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ETAs: Enfermedades transmitidas por alimentos

mL: Mililitro

g: Gramo

L: Litro

LST: Lauryl Sulfato Triptosa

nm: Nanémetro

BPM: Buenas Practicas de Manufactura

°C: Grados Centigrados

KH2PO4: Dihidrégeno fosfato de potasio

NaOH: Hidréxido de sodio

Xi



RESUMEN

El perejil es un vegetal utilizado como condimento en diversos productos alimenticios;
debido a sus caracteristicas fisicas y de cultivo estd expuesto a contaminacion
microbiana. El objetivo de esta investigacion fue evaluar la calidad microbiolégica de
26 muestras de perejil empacado de diferentes marcas que se expenden en la ciudad
de Loja, mediante la determinacién de microorganismos indicadores de higiene. La
cuantificacion de aerobios mesofilos se determiné mediante el método de recuento en
placa y la determinacién de coliformes totales y E. coli por la técnica del nimero mas
probable utilizando discos ColiComplete (Biocontrol, Bellevue, WA). El recuento de
aerobios mesdfilos estuvo entre 5,58 a 6,09 log UFC/g, y para coliformes totales de
3,29 a 3,82 log NMP/g. De acuerdo a la normativa utilizada como referencia el 46% de
las muestras sobrepasé el limite permisible para aerobios mesdfilos, y coliformes
totales y el 20% de las muestras tuvieron presencia de E. coli. Los resultados
obtenidos reflejan que existi6 contaminacion en este tipo de vegetal, por este motivo
se debe considerar a estos alimentos como posible factor de riesgo para la salud del

consumidor.

PALABRAS CLAVES: perejil, aerobios mesdfilos, coliformes totales, E. coli.



ABSTRACT

Parsley is a plant vegetable mainly used as seasoning in several food products. Due to
its physical and culture methods characteristics, it is exposed to microbial
contamination. The aim of this research was to evaluate the microbiological quality of
parsley packing different brands that are sold in supermarkets in the city of Loja, by
determining hygiene indicator microorganisms. Quantification of aerobic mesophilic
bacteria was determined by the pour-plate method and determination total coliforms
and E. coli by Most Probable Number technique using Colicomplete discs (Biocontrol,
Bellevue, WA). The mesophilic aerobic count was between 5.58 and 6.10 log CFU/g;
and for total coliforms of 3.29 to 3.82 log MPN/g. According to the regulations used as
a reference for 46% of the samples exceeded the permissible limit for mesophilic
aerobic, and total coliforms; and 20% of the samples had the presence of E. coli. The
results show that there was contamination in this type of vegetable, which is why you
should consider these foods as a possible risk factor for consumer health.

KEYWORDS: Parsley, mesophilic aerobic, bacteria, total coliforms, E. coli.



INTRODUCCION

El consumo de vegetales en los ultimos afios ha aumentado, debido a que estos
productos son nutritivos y saludables; razén por la cual los médicos y nutricionistas
recomiendan su consumo diario (Luna et al. 2008).

Los vegetales troceados y envasados listos para el consumo son conocidos como
minimamente procesados o de cuarta gama, serian cultivados y procesados bajo
condiciones sanitarias controladas, para conseguir la disminucion de la carga
microbiana en la etapa de lavado y desinfeccion (Artés-Calero et al. 2009).

Sin embargo, debido a sus caracteristicas fisicas y de cultivo, algunos de estos
productos estan expuestos a contaminaciéon de tipo biolégico y quimico, situacion que
genera un riesgo para la salud humana. Uno de los factores mas importantes de
contaminacién microbiana para los cultivos son las aguas de riego empleadas con
altos recuentos microbianos, como vertederos de aguas residuales en lo que se han
convertido los rios (Rivera-Jacinto et al. 2009).

Mediante la deteccion de bacterias indicadoras de contaminacion, se puede
determinar el estado higiénico de aguas y alimentos, una de estas bacterias son los
coliformes de origen fecal como la Escherichia coli, la cual se encuentra en el intestino
humano y animal. Estos microorganismos entéricos patégenos son los causantes de
muchas enfermedades como célera, fiebre tifoidea, shigelosis, amebiasis y hepatitis
(Gonzélez et al. 2005). Muchos de estos microorganismos son capaces de sobrevivir
en las hortalizas frescas luego de haber pasado por un proceso de desinfeccién, e
incluso de reproducirse durante su almacenamiento (Lopez et al. 2003).

Debido a que las enfermedades transmitidas por los alimentos (ETAS) son el resultado
de la falta de higiene en los alimentos (Castro et al. 2006), se plantea esta
investigacion con el objetivo de determinar la calidad sanitaria de vegetales listos para
el consumo, mediante la cuantificacion de aerobios mesdfilos, coliformes totales y E.
coli. Los resultados que se obtengan con el proyecto, servirdn para informar y
concienciar a los productores sobre la importancia de garantizar mediante la mejora de

los procesos la calidad microbioldgica de los productos vegetales.



