FECHA DE DEVOLUCION

BIBLIGTECA DEPARTAMENTAL DONE

El Gltimo sello marca la fecha tope para ser devuelto

este libro. 2050
El lector pagard $500 pesos por cada dia que pase una
semana después del vencimiento.

J» TTTRATITITY [
i 1141 £ AL 1hE3 1
1t AT\

W i} Fhi UL Ul

JUEILNGH 3¢ QraiseIN

17 JuN, 1983



UNIVERSIDAD DE MONTERREY

DIVISION DE CIENCIAS NATURALES
Y EXACTAS

BF5),
URIVERSIDAD
BE MOATERREY
_ESTUDIO MICROBIOLOGICO
" DEL ATUN ENLATADO

REPORTE DEL PROGRAMA DE
EVALUACION FINAL
PRESENTADO POR

MARINA A. DF7. GRANDE LEYVA

EN OPCION AL TITULO DE .
INGENIERO EN ALIMENTOS N
\N

BIBLIOTECA
UNIVERSIDAD DE MONTERREY

MONTERREY, N. L. MAYO DE 1983



Aprender
es descubrir
lo que ya sabes.
Actuar es demostrar que

lo sabes.

Richard Bach.
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INTRODUCCION

A medida que el hombre fue organizando su existencia en co-
munidad, tuvo la necesidad de disponer de los medios que le
proporcionaran una provisién de viveres de reserva para cu-
brir sus requerimientos alimenticios. Uno de los medios u-
tilizados fue la conservacidén de alimentos por enlatado,
que se viene practicando desde 1795 afio en que Nicolés
Appert did a conocer su nuevo descubrimiento para beneficio

de la humanidad (4,13).



Apfert establecié que el alimento almacenado se conservaba
por un perfodo mayor de tiempo, si &ste era calentado en
recipientes sellados y se realizaban todas las operaciones
del método con la mayor higiene y rapidez posible, cuidan-
do de no romper el sello o abrir el recipiente durante el
almacenamiento. De esta manera se evitaban las posibles
alteraciones de los alimentos, aunque las causas de E€stas
fueron desconocidas hasta que el cientifico Louis Pasteur
descubrié que los microorganismos eran los responsables de
tales alteraciones y fue hasta entonces que se pudo dar ex-
plicacién a la eficacia del método propuesto por Appert

afios atras (4,10,13).

La industria enlatadora en afios recientes ha tenido un pro-
greso constante en la eficacia mecinica de las plantas de
procesos, lo que ha llevado a un aumento en la produccidn

y en la calidad de los productos, asi como tambi&n una dis-—
minucién en los costos. Sin embargo, aunque se conoce que
los alimentos pueden ser alterados de diversas maneras por
bacterias, levaduras y mohos que logran desarrollarse en -
ellos, desafortunadamente el mecanismo de muerte té&rmica

de muchos microorganismos no ha sido determinado, siendo
este punto de actual interés para mejorar los procesos de

enlatado (4,15,17).



Las operaciones unitarias realizadas actualmente para la

elaboracién de un alimento enlatado son:

Preparaci6én del Alimento: En esta etapa se realiza la se-
leccidén del producto, el calibrado, el lavado, el mezclado
y el escaldado o precocimiento. El paso mds importante es
el escaldado, que consiste en sumergir al alimento en agua
caliente o someterlo a la exposicidén de vapor caliente a
una temperatura entre los 82 y 93°C, por un tiempo previa-
mente determinado, dependiendo del producto que se esté

tratando, antes de enlatarlo (7,8,14).

Enlatado: El1 llenado de la lata es un proceso que puede
ser mecinico o manual; este paso debe ser cuidadosamente
controlado, teniendo en cuenta la consistencia y el peso
bruto del alimento que se incluye en cada recipiente, pa-

ra facilitar los siguientes pasos del proceso (7,8,14).

