € trabajo que van a desempefiar.

26 SISTEMA DE ANALISIS DE PELIGROS Y PUNTOS CRITICOS DE
CONTROL (APPCC)

El sistema de Andlisis de Peligros y Puntos Criticos de Control o APPCC fue
desarrollado por la Administracion para la Aeronautica y e Espacio (NASA), los
laboratorios del Ejercito de los Estados Unidos y la Compafiia Pillsbuy, quienes ainicios
de los afios 70 lo aplicaron a aimentos con requerimientos de “cero defectos’” destinados
alos programas de laNASA (Pearson y Dutson, 1996).

Corlett (1998), dice que € principal objetivo es garantizar lainocuidad de alimentos para
el consumo humano, y, a diferencia de los métodos clasicos APPCC se anticipa a los



problemas, tratando de prevenirlos al maximo para que los alimentos cumplan con los
estandares de calidad y mantener la salud del consumidor.

De acuerdo a Fung (1995), en éste sistema de control, los andlisis de microorganismos
patdgenos juegan un papel muy importante ya que sirven para desarrollar evaluaciones
de riesgo, hacer correcciones, verificar los procesos, chaquear € producto, monitorear a
los proveedores y determinar |os puntos criticos de control.

Segin Mortimore y Wallace (1996), y tomando como referencia de las normas
establecidas por € programa conjunto de FAO/OMS, el sistema APPCC consta de siete

principios:

1. Redizar andlisis de peigros. Preparar una lista del proceso en las que puedan
aparecer peligros significativos y escribir las medidas preventivas.

2. ldentificar los puntos criticos de control (PCC) del proceso.

3. Establecer limites criticos para las medidas preventivas asociadas a cada PCC.

4. Establecer los criterios paralavigilanciade los PCC y a partir de esos resultados
establecer el procedimiento para gjustar el proceso y mantener el control.

5. Establecer acciones correctoras a redlizar cuando la vigilancia detecte una
desviacion fuera de un limite critico.

6. Establecer un sistema eficaz de registro de datos que documente el APPCC.

7. Establecer un sistema para verificar que e sistema HACCP esta funcionando

correctamente.



3. MATERIALESY METODOS

3.1 UBICACION DEL ESTUDIO

Las muestras de los diferentes condimentos fueron recolectadas en la planta de carnicos.
Los andlisis microbiol 0gicos se realizaron en €l laboratorio de microbiologia del Centro
de Evaluacion de Alimentos (CEA) en Zamorano.

3.2 EQUIPOY MATERIALESDE LABORATORIO

Equipo

Autoclave
Balanza de precision
Camara de flujo laminar
Homogenizador de muestras (Stomacher)
Incubadoras, termémetros
Microscopios

Materiales

Bolsas estériles

Cristaleria estéril ( platos petri, pipetas, matraces, frascos de diluciéon)
Pinzas, cuchillosy cucharas

Agar Violeta Rojo Bilis (VRBA)

Agar Papa Dextrosa (PDA)

Agar Salmonella-Shigella

Agar Verde Brillante

Agar Nutriente

Agar MacConkey

Caldo Lactosado (pre-enriquecimiento no selectivo)
Caldo Selenito Cistina

Caldo Tetrationato

Solucion diluyente (agua peptonada al 0.1%)
Sistema Api 20E

Antisueros

Reactivos



3.3 CONDIMENTOSANALIZADOS
Pimienta negra en polvo

Cebollaen polvo
Comino molido

34 VARIABLESMEDIDAS
UFC/g de coliformes totales
UFC/g de hongos

Presencia de Salmonella spp.

3.5 METODOS

3.5.1 Cdmputosestandaresen placa

Los computos estandares en placas de coliformes totales, mohos/levaduras, se realizaron

de acuerdo a la técnica de “Pour Plate” (vaciado en placa), descrito en e Compendio de
métodos para el andlisis microbiol6gico de alimentos (Anexo 1).

En e anexo 2, se detala el esqguema de diluciones que se efectud.

3.5.2 Aidamiento de Salmonella

Para el aislamiento e identificacion deSalmonella spp. y de acuerdo con Ratto (1982), se
investigd la presencia de Salmonella spp. por medio de los métodos convencionales,
aidando la bacteria en cultivos selectivos, identificando colonias presuntivas a través de
pruebas bioquimicas, y confirmando €l serotipo con antisueros especificos (Anexo 3).