I.  REVISION LITERARIA



1.1 Perejil (Petroselinum Sativum)

Es una hierba aromética perteneciente a la familia Apiaceae o umbeliferas; planta
herbacea bienal, perenne de corta duracion, muy ramificada, de color verde y tallo
cilindrico.(Reyes-Munguia et al. 2012). El perejil es utilizado ampliamente como
condimento, sus hojas rizadas son utilizadas como aderezo y como saborizante de
carnes, salchichas, alimentos enlatados, sopas, salsas y como sazonador, también es
apreciado como aromatizante de quesos, se lo utiliza como elemento decorativo en los
platillos (Gruner et al. 2005).

El perejil tanto fresco como seco, se utiliza extensamente como condimento en
diversos productos alimenticios a causa de su olor aromético de gran alcance, es
cultivado como especia y se produce en la huerta doméstica, ademas es una fuente
muy rica de las vitaminas C y E, caroteno, tiamina y minerales organicos (Lema et al.
2007).

1.2 Enfermedades transmitidas por alimentos (ETAS)
Las enfermedades transmitidas por alimentos (ETAs) contienen agentes patégenos
que afectan la salud del consumidor manifestdndose generalmente con malestar
intestinal, diarrea y/o vémito. En algunos casos, pueden llegar a complicarse
provocando secuelas permanentes en el paciente o provocando incluso la muerte. La
poblacion mas susceptible a ser afectada por estas enfermedades son los nifios, los
ancianos, las mujeres embarazadas y los inmunocomprometidos por los
medicamentos o enfermedades. La severidad de la enfermedad esta en funcion de la
salud del individuo, el tipo y la cantidad del agente téxico o microbiolégico recibido v,
en algunos casos, a la exposicidn previa al agente (Dominguez 2009).
La demanda de productos sanos, frescos como, y faciles de preparar, junto con el
cambio en los estilos de vida del consumidor han dado lugar al desarrollo de una
variedad de nuevos productos. Estos productos son procesados Yy listos para comer o
tomar un minimo de tiempo para prepararse. Las verduras y frutas minimamente
procesadas son un ejemplo de este tipo de productos (Seo et al. 2010).
Los microorganismos que se adhieren a la superficie de las verduras recién
cosechadas son saprofitos principalmente Gram-negativas. Sin embargo, algunos
microorganismos patdgenos tales como Yersinia enterocolitica, Salmonella y
Escherichia coli enteropatdégena también se pueden encontrar. Las hortalizas de hoja
que han entrado en contacto con el suelo pueden albergar bacterias Gram-positivas,
tales como Clostridium spp., Staphylococcus aureus y Listeria monocytogenes (Seo et
al. 2010).



1.3 Microorganismos indicadores de la calidad sanitaria del alimento.

Los microorganismos indicadores se han utlizado para determinar algunas
condiciones microbiologicas referentes a los alimentos, relacionadas con la
contaminacién de origen fecal. Ademas indican la presencia de microorganismos
potencialmente patégenos, o la posible proliferacion de microorganismos en los
alimentos, y la situacion sanitaria durante el procesamiento, almacenamiento o
transporte de los mismos (Garcia-Gémez et al. 2002).

Los microorganismos indicadores que generalmente se cuantifican para determinar
calidad sanitaria de alimentos son aerobios mesofilos, mohos, levaduras, coliformes

totales, coliformes fecales, entre otros (Félix-Fuentes et al. 2005).

1.3.1 Aerobios Mesofilos

Son aquellos microorganismos heterogéneos que tienen la capacidad de formar
colonias visibles en las condiciones adecuadas de tiempo, temperatura y medio de
cultivo. El recuento de estos microorganismos en el agua, alimentos y otros materiales
relacionados pueden tener algunas aplicaciones de interés:

v' La exposicién a fuentes de contaminacion.

v Las condiciones de almacenamiento.

v La eficiencia de tratamientos antimicrobianos.

v' La prediccion de la vida de anaquel (De La Rosa Hernandez 2007).
El recuento en placa para microorganismos aerobios meséfilos que se encuentran en
los alimentos, ha sido uno de los indicadores microbioldgicos de calidad de los
alimentos mas comunmente utilizados. Estos microorganismos reflejan la exposicion
de la muestra a cualquier tipo de contaminacion, y, en general, a la existencia de
condiciones favorables para la multiplicacion de microorganismos patdgenos y la
presencia de materia organica. La presencia de estos microorganismos es util para
indicar si la limpieza, desinfeccion y control de la temperatura durante el
procesamiento industrial, el transporte y el almacenamiento, se han realizado de una
manera satisfactoria (Garcia-Gomez et al. 2002)
La cuantificacion de aerobios mesdfilos se realiza mediante la técnica de vertido en
placa con agar plate count. Esta técnica se basa en colocar la muestra en un medio
de cultivo, incubar en condiciones adecuadas de tiempo y temperatura y contar la

cantidad de bacterias por gramo de muestra (Maturin and Peeler 2001).