Evacuacién: Operacién esencial que consiste en la expul-
sib6n del aire de la lata antes de cerrarla. Se realiza
para disminuir fugas posteriores al cerrado debido a la
tensidn interior, expulsar el oxigeno que acelera la co-
rrosidén interna y crear un vacio cuando &sta se haya en-

friado. En los procesos industriales se evacfia el aire



utilizando calor, inyectando vapor o mecdnicamente depen-

~diendo del alimento que se va a enlatar (7,8,14).

Cerrado: Este paso estriba en cerrar la lata una vez ter-
minada la evacuaci6én. Se realiza por métodos mecénicos y
debe cumplir con los requisitos establecidos para el cie-
rre. Cuando el insertado es perfecto se obtiene un cie-

rre eficiente y hermé&tico, sin embargo, cualquier defecto
puede dar lugar a que el cierre sea incapaz de resistir

la presibén durante el tratamiento térmico posterior o pre-
sentar fugas con la consiguiente alteracifn del contenido

de la lata durante el enfriamiento y el almacenamiento (7).

Tratamiento Té&rmico: En esta fase se calienta la lata en
una atmbésfera saturada de vapor o agua caliente durante un
tiempo y a una temperatura predeterminados. Esta operacifdn,
en la industria alimenticia se conoce como '"'procesado" y
puede ser considerada como el punto crucial de todo el pro-
ceso de enlatado, ya que las propiedades de conservacién y
calidad del producto dependen de la realizacifén correcta de
la técnica empleada. Generalmente se realiza en autoclaves

o retortas (7,8,10,14,23),

Enfriado o Refrigeracibén: Una vez concluido el tratamiento



térmico, se enfria la lata con la mayor rapidez posible pa-
ra evitar la separacién de las junturas y prevenir el sobre-
calentamiento de los alimentos. Esta operacién es muy im-
portante y un error puede ser causa de considerables incon-

venientes y pérdidas (7,8,9,14).

Para lograr una mayor eficacia en el proceso de enlatado,
es importante que deba transcurrir el menor tiempo posible
entre la preparacién y el terminado del alimento para evi-

tar alteraciones posteriores (4,8).

La experiencia préctica demuestra que existe una relacidn
entre el nGmero de microorganismos presentes en un alimen-
to y el calentamiento necesario para destruirlos, el cual
solo asegura la esterilizacidén cuando el producto no esté
excesivamente contaminado, por lo tanto en la preparacibn
del alimento, es necesario controlar el nGmero de microor-
ganismos que potencialmente puedan llegar a producir alte-
raciones. Por otra parte también se ha demostrado que la
posibilidad de que los microorganismos lleguen al producto
envasado a través de las junturas y le provoquen alteracio-

nes, esti determinada por la condicién microbiolégica del



agua de enfriado, empleada en el proceso (8,9).

Las fuentes de contaminacién microbiana de los alimentos

pueden ser:

Materia Prima: Todos los productos naturales empleados pa-
ra enlatar deben estar sanos y limpios, para que no se re-
sienta la calidad del producto final y se puedan llegar a
controlar las posibles alteraciones futuras. Para la pre-
paracién y envasado de los alimentos se requiere una escru-
pulosa limpieza y una estricta obediencia a los principios
sanitarios. E1l sueldo es una fuente prolifica de microor-
ganismos y muchas alteraciones se deben a gérmenes proce-
dentes del mismo. En general, el oréanismo que se encuen-
tra con mayor frecuencia en las materias primas es Bacillus

coagulans, seguido por B. subtilis y B. licheniformis (8).

Fdbrica: El control de la contaminacién microbiana en la
fdbrica de enlatados descansa en la posesifn de un equipo
disefiado y construido adecuadamente en la eficacia de los

procedimientos de limpieza (6,8).



Envase. Ademis de la posible entrada de microorganismos
a través de las suturas defectuosas, el envase mismo pue-
de ser fuente de contaminacién de los alimentos. Desde
el punto de vista microbiolégico, su importancia radica

en su condicién higiénica (6,8).