Para saber s los condimentos cumplian las normas de calidad, los datos obtenidos se
compararon con los datos de la Division de Control de Alimentos del Ministerio de Salud
Plblica de Honduras, tomados como referencia de los limites establecidos por la
Comision Internacional sobre las Especificaciones Microbioldgicas para los Alimentos
(ICMSF), la cual ha establecido un limite aceptable de:

Cuadro 1. Limites per mitidos de micr oor ganismos.

Condimento Hongos Coliformes Totales | Salmonella spp.
(UFClg) (UFClg)

Pimienta negra 10,000 10,000 Negativo en 25 g

Comino 10,000 10,000 Negativo en 25 g

Cebolla 10,000 10,000 Negativo en 25 g

3.6 TOMA DE MUESTRAS

Todas las muestras fueron tomadas dentro de la Planta de Carnicos de Zamorano, los
condimentos analizados se trasladaron directamente de la casa productora a la Planta de
Carnicosy las muestras fueron llevadas posteriormente al |aboratorio para ser analizadas.

Cuadro 2. Forma en que se evaluo € lote de condimentos.

Condimentos Analisis microbiologicos Otrasvariables
Dia | analizados realizados a cada condimento | medidas

Comino molido Coliformes totales Temperatura
0 | Ceballaen polvo Hongos Humedad

Pimienta negraen polvo | Salmonella spp.

Comino molido Coliformes totales Temperatura
7 | Cebollaen polvo Hongos Humedad

Pimienta negraen polvo | Salmonella spp.

Comino molido Coliformes totales Temperatura
14 | Cebollaen polvo Hongos Humedad

Pimienta negraen polvo | Salmonella spp.

3.7 DISENO ESTADISTICO

Poblaciéon deinferencia

Condimentos.

Unidad experimental

Un lote de cada condimento.



Variables medidas

Independientes Dependientes
-Comino molido -Coliformes totales
-Pimienta negra en polvo - Hongos
-Cebollaen polvo - Salmonella spp.
-Tiempo - Temperatura

- Humedad

Disefio Experimental utilizado

Disefio Completamente al Azar (DCA).
Tres repeticiones por condimento y por fecha.
Andlisis de varianza, separacion de medias SNK, p =0.05.

El andlisis de la informacion se realizd con e programa “ Statistical Andisis System”
(SAS).



4. RESULTADOSY DISCUSON

4.1 COMPUTOS ESTANDARES POR PLACA

4.1.1 Comino moalido

La cantidad de coliformes totales y hongos presente en comino molido al dia de ingreso
a la planta, esta por debgo de los limites establecidos, o que indica que fueron
elaborados adecuadamente y entraron ala planta sin contaminacion.

Cuadro 3. Cantidad promedio de microorganismos presentes en €l lote de comino
molido durante su almacenamiento en la planta, con un grado de confianza de 95%.

. |Temperatura| Humedad Media
Dia °C Relativa % [ T 2
atva” | coliformestotales (UFC/g)* | Hongos (UFC/g)
0 26 70 1176 a 213 a
7 20 80 1000 a 297 a
14 20 80 1450 a 337 a
Valor dereferenciac 1. 10,000 (UFC/g) 2. 10,000 (UFC/qg) Control de medios: negativo

Fuente: Divisién de Control de Alimentos, Ministerio de Salud Publica de Honduras.

No existieron diferencias estadisticamente significativas entre los promedios de
coniformes totales y hongos presentes al ingreso del comino molido a la planta 'y durante
los dias que permaneci6 en ella. Esto indica que no hubo un crecimiento estadisticamente
significativo de microorganismos durante el periodo de utilizacion del comino.

Las condiciones de temperatura y humedad a la cual permaneci6 el comino durante sus
dias de consumo, no contribuyeron a desarrollo de coliformes totales y hongos en €
comino molido.

El comino molido ingresd a la planta de cérnicos sin contaminaciéon y se mantuvo asi
durante los catorce dias de su utilizacion, por lo que podemos asegurar que este
ingrediente utilizado en la elaboraciéon de chorizos y otros productos carnicos fue de
buena calidad.