1.3.2 Coliformes totales
Del grupo coliformes forman parte varios géneros: Escherichia, Enterobacter,
Klebsiella y Citrobacter (Pascual 2000). Son bastoncillos gramnegativos, no

formadores de esporas, muchos son moviles, facultativos anaerobios, resistentes a
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numerosos agentes activos de superficie, y en 48 horas fermentan lactosa para
producir acido y gas a temperaturas de 32 a 35°C. Suelen estar presentes en las
heces de humanos, animales de sangre caliente y aves (Ray and Bhunia 2010), pero
también en otros ambientes: suelo, plantas, cascara de huevo, etc (Pascual 2000).

La presencia de estos microorganismos en los alimentos indica deficientes préacticas
de sanitizacién de superficies inertes y un mal proceso de desinfeccion de frutas,
verduras y legumbres (Bravo 2004).

Dentro de este grupo se encuentran los coliformes fecales los que tienen significado
sanitario y, por consiguiente, los que mas interesan en el andlisis microbioldgico de los
alimentos (Pascual 2000).

La cuantificacién de coliformes totales y E. coli se realiza mediante la técnica de tubos
multiples NMP (nimero mas probable de bacterias). Esta técnica consiste en inocular
la muestra en caldos selectivos (caldo Lauryl Sulfato Triptosa y discos ColiComplete),
incubar en condiciones adecuadas de tiempo y temperatura y realizar el conteo de la

cantidad de bacterias coliformes y E. coli por NMP/g (Feng and Burkhardt 2002).

1.3.3 Coliformes fecales
Son un grupo de bacterias cuya especificidad como contaminante fecal es mucho mas
alta que la de los demas grupos. Entre ellos esta principalmente E. coli junto con
algunas especies de Klebsiella y Enterobacter. Los coliformes no fecales se eliminan
con el uso de una temperatura de incubacién de 44 a 45°C por 24 horas en cultivos

selectivos que contengan lactosa (Ray and Bhunia 2010).

1.3.4 Escherichia coli

Es un bacilo corto gramnegativo, mévil. Se encuentra integrando la flora del tracto
intestinal del hombre y de los animales. La temperatura de crecimiento es de 37°C,
con un intervalo de crecimiento de 10 a 40°C. El pH 6ptimo de crecimiento es de 7 a
7,5 (De La Rosa Hernandez 2007). Produce indol a partir de triptona, reduccién de rojo
de metilo debido a la produccion de &cido. Se considera que su presencia en las
materias primas alimenticias indica contaminacién fecal, directa o indirecta. La
contaminacién directa ocurre durante el procesamiento de las materias primas de
origen animal debido a la falta de higiene del personal que las maneja y la
contaminacién indirecta puede deberse a aguas cloacales o sucias (Ray and Bhunia
2010).



1.3.4.1 Enfermedades transmitidas por Escherichia coli

Escherichia coli es la especie predominante de la flora anaerébica facultativa del colon
humano. Las infecciones producidas por cepas de E. coli patbgenas pueden estar
limitadas a mucosas o bien diseminarse. Cuando sindromes clinicos pueden resultar
de la infeccion por cepas patogénicas: infeccion de vias urinarias, sepsis, meningitis y
enfermedad diarreica. Cuando hay una perforacion intestinal, son las responsables de
la peritonitis consecutiva a dicha lesion (Cabello 2007).



. OBJETIVOS



2.2 Objetivo General
Contribuir a disminuir el riesgo de incidencia de las enfermedades de origen
alimentario (ETAS) por vegetales empacados.

2.3 Objetivo especifico
Conocer la prevalencia y los niveles de contaminacién causado por microorganismos

patdgenos en perejil empacado que se expende en la ciudad de Loja.
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.  MATERIALES Y METODOS
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3.1 Materia prima

Para este estudio se analizaron 26 muestras de perejil empacado (perejil liso y perejil
crespo), los mismos que se encuentran disponibles en los supermercados de la
localidad. Las muestras fueron tomadas en el sitio de expendio y corresponden a
distintos lotes de produccion.

La obtencion de las muestra se realizd6 en funcién de la cantidad de productos
disponibles en el sitio de expendio basandose en la norma (INEN 1750), se selecciond
3 unidades al azar de cada tipo de perejil, de un lote no mayor a 50 unidades.

3.2 Preparacioén de la muestra

Las muestras se transportaron en hieleras desde el centro de abasto hasta el
laboratorio de Microbiologia de Alimentos de la Universidad Técnica Particular de Loja,
y se analizaron hasta maximo 24 horas después de la recepcion.

Para la preparacion de la sub-muestra de 50 g, se aplicé las recomendaciones
establecidas por la norma (INEN 1529-2:2013), que indica que si el alimento esta
formado por capas o extractos y evitando contaminar las partes tomar muestras de
cada una en la misma proporcion en que se encuentran en el producto original;
posteriormente se realizd las respectivas diluciones indicadas para cada tipo de

microorganismo.

3.3 Recuento de aerobios mesofilos.
La cuantificacion se realiz6 mediante la técnica de vertido en placa con agar plate
count segun U.S FDA Bacteriological Analytical Manual., Capitulo 3 (Maturin y Peeler,
2001) de acuerdo al siguiente procedimiento:
% Se peso asépticamente 50 g de muestra, se transfirié6 a un frasco de dilucién
con 450 mL de agua buferada estéril (Ver Anexo A) realizando diluciones
hasta 10°.