Agua de Enfriamiento. La gran mayoria de las latas que
presentan fugas debido a que el compuesto adherente de la
juntura estd en estado relativamente blando, se contaminan
durante la fase de enfriamiento por la penetraci6én de pe-
quefias cantidades de agua a través de la sutura, aumentan-
do asi las posibilidades de que las bacterias sean arras-
tradas al interior de la lata. El grado de contaminacidn
dependerd de la carga microbiana del agua. Uno de los mé-
todos empleados con mayor €xito para reducir el contenido
microbiano del agua de enfriamiento consiste en afiadir al
agua soluciones germicidas. Sin embargo, es necesario
aclarar que el enfriamiento de las latas, deficientemente
cerradas, utilizando agua con un nGmero reducido de micro-
organismos, puede evitar la contaminacién durante este pro-
ceso, pero siempre existird el riesgo de una contaminacién

posterior debido a la penetracién del aire (6,8,16).

BIBLI OTECA
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Las alteraciones que pueden sufrir los alimentos enlatados
pueden deberse a causas quimicas y/o biolbgicas. E1l dete-—
rioro quimico m&s importante se debe al abombamiento por

la generacién de hidr6geno, que es favorecida por la aci-
dez del alimento, la temperatura elevada de almacenamiento,
las imperfecciones del estafiado y del barnizado interior de
la lata, la evacuacibn insuficiente y la presencia de sulfa-
tos y fosfidtos solubles. Otros defectos son los causados
por la interaccibén entre la base metdlica del bote y el con=-
tenido del mismo: como por ejemplo, la coloracibén anormal
del interior de la lata y del alimento, la produccidén de sa-
bores y/u olores anormales, el enturbiamiento del 1liquido o
jarabes, la perforacién del metal y la pérdida del valor nu-

tritivo: (1,6,15:22)%

La alteracidn bioldgica del alimento enlatado por microorga-
nismos puede ser consecuencia de la superviviencia de éstos
después del tratamiento térmico y/o los defectos del reci-
piente que permiten la entrada de organismos una vez termi-
nado el tratamiento térmico. Estos microorganismos presen-
tan gran diversidad de actividades metab&licas y, por 1lo
tanto, pueden alterar a los alimentos de muchas formas. Los
microorganismos que contaminan a los alimentos pueden ser
sapr6fitos, que causan determinadas alteraciones quimicas y

hacen inadecuado al alimento para el consumo humano o pat6-



genos para el hombre, que pueden dar origen a graves infec-

ciones o intoxicaciones cuando son ingeridos (2,6,11,15,17).

Para establecer la clasificacién de las ateraciones biol6gi-
cas que puede sufrir un alimento, es conveniente agruparlos
en base a su acidez:

1,- Alimentos de Baja Acidez: presentan un pH mayor o igual
a 5.3. Entre ellos se encuentran los productos cidrnicos y
los marinos, la leche y ciertas hortalizas.

2.- Alimentos de Mediana Acidez: alimentos con un rango de
pH entre 4,5 y 5.3. Las mezclas de alimentos clrnicos y ve-
getales, las especialidades como el spaghetti, las sopas,
las salsas, los esparragos, la remolacha y las espinacas es-
tédn consideradas en este grupo.

3.- Alimentos Acidos: estos alimentos presentan un pH entre
4.5y 3.7. Se toman como ejemplo, el tomate, la pera, el hi-
go, la pifia, y otras frutas.

4,- Alimentos de Alta Acidez: son aquellos con pH menor o i-
gual a 3.7. En este grupo estédn considerados los encurtidos,
la toronja, la mora, la fresa y otras frutas semejantes

(1:4:6)8)-

Sin embargo, debido a que la acidez guarda una estrecha re-
lacidn con el tipo de alteracién biolégica que puede sufrir

el alimento, para la clasificacién de las alteraciones mi-



crobiolfgicas es conveniente agrupar a los alimentos en:
1.- Alimentos de Baja Acidez: que comprende a los alimentos
con un pH igual o mayor a 4.6.

2.- Alimentos Acidos: que incluye a los alimentos con un pH

menor de 4.6 (2,6,8).