4.1.2 Pimienta negra en polvo

Las pruebas estadisticas indican que la cantidad de coliformes totales y hongos presentes
al dia de ingreso de la pimienta negra en polvo a la planta esté por debajo de los limites
establecidos. De acuerdo con Teuben y Barrientos (2001), la pimienta generalmente
presenta niveles elevados de microorganismos, debido a los pobres procesos de
desinfeccidon que en algunos lugares se realizan, por 10 que se asevera que aunque no
cuenta con certificados de calidad del proveedor, se estdn realizando procesos de
desinfeccion adecuados.

Cuadro 4. Cantidad promedio de microor ganismos presentesen el lote de pimienta
negra en polvo durante e almacenamiento en la planta, con un grado de confianza
de 95%.

DI Temperatura] Humedad Media
a °C  |Relativa% |ogi 1 2
ativa“ |coliformestotales (UFC/g)" |Hongos (UFC/g)
0 26 70 <10a 243 a
7 20 80 <10a 416 a
14 20 80 <10a 423 a
Vaor dereferenciac 1. 10,000 (UFC/g) 2. 10,000 (UFC/g) Control de medios. negativo

Fuente: Division de Control de Alimentos, Ministerio de Salud Publica de Honduras.

No existio diferencia estadisticamente significativa entre e promedio de coliformes
totales en cada una de las distintas fechas (cuadro 4), o que indica que no ha habido un
crecimiento significativo de estos microorganismos durante el tiempo que permanecieron
en la planta.

Se observo un incremento enel nimero de colonias de hongos alos 7 y 14 dias, pero no

fue estadisticamente significativo, lo que nos indica que los niveles de hongos se
mantuvieron similares desde el ingreso de la pimienta a la planta, hasta su ultimo dia.

L as condiciones de temperaturay humedad relativa, no contribuyeron a desarrollo de los
microorganismos durante este periodo de tiempo, reafirmando que la pimienta negra en

polvo entrd a la planta sin contaminacion y se mantuvo asi durante todo su periodo de
utilizacion.

4.1.3 Cebollaen polvo

L as cantidades de coliformes totales y hongos presentes a dia de ingreso de la cebollaen
polvo a la planta de carnicos, se encuentran muy por debgjo de los limites establecidos,
indicando que su procesamiento fue adecuado y que ingresarén a la planta sin
contaminacion de hongos y coliformes totales.
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Cuadro 5. Cantidad promedio de microorganismos presentes en el lote de cebolla
en polvo durante el almacenamiento en la planta, con un grado de confianza de
95%.

Dia Temperatura Humedad Media
°C Relativa % | coliformestotales (UFC/g)' | Hongos(UFC/g)
0 26 70 <10a 57a
7 20 80 <10a <10a
14 20 80 <10a <10a
Vaor dereferencia: 1. 10,000 (UFC/g) 2. 10,000 (UFC/g) Control de medios: negativo

Fuente: Divisiéon de Control de Alimentos, Ministerio de Salud Plblica de Honduras.

En los dias 7 y 14 los niveles de coliformes totales se mantuvieron igua que al dia de
ingreso de la cebolla en polvo a la planta (cuadro 5). Se observé una disminucion en los
hongos, pero esta diferencia fue debida al azar, ya que no hay diferencias
estadisticamente significativas entre los promedios de colonias de hongos y coliformes
totales durante todo el periodo que la cebolla permanecio en la planta.

Las condiciones de temperaturay humedad a la cual permanecio la cebolla en polvo en la
planta no contribuyeron a crecimiento de coliformes totales y hongos, corroborando que
la pimienta negra en polvo ingresd ala planta sin contaminacion y se mantuvo asi durante
todo su periodo de utilizacion.

4.1.4 |dentificacion de mohos

La mayoria de los mohos encontrados tanto en comino molido, como en cebolla en polvo
y pimienta negra en polvo, en cada una de las fechas y |as repeticiones corresponden a los
generos: Aspergillus, Penicillium y Rhizopus

Las colonias de Aspergillus niger eran redondas, median de 10-15 mm, presentaban

micelios negros y blancos y en la punta conidias color negro; Aspergillus flavus eran
colonias redondas, medianas, color verde claro y con un halo blanco y delgado arededor.