Para cada dilucion el ensayo se realiz6 por duplicado, en cada una de las cajas

X3

%

Petri bien identificadas se depositd 1 mL de cada dilucion utilizando una pipeta

distinta y esterilizada.

X3

%

Inmediatamente se agregd de 15 a 20 mL de agar plate count (Ver Anexo A)

temperado a 45 °C.

« Cuidadosamente se mezclé el inoculo de siembra con el agar, y se realizé
movimientos de vaivén: 5 veces en el sentido de las agujas del reloj y 5 veces
al contrario.

%+ Como prueba de esterilidad se coloc6 agar en una caja Petri sin inéculo para

constatar que no existe desarrollo de colonias.
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*

Se dej6 reposar las placas para que se solidifique el agar.

7
0.0

Se incubd las placas invertidas a 35°C por 48 + 2 horas.

7
0.0

No se debe apilar méas de 6 placas, deben estar separadas entre si de las
paredes y del techo de la incubadora.

7
0.0

Pasado el tiempo de incubacion se seleccioné las placas de dos diluciones
consecutivas que presentaron entre 25 a 250 UFC/g utilizando un contador de
colonias (Ver figura 1).

7
0.0

Se anot6 el numero de colonias con su respectiva dilucion.

Figura 1. Presencia de aerobios mesdfilos en perejil empacado

3.4 Cuantificacion de coliformes totales y E. coli
La cuantificacién se realiz6 mediante la técnica de tubos multiples NMP (nimero mas
probable de bacterias) segin U.S FDA Bacteriological Analytical Manual. Capitulo 4
(Feng y Burkhardt, 2002) de acuerdo al siguiente procedimiento:

% Se pes6 50 g de muestra y se transfirid a un frasco de dilucién con 450 mL de

agua buferada estéril realizando diluciones hasta 10°.

% Se inocul6 1 mL de cada una de las diluciones en los tubos que contienen
caldo LST (Lauryl Sulfato Triptosa) (Ver Anexo A), se afiadié asépticamente los
discos ColiComplete, los cuales contienen X-Gal (galactopiranésido 5-bromo-4-
cloro-3-indolil), que en los coliformes se transforma en B-galactosidasa para
producir un producto azul, y 4-metilumbeliferona-D-glucurénido, que en la
bacteria E. coli se transforma en B-glucuronidasa para producir fluorescencia
azul (Valentin-Bon et al. 2007).

Se incubd de 35 a 37° C.

Para coliformes totales, después de al menos 24 horas, se procedié a examinar

X3

%

.0

los tubos visualmente, si existe la presencia de un color azul indistintamente en

el disco o en los alrededores del medio indica la confirmacion de coliformes
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totales, mientras la ausencia de color azul indica un resultado negativo (Ver
fugura 2).

Sea positiva 0 negativa la prueba, se reincubd a 35-37 °C por 24 + 2 h, para
confirmar la presencia o ausencia de coliformes totales.

De cada dilucién se anotdé el numero de tubos positivos confirmados para
coliformes.

Para registrar el NMP/g de bacteria, se eligié la dilucion mas alta en la que la
presencia de coliformes es confirmada en tres tubos y las dos diluciones
superiores mas proximas. Si ninguna de las diluciones presenta tubos positivos
confirmados, se selecciona las tres diluciones mas altas con algun tubo
positivo.

Para E. coli, después de 30 = 2 h desde el inicio de la incubacion inicial, se
examind los tubos bajo luz ultravioleta de onda larga (366 nm). Los tubos
fluorescentes indican confirmacién de resultado positivo para E. coli (Ver figura
3).

Se registrd la presencia / ausencia de E. coli en la muestra.

Figura 2. Presencia de coliformes totales en perejil empacado

POSITIVO

Figura 3. Presencia de E. coli en perejil empacado
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En la figura 4 se puede observar el procedimiento para la determinacién de aerobios
mesofilos.

107 102 103 10+ 10*

50g de muestra
16.66 g
< /\ /) /

Colocar por duplicado 1 mL
de cada dilucidn

Adicionarel

agar a 45°C

Homogenizar

[ [ — [ — | —
= | |y | | S | | S ) la muestra
S — ey — ey — — -
can el agar
Incubar las cajas de
manera invertida
L -‘: 5‘.:_- = ;-.a_u _r.lt..h_'-
T ey ===y

Realizar el contec de colonias
25 — 250UFC/g

Figura 4. Recuento de aerobios mesdfilos
Fuente: (Maturin y Peeler, 2001)

15



En la figura 5 se puede observar el procedimiento para la determinacién de coliformes
totales y E. coli.