Por lo tanto las alteraciones microbiol6gicas de los alimen-
tos enlatados con Baja Acidez se agrupan en las siguientes

categorias:

Alteracidén Insipiente: Se presenta cuando el producto se
expone a temperaturas favorables para el desarrollo de los
microorganismos por un largo periodo de tiempo antes del
proceso de enlatado y esterilizacién. Como consecuencia de
ésto, las latas pueden presentar una considerable pérdida

de vacio, en casos extremos presentar abombamiento y en al-
gunos productos hasta puede verse disminufido el pH. En es-
te caso si se examinan las muestras directamente al micros-
copio, después de la esterilizacibén, se observarin numero-
sas bacterias, sin embargo los cultivos de los productos in-

cubados a 37 y 55°C no mostraran crecimiento (2,20,21,22).

Alteracibn Densa dentro del Proceso: Puede ser consecuen-
cia de un tratamiento térmico deficiente, que provoca una

textura dura en los alimentos s6lidos debido a una coccién



heterogénea y ademds puede evitar la destruccibn de bacte-
rias formadoras de esporas. Generalmente el ex&men micro-
biolégico directo y de los cultivos incubados a 30-37C°
muestran la presencia de una flora mixta no esporogena. Si
existen fugas en la retorta esta alteracién se puede pre-

sentar en algunas latas o en forma generalizada (2,6,8,20,21).

Alteracibén por Fugas: Consiste en la penetracién de micrc-
organismos al interior de la lata que ha sido esterilizada,
pudiendo llegar a detectarse la presencia de bacilos gram

negativos que no tienen importancia para la salud, Lactoba-

cillus spp., Micrococcus spp., Microbacterium spp., Leuco-

nostoc spp. y especies de enterococos, ademds, pueden ser
aislados levaduras y mohos en cultivos incubados a 30°C.
Las causas de esta alteracibén se pueden agrupar en facto-
res relacionados con los materiales de la lata o con la ma-
nipulacién de la misma y factores relacionados con el pro-

ceso o las operaciones de procesado (2,6,8,20,21,22).

Alteracidén Termofflica: Las alteraciones causadas por mi-
croorganismos term6filos son de tres tipos:

a) Agriado Plano: se llama asi, porque la lata conserva su
concavidad normal durante el agriado o produccién de &4cido
l4ctico, y se caracteriza por la presencia del Bacillus

~stearothermophilus y por el ligero descenso del pH. Esta

alteracibén se detecta bor métodos de cultivo. Las bacte-
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rias causantes, suelen proceder princibalmente del equipo

de la fabrica, de los escaldadores, hero también pueden pro-
venir de las materias primas o del suelo.

b) Alteracién por Term6filos Anaerobios ("T,A".): se presen-
ta por mantener la lata durante largo tiempo a temperaturas

elevadas, lo que ocasiona que se desarrolle el Clostridium

thermosaccharolyticum, que es un term6filo anaerobio obliga-

do, no produce &dcido sulfhidrico pero si otros &cidos,
escinde los azficares, forma esporas y gas, el cual hincha

el bote, llegando a reventarlo si éste se mantiene prolonga-
damente a altas temperaturas., Este microorganismo no forma
fdcilmente colonias en agar, por lo que se detecta sembrian-
dose en medios 1liquidos, tales como el caldo de tioglicola-
to, el caldo de higado con trozos de este 6rgano y otros,
incubando a 55°C y realizando exdmenes para detectar la pro-
duccidén de gas y de &cido. Tiene la misma procedencia que
las bacterias del agriado plano.

c) Alteracién o Putrefaccibén Sulfhfidrica: &sta no es comflin
en los alimentos enlatados de baja acidez. Cuando se pre-
senta esta alteracifn se detecta la presencia del Clostri-

dium nigrificans, que es un term6filo obligado y las espo-

ras son menos resistentes al calor que las esporas de las
bacterias presentes en el Agriado Plano y la alteracién T.
A., por lo que la presencia de este microorganismo en los

alimentos enlatados indica tratamiento té&rmico y enfriado

S o



deficiente o almacenamiento a temperaturas elevadas. La
fuente de las esporas es similar a las ya mencionadas para
las alteraciones del agriado plano y T.A., pudiendo ademis,

proceder del esti&rcol (2,6,8,20,21,22).