Las colonias de Penicillium que se observardn, eran redondas, pequefias, median de 3
5mm, su color eraverde acua, y las colonias de Rhizopus eran blancas-grisaceas, grandes
y con micelios muy ramificados.
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4.2 AISLAMIENTO E IDENTIFICACION DE SALMONELLA

Tanto en pimienta negra, como en comino molido y cebolla en polvo, la presencia de
Salmonella spp. resultd negativa, a dia cero, siete y catorce (cuadro 6).

Cuadro 6. Resultado de Salmonellaspp.

Dia Comino molido Pimienta negra Cebolla en polvo
0 Negativo Negativo Negativo
7 Negativo Negativo Negativo

14 Negativo Negativo Negativo

Fuente: Divisién de Control de Alimentos, Ministerio de Salud Publica de Honduras.

Tres de las muestras resultaron positivas presuntivas a dia siete y catorce, pero a

identificarlas resultaron ser:  Enterobacter cloacae, Pseudomonas areuginosa y
Enterobacter gergoviae. Estas bacterias se encontraron después de abrir las bolsas en las
que estaban los condimentos, lo que indica que estos microorganismos pudieron haber
estado en el ambiente o en las manos de las personas que manipularon los condimentos.

Con estos resultados se puede asegurar que los condimentos ingresaron a la planta sin
Salmonella y se mantuvieron igual en los dias que permanecieron en ella.



5. CONCLUSIONES

El comino molido, la pimienta negra en polvo y la cebolla en polvo, a momento de

ingresar ala planta, presentaron cantidades de coliformes totales y hongos, por debajo
del los limites aceptables y no hubo crecimiento significativo de los mismos durante

SuU permanencia.

No se detectd la presencia de Salmonella spp. en ninguno de los tres condimentos al
momento de ingresar a la planta, ni hubo contaminacion durante € periodo que
permanecieron en ella.

Las mndiciones de temperatura y humedad a la cual permanecieron los condimentos
no contribuyeron al crecimiento de microorganismos.

El comino molido, la pimienta negra en polvo y la cebolla en polvo, cumplen con los
parametros microbiol 6gicos establecidos.



6. RECOMENDACIONES

Solicitar alos proveedores certificados que garanticen lainocuidad de sus materias
primas.

Realizar periodicamente andlisis microbiol gicos de las materias primas que ingresan
alaplanta, para asegurarnos que son de buena calidad.

Almacenar los condimentos dentro de la planta de carnicos en un lugar exclusivo para
aditivos y especies para evitar que los microorganismos se multipliquen durante el
tiempo gque permanecen en ella.

Redizar e aidamiento e investigacion de hongos para determinar s son
mi cotoxigénicos.

Implementar las Buenas Practicas de Manufactura en materias primas como |os
ingredientes, desde e momento de ingreso, su almacenamiento y utilizacion.

Tener un lugar limpio y seco dentro de la bodega de suministros de Zamorano que sea
exclusivo para e amacenamiento de materias primas alimentarias.
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8. ANEXOS
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Anexo 1. Procedimiento para los computos estandar en placa para la enumeracion
de microor ganismos.

Desinfectar el area se trabajo con fenol o formaldehido.

Derretir el medio de cultivo en bafio de maria con agua destilada y mantenerlo a

45°C.

Ajustar latemperatura de agua de dilucion entre 15y 25°C.

Rotular los platos petri con € nimero de muestra, factor de dilucion y lafecha.

Agitar la muestra en caso de tratarse de un producto liquido.

Desinfectar con alcohol a 70% el extremo del recipiente por donde va a ser abierto el

producto.

Tomar 11 g de la muestray mezclar con 99 ml de agua de dilucion para obtener una

dilucion de 1:10.

8. Preparar e numero de diluciones de tal manera que en un plato petri e numero de
colonias bacterianas este entre 25 y 250.

9. Trandferir 1 ml y 0.01 ml respectivamente a cada una de las diluciones a los platos
petri debidamente identificados utilizando una pipeta para cada dilucion.

10. Agregar entre 15y 20 ml del medio de cultivo a 45°C en cada plato. Para mesofilos
aerobios y psicrofilos se debe utilizar e medio PCA (Plate Count Agar), para
coliformes totales se requiere VRBA (Violet Red Bile Agar) y para hongos se utiliza
PDA (Papa Dextrosa Agar).

11. Mezclar el medio de cutivo con la muestra en forma lenta con cinco movimientos
rotativos en direccion a las agujas dd reloj, cinco en sentido contrario, cinco en linea
recta de izquierda a derechay finalmente cinco en laforma que seinicié e mezclado.