16.66 g

10 1072 103 10+ 103
16.66 ¢ 50g de muestra
16.66 g

Colocar el disco

ColiComplete

10 mL de caldo
LST

Y Incubar a 35°C

Coliformes totales =

E coli=
POSITIVO *| posmvo

Figura 5. Recuento de coliformes totales y E. coli
Fuente: (Feng y Burkhardt, 2002)
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IV.  RESULTADOS Y DISCUSIONES
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4.1 Aerobios Mesoéfilos

El recuento de aerobios mesofilos realizado a las muestras de perejil empacado se
encuentra en el rango 5,58 a 6,09 log UFC/g (Ver tabla 1). Se han realizado estudios
microbiologicos con valores inferiores en Egipto, Khalil and Gomaa (2014) sobre la
evaluacién microbioldgica de vegetales de hojas verdes, en donde se encontré un
recuento de 4,91 log UFC/g para perejil, lo que indica que en nuestro caso hubo una
mayor contaminacion. En Estados Unidos Johnston et al. (2005) reporté un recuento
de 5,6 log UFC/g, este resultado puede compararse con lo obtenido en esta
investigacion. En Brasil Oliveira et al. (2011) realizaron una evaluacion sobre la calidad
microbiol6gica de vegetales, obteniendo un resultado superior al de este estudio de
9,4 log UFC/g para la muestra de perejil, lo que indica que los resultados obtenidos en

este estudio tuvieron una menor contaminacion.

Tabla 1. Recuento de aerobios mesdfilos (Ver Anexo B)

Muestra Promedio (log
UFC/Qg)
A 558+ 0,61
B 6,09 £ 0,37
n=13

Fuente: El autor

Garcia — Gémez et al. (2002), sefiala que los aerobios mesoéfilos son microorganismos
indicadores de la calidad de los alimentos, la presencia de éstos refleja la exposicién
de la muestra a cualquier tipo de contaminacion y la existencia de condiciones
favorables para la multiplicacion de microorganismos patégenos.

Kalil and Gomaa (2014), sefialan que los resultados obtenidos para aerobios mesdfilos
en vegetales de hojas verdes se debi6 al mal manejo en el método de la cosecha,
ademas a estos vegetales se los vende en racimo abierto, estando propenso a la

contaminacion.

4.2 Coliformes Totales

El recuento de bacterias coliformes para las muestras de perejil empacado, estuvieron
en un rango de 3,29 a 3,82 log NMP/g (Ver tabla 2). Los resultados de este estudio se
pueden comparar con estudios que se han realizado en Maracaibo, (Ginestre Pérez et
al. 2011) reporté que las muestras de perejil analizadas tuvieron recuentos entre 5 - 9
log NMP/g. En Cajamarca, Perl Rivera-Jacinto et al. (2009) realiz6 un estudio
microbiologico a diversas hortalizas, dando como resultado valores mayores a 3 log

NMP/g para perejil. En Brasil Oliveira et al. (2011) detect6 que las muestras de perejil
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estaban contaminadas por coliformes totales, con un recuento promedio de 3 log
NMP/g.

Tabla 2. Recuento microbioldgico para coliformes totales (Ver Anexo D)

Muestra Promedio (log
NMP/g)
F 3,82
3,29

n=13
Fuente: El autor

Segun Garcia - GOmez et al. (2002), la presencia de coliformes totales en alimentos
indica el posible contacto con materia fecal, asi como el contacto con el medio
ambiente. Ademas, la contaminacién puede ser causada por deficiencias sanitarias en
el manejo durante la cosecha y el transporte hasta los puntos de venta, o en el

procesamiento y preparado del producto (Mufioz et al. 2013).

Abadias et al. (2008) sefiala que los niveles altos de coliformes presentes en
vegetales se dan porque tienen grandes areas de superficie y pliegues, haciéndolo
mas susceptibles a contaminaciéon bacteriana y adherencias. Sus hojas abiertas

pueden estar en contacto con el suelo y el agua de riego.

4.3 E. Coli

Se determiné la presencia de E. coli en 3 de las 26 muestras analizadas (Ver tabla 3).
Estudios realizados en Peru por Rivera-Jacinto et al. (2009), se encontré presencia de
E. coli en 8 de 17 muestras de perejil. Otro estudio realizado en Maracaibo por
(Ginestre Pérez et al. 2011), reportd la contaminacion por E. coli de 50 de las 100
muestras de perejil analizadas . En Brasil se realiz6 un estudio por Oliveira et al.
(2011), para determinar la calidad microbiolégica de vegetales, obteniendo como

resultado 21 de 22 muestras de perejil contaminadas por E. coli.

Tabla 3. Nimero de muestras positivas para E. coli (Ver Anexo F)

Muestra °N de muestras
positivas
F 0
G 3

n=13
Fuente: El autor
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Loncarevic et al. (2005), menciona que una fuente probable de contaminacion de E.
coli es el agua de riego, ademas los vegetales pueden ser contaminados en el campo
por los pajaros, roedores, insectos o salpicaduras de la tierra en la cosecha o post-
cosecha de los mismos. La contaminacion por E. coli en las verduras podria atribuirse
al problema de la utilizacion de estiércol sin tratar como fertilizantes del suelo en el

campo o por el uso de agua de riego contaminada (Mukherjee et al. 2004).

La presencia de E. coli en los vegetales frescos no sélo refleja la contaminacion fecal,
sino también indica la posibilidad de que otros patégenos asociados con la
contaminacion fecal podrian ser ingeridos y capaz de causar infecciones (Chang et al.
2013).

Las cepas de Escherichia coli son productoras de toxina Shiga, constituyen un grupo
importante dentro del conjunto de patégenos emergentes trasmitidos por alimentos; en
los seres humanos estas bacterias son de alta peligrosidad, debido a que se asocian
con severas manifestaciones clinicas que varia desde diarrea leve y autolimitada hasta
procesos mas graves, muchas veces con secuelas importantes, como colitis

hemorragica (Varela et al. 2008).

Los resultados en la Figura 6 indican el porcentaje del cumplimiento e incumplimiento
de la calidad microbiolégica de perejil empacado, se ha tomado como referencia los
limites establecidos por Lerena (2004) para aerobios mesofilos, coliformes totales y E.
coli debido a que la legislacién Ecuatoriana no cuenta con una norma que regule este

tipo de productos (Ver Anexo G).

AEROBIOS MESOFILOS COLIFORMES TOTALES E. coLll
12%
B No cumple B No cumple H No cumple
B Cumple = Cumple B Cumple

Figura 6. Cumplimiento e incumplimiento microbiologico para las muestras de perejil.
Fuente: El autor
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De las 26 muestras de perejil empacado 12 (46%) del total de muestras analizadas
tuvieron valores superiores a 6 log UFC/g que es el limite maximo establecido por la
norma de referencia para el recuento de aerobios mesofilos en hortalizas frescas.
Johnston et al. (2005) reportd en su investigacion sobre la calidad microbiologica de
productos frescos que el 20% de muestras para perejil no superan este limite, estos
resultados son inferiores a los encontrados en este estudio, lo que refleja una menor

contaminacion en los vegetales de este estudio.

En cuanto al recuento de coliformes totales el 46% de las muestras presentaron
recuentos superiores a 3,70 log UFC/g, limite maximo establecido por la norma de
referencia. Rincén et al. (2010) realiz6 un estudio sobre la calidad microbiolégica de
vegetales tipo hoja dando como resultado que el 92% de muestras sobrepasaban el

limite establecido para coliformes totales en perejil.

En esta investigacion, 12% (3/26) de las muestras analizadas dieron positivo para E.
coli, resultados superiores fueron reportados por (Rivera — Jacinto et al. 2009, Ginestre
Pérez et al. 2011), que obtuvieron valores de (52, 47% respectivamente) en hortalizas

frescas como perejil, resultados con mayor contaminacion respecto a este estudio.

Los resultados de esta investigacion reflejan que existe contaminacién en este tipo de
vegetales analizados para aerobios mesdfilos, coliformes totales y E coli, por lo cual se
debe considerar a estos alimentos como un factor de riesgo de posibles enfermedades

transmitidas por alimentos (ETAS).
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CONCLUSIONES

El recuento de aerobios mesdfilos estuvo en un rango de 5,58 — 6, 09 log
UFC/g, y el contaje de bacterias coliformes totales en un rango de 3,29 — 3,82
NMP/g.

Se determind la presencia de E. coli en 3 muestras de un total de 26.

Se evalud la calidad microbiolégica de perejil empacado utilizando como
referencia los limites establecidos por Lerena (2004) para aerobios mesofilos,
coliformes totales y E. coli, debido a que en la legislacién Ecuatoriana no
cuenta con normas para este tipo de productos, se determind que el 46% de
las muestras analizadas no cumplen con esta norma en lo que respecta al
recuento de aerobios mesdfilos, el 46% de las muestras sobrepasa el limite
permisible para coliformes totales y en el 12 % de las muestras analizadas se
determiné la presencia de E. coli.
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RECOMENDACIONES

Conservar las cepas de E. coli en criocongelacion para la continuacién del
estudio microbioldgico, el cual se basa en detectar si estas cepas producen la

toxina Shiga.

En lo que respecta al medio de cultivo (agar plate count), al momento de
realizar el analisis respectivo, se lo debe mantener temperado en bafio maria

de 50 a 60°C para evitar que se solidifique.
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ANEXOS

ANEXO A. PREPARACION DE REACTIVOS

A.1 Agua Buferada

Preparacion de la solucién stock: Se disolvié 34,0 g de KH2PO4 en 500 mL de agua
destilada, el pH se ajusté a 7,2 con aproximadamente 1,75 mL de NaOH 1 Molar, se
diluyé a 1 L. y luego se mantuvo en refrigeracion.

Diluyente: Se diluyé 1,25 mL de la solucion stock en 1 L con agua, Con esta solucién
se preparo blancos de dilucion y se autoclavé por 15 min a 121°C.

A.2 Caldo Lauryl Sulfato Triptosa (LTS)

Para preparar 1000mL, se pes6 35,6 g del caldo lauryl sulfato triptosa, se diluyo en los
1000 mL de agua destilada, se colocé 10mL en los tubos de ensayo y se autoclavé por
15 minutos a 121°C.