12. Dgjar los platos en reposo hasta que los medios se solidifiquen. En el caso del VRBA
se debe colocar otra capa de medio después de que la primera se solidifique para
favorecer las condiciones anaerobias que requieren estos microorgani Smos.

13. Invertir los platos, excepto los de FDA, para evitar que € agua de condensacion
facilite el crecimiento de colonias esparcidas debido a la alta humedad.

14. Incubar a la temperatura requerida para cada tipo de microorganismos:

Para mestfilos aerobios totales: 35-37°C por 24-48 horas.

Para coliformes totales: 35°C por 24 horas.

Para hongos: T° ambiente por 2-5 dias.

Parapsicréfilos: 4°C por 4-5 dias.

NP

ok ow

~

Se debe de redlizar sempre un control del medio de cultivo (placa petri solamente con €l
cultivo) y un control de agua de dilucién (placa petri con medio de cultivo y agua de
dilucién).

Fuente: Vanderzant y Splittstoesser, 1992
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Anexo 2. Esguema de diluciones y numero de placas utilizadas para los recuentos
de coliformestotalesy hongos.

9 ml 9O ml
agua peptonada agua peptonada

_11g . 1ml

0.1 ml Iml 01ml

= &t/ =

10t ml 102 ml 10° m 10* ml
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Anexo 3. Procedimiento para el aislamiento e identificacion de Salmonella spp.

25 g de muestra + 225 ml A\ A Incubar a 35-37°C durante
de Caldo Lactosado 24-48 horas.
1ml Iml
N

Incubar a 35-37°C durante
18-24 horas

10 ml Caldo 10ml Caldo
Selenito-Cistina Tetrationato

Una asada a cada

Plato Incubar por naasadaac

24 horas

Aidlamiento de colonia \

e Presuntiva a 35-37°C por

3 24 horas 3

Tiaras API Incubar por 24 horasa 35-37°C Tiras API

1. Agar Salmonella— Shigella
2. Agar Verde Brillante
3. Agar Nutriente

Después de incubadas las tiras API, a las 24 horas se procede a leer las pruebas
bioguimicas para la identificacion de la bacteria.

Fuente: Ratto, 1982.



Anexo 4. UFC/g de microorganismos presentes en lote de comino molido al dia
cero, Sietey catorce, con tresrepeticionespor fecha.

Comino molido

Dia Repeticion Coliformes UFC/g Mohos/L evaduras UFC/g

1 1200 300

0 2 1210 100
21/09/02 3 1119 240
1 1200 330

7 2 430 180
28/09/02 3 1370 380
1 1830 370

14 2 520 310
05/10/02 3 2000 330




Anexo 5. UFC/g de microorganismos presentes en lote de pimienta negra en polvo
al diacero, sietey catorce, con tresrepeticiones por fecha.

Pimienta negra en polvo

Dia [Repeticion Coliformes UFC/g Mohos/L evadurasUFC/g

1 <10 420

0 2 <10 310
21/09/02 3 <10 <10
1 <10 470

7 2 <10 410
28/09/02 3 <10 370
1 <10 490

14 2 <10 380
05/10/02 3 <10 400




Anexo 6. UFC/g de microorganismos presentes en lote de cebolla en polvo al dia
cero, sietey catorce, con tresrepeticiones por fecha.

Cebolla en polvo

Dia Repeticién Coliformes UFC/g Mohos/L evaduras UFC/g
1 <10 <10
0 2 <10 <10
21/09/02 3 <10 170
1 <10 <10
7 2 <10 <10
28/09/02 3 <10 <10
1 <10 <10
14 2 <10 <10
05/10/02 3 <10 <10




Anexo 7. Costo de pruebas microbioldgicas

Andlisis # de placag/'semana | Costo/placa | #total de placas | Costo total L ps.
Mohosy levaduras 36 5 108 540
Coliformes totales 36 5 108 540
Salmonella spp. 9 50 27 1350
Total 2430

En caso de que alguna placa sea positiva presuntiva por Salmonella spp., se tendran que usar lastiras
Api 20E paradeterminas su especiey c/tiratiene un costo deLps. 75

Este presupuesto esta con base a tres tomas de muestra, en diferentes fechas y con tres
repeticiones por fecha.
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