Composicion
Lactosa.........c.coeeuennen. 5g
Triptosa peptona............ 20g
Fosfato monopotasico.......... 2,759
Fosfato dipotasico............... 2,759
Cloruro de sodio.................. 59
Laurilsulfato de sodio............ 0,1g

A.3 Agar Plate Count

Se peso 23,5 del agar plate count, se diluyé en 1000 mL de agua destilada, se calent6
hasta obtener una apariencia transparente, para luego autoclavar por 15 minutos a
121°C.

Composicion

Digerido pancreatico de caseina............. 59
Extracto de levadura.................... 2,5g
Dextrosa.................... 19

Agar................ 159
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ANEXO B. CUADROS DE RESULTADOS PARA AEROBIOS MESOFILOS

Tabla 4. Recuento microbiolégico total para las 13 muestras de perejil liso

Submuestra Reporte UFC/g Reporte en log UFC/g Promedio
log UFC/g

106000 5,03

Al 83000 4,92 4,97
6300000 6,80

A2 7200000 6,86 6,83
94000 4,97

A3 85000 4,93 4,95
191000 5,28

Ad 180000 5,26 5,27

124000 5,09 5,12
AS 141000 5,15
265000 5,42

A 248000 5,39 5,41
2520000 6,40

AT 2480000 6,39 6,40
272000 5,43

A8 265000 5,42 5,43
1470000 6,17

A9 1560000 6,19 6,18
256000 5,41

Al0 267000 5,43 5,42
290000 5,46

All 310000 5,49 5,48
950000 5,08

AlL2 1620000 6,21 6,09
87000 2.94

AL3 93000 4,97 4,95

PROMEDIO 5,58 + 0,61

Fuente: El auto
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Tabla 5. Recuento microbioldgico total para las 13 muestras de perejil crespo.

Fuente: El autor

30

Submuestra Reporte UFC/g Reporte log UFC/g Promedio log
UFClg

2260000 6,35

Bl 2310000 6,36 6.36
2250000 6,35

s 830000 5,92 6.14
360000 5,56

B3 630000 5,80 568
2170000 6,34

B4 2580000 6,41 6.37
1190000 6,08

oo 860000 5,93 6,01
680000 5,83

B6 730000 5,86 585
930000 5,97

B7 860000 5,93 595
970000 5,99

B8 1130000 6,05 6,02
1030000 6,01

B9 1190000 6,08 6.04
2730000 6.44

B10 2860000 6,46 6.45
620000 579

B11 580000 576 5.78
300000 548

B12 440000 5,64 5,56
9600000 6,98

B13 8300000 6,92 6,95

PROMEDIO 6,00 + 0,37




ANEXO C. CALCULO PARA DETERMINAR LA CANTIDAD DE AEROBIOS
MESOFILOS

Diluciones
Muestra | 10° 10- 10" 10°
MNPC | MNPC 226 12
Bl MNPC | MNPC 231 16

Se selecciona las placas que presentan de 25 — 250 UFC/g, en este caso es 226
UFC/g y 231 UFC/g. Se suma estos dos recuentos, se divide para dos y se multiplica
por el inverso de la dilucion.

226 UFC/g + 231UFC/g
2

10000 = 2285000 UFC/g = 6,36log UFC/g
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ANEXO D. CUADRO DE RESULTADOS PARA COLIFORMES TOTALES

Tabla 6. Recuento de coliformes totales en muestras de perejil liso

COLIFORMES TOTALES

Tubos positivos
NMP/g *
Submuestra | 107 107 10 10° NMP/g dilucion log NMP/g
3 2 0 0
Al 93 930 2,97
A2 3 3 3 0 240 24000 4,38
A3 3 1 1 0 7.4 740 2,87
A4 3 2 0 0 93 930 2,97
A5 3 3 1 0 43 4300 3,63
A6 3 3 2 0 93 9300 3,97
A7 3 3 3 2 1100 110000 5,04
A8 3 3 3 1 460 46000 4,66
A9 3 3 2 0 93 9300 3,97
A10 3 3 2 0 93 9300 3,97
All 3 3 3 0 240 24000 4,38
A12 3 3 3 3 >1100 >1100 3,04
A13 3 1 1 0 7.4 7400 3,87
PROMEDIO 3,82

Fuente: El autor
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Tabla 7. Recuento de coliformes totales en muestras de perejil crespo.

COLIFORMES TOTALES

Tubos positivos
NPM/g log

Muestra 107 10° 10* 10° NMP/g *dilucion NMP/g

B1
3 2 0 0 93 930 2,97

B2
3 2 1 0 15 1500 3,17

B3
2 0 0 0 9,2 920 2,96

B4
3 3 1 0 43 4300 3,63

B5
3 1 0 0 43 430 2,63

B6
3 1 0 0 43 430 2,63

B7
1 0 0 0 3,6 360 2,56

B8
3 3 3 0 240 24000 4,38

B9
3 1 0 0 43 430 2,63

B10
3 3 2 0 93 9300 3,97

B11
3 3 2 0 93 9300 3,97

B12
3 1 0 0 43 430 2,63

B13
3 3 3 1 460 46000 4,66
PROMEDIO 3,29

Fuente: El autor
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ANEXO E. CALCULO PARA DETERMINAR LA CANTIDAD DE COLIFORMES

v

TOTALES
Muestra 10 103 10 10°
B1 3 2 0 0

Se elige la dilucién mas alta en la que la presencia de coliformes es confirmada
en los tres tubos y las dos diluciones superiores mas préximas. En este caso
tenemos 107 con tres tubos positivos, 10 con dos tubos positivos, en 10* y 10°

> sin tubos positivos.

Los resultados serian los siguientes: las diluciones elegidas son 102, 10°y 10™
los tubos positivos se registran de la siguiente manera: 3 — 2 — 0, esta serie
(320) la buscamos en la tabla del NMP/g y vemos que corresponde a 93
NMP/g (Ver Anexo H).

Debemos tomar en cuenta las siguientes consideraciones:

v

Si los tubos seleccionados corresponden a las diluciones 10, 102 1072 la
lectura es directa.
Si los tubos seleccionados corresponden a las diluciones 1072, 107°, 10*
multiplicar por 10.
Si los tubos seleccionados corresponden a las diluciones 103, 10%, 10°
multiplicar por 100.
Si los tubos seleccionados corresponden a las diluciones 10, 10°, 10°

multiplicar por 1000.

Para este caso se multiplicaria por 10, quedando como resultado final 930 NMP/g
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ANEXO F. CUADRO DE RESULTADOS PARA E. COLI

Tabla 8. Presencia/ausencia de E. coli en las 13 muestras de perejil liso.

Muestra Escherichia Coli
Al AUSENCIA
A2 AUSENCIA
A3 AUSENCIA
A4 AUSENCIA
A5 AUSENCIA
A6 AUSENCIA
A7 AUSENCIA
A8 AUSENCIA
A9 AUSENCIA

Al0 AUSENCIA
All AUSENCIA
Al12 AUSENCIA
Al13 AUSENCIA

Fuente: El autor

Tabla 9. Presencia/ Ausencia de E. coli en muestras de perejil crespo.

Muestra Escherichia Coli
Bl AUSENCIA
B2 AUSENCIA
B3 AUSENCIA
B4 AUSENCIA
B5 AUSENCIA
B6 PRESENCIA
B7 AUSENCIA
B8 AUSENCIA
B9 AUSENCIA

B10 PRESENCIA
B11 AUSENCIA
B12 PRESENCIA
B13 AUSENCIA

Fuente: El autor
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ANEXO G. REQUISITOS MICROBIOLOGICOS PARA HORTALIZAS FRESCAS

Tabla 10. Limites establecidos para aerobios meséfilos, coliformes totales y E. coli

ENSAYO LIMITES REFERENCIA
AEROBIOS MESOFILOS 1.000.000 UFC/g (6 log UFC/qg) Lerena (2004)
COLIFORMES TOTALES | 5000 UFC/g (3,70 log UFC/Qg) Lerena (2004)

ESCHERICHIA COLI Ausencia Lerena (2004)
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ANEXO H. TABLA DEL NUMERO MAS PROBABLE

For 3 tubes each at 0.1, 0.01, and 0.001 g inocula, the MPNs per gram and 95 percent

confidence intervals.

Pos. tubes MPN/g | Conf. lim. | Pos. tubes MPN/g Conf. lim.
0.10 | 0.01 | 0.001 Low | High |0.10 |0.01 |0.001 Low | High
0 0 0 <3.0 - 95| 2 2 0 21| 45 42
0 0 1 3.0 0.15| 96| 2 2 1 28| 8.7 94
0 1 0 3.0 0.15 11 2 2 2 35| 8.7 94
0 1 1 6.1 1.2 18] 2 3 0 29| 8.7 94
0 2 0 6.2| 1.2 18] 2 3 1 36| 8.7 94
0 3 0 94| 3.6 38| 3 0 0 23| 4.6 94
1 0 0 3.6 | 0.17 18| 3 0 1 38| 8.7 110
1 0 1 7.2 1.3 18| 3 0 2 64 17 180
1 0 2 11| 3.6 38| 3 1 0 43 9 180
1 1 0 74| 13 200 3 1 1 75 17| 200
1 1 1 11| 3.6 38| 3 1 2 120 37| 420
1 2 0 11| 3.6 42| 3 1 3 160 40| 420
1 2 1 15| 45 42| 3 2 0 93 18| 420
1 3 0 16| 4.5 42| 3 2 1 150 37| 420
2 0 0 9.2 14 38| 3 2 2 210 40| 430
2 0 1 14| 3.6 42| 3 2 3 290 90 | 1,000
2 0 2 20| 4.5 42| 3 3 0 240 42 | 1,000
2 1 0 15| 3.7 42| 3 3 1 460 90 | 2,000
2 1 1 20| 4.5 42| 3 3 2 1100 | 180 | 4,100
2 1 2 27 | 8.7 94| 3 3 3 >1100 | 420 -
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