Tratamiento Térmico Insuficiente: Esta alteracién se puede

detectar por la presencia del Clostridium sporogenes que es

un anaerobio putrefactivo, sin embargo en esta alteracidn

se presentan con mayor incidencia microorganismos mes6filos
aerobios formadores de esporas. En casos severos de insufi-
ciente tratamiento té&rmico, se han aislado butiricos anaero-

bios como Clostridium butiricum o C. pasteurianum, pero con

mayor frecuencia especies proteoliticas y no proteoliticas

del Clostridium botulinum (2,6,8,20,21,22).

Las alteraciones microbiol6gicas en los alimentos Acidos en-

latados pueden ser catalogadas en los siguientes grupos:

Proceso Insuficiente: Una gran variedad de microorganismos
dcido-tolerantes formadores de esporas pueden sobrevivir al
procesamiento térmico, por la excesiva contaminacién del ali-
mento antes del proceso y/o al pretender dar un tratamiento
térmico suave para preservar la textura de los alimentos.
Estos microorganismos pueden ser:

a) Butiricos anaerobios, tales como el mes6filo anaerobio

Vi B e



ce 8cido butirico asi como diéxido de carbono e hidrdgeno.
b) AcidGricos, productores de agriado plano, particualrmen-
te Bacillus coagulans en productos de tomate. Estos son

anaerobios facultativos y pueden crecer entre los 30-35°C
L S65E,

c) Mohos resistentes al calor, particularmente en casos de
contaminaci6én de jugos concentrados y frutas con estos hon-

gos antes del proceso, como Byssochlamys fulva o especies

similares que producen ascosporas resistentes al calor. Es-
ta alteracibn se detecta por la presencia de sabor y olor
fungosos, la presencia de micelios en los productos y algu-
nas veces por un ligero abombamiento en la tapa de la lata.
d) Levaduras y/o bacterias asporogenas. Estos microorganis-
mos producen una alteracidn con caracteristicas semejantes

a la debida a fugas, por esta razén debe hacerse un exémen
minucioso de la lata en busca de defectos estructurales,

asi como también conocer si las condiciones de manejo de

los botes despué&s del proceso fueron satisfactorias y de es-
ta forma poder determinar la causa precisa de esta altera-

cién’(2,6,8,21,22).

Alteracibén Termofilica: Puede ocurrir en alimentos &cidos,
particularmente en productos alimenticios hechos con toma-

te. La identificacibn de esta alteracifn se puede realizar

T



utilizando temperaturas cruzadas de incubacién de 30-35°C

y 55°C, para diferenciar mes6filos de termé6filos (2,6,8,21,22).

Alteracibn Densa: Generalmente se detectan en &sta, bacterias
tolerantes al dcido, levaduras y mohos, provocando en la mayo -
ria de los casos gas y abombamiento de las latas. La altera-
cibén de las latas que permanecen planas es ocasionzda por ba-
cilos y/o cocos que no producen gas. Por lo general, el con-
tenido de las latas presenta un ligero desenso del pH, con o
sin cambios organolépticos obvios. Por otra parte cuando la
alteracidn es provocada por mohos se detecta la presencia de
micelios y esporas flngicas, ocasionando que en las latas su-
ficientemente alteradas penetre el oxigeno, lo cual se demues-
tra por la formacibén de un anillo grabado dentro de la lata

recien abierta (2,6,8,21,22).

La metodologia para el andlisis de los alimentos enlatados,
consta de tres etapas:

1.- Recopilacién e Interpretacidén de los antecedentes del pro-
ducto: en esta etapa se refinen las condiciones de produccidn,
almacenamiento e incidencia de los defectos en ciertas unida-
des de los lotes de alimentos. Este paso es irvaluable para
el diagnéstico de las condiciones microbiolégicas, ya que fre-
cuentemente la causa y la naturaleza de la alteracién son evi-
dentes cuando se ha realizado una revisién de los estudios an -

teriores,
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2.- Exidmen de los Envases y su Contenido: en este paso debe
tomarse en cuenta el tamafio de la muestra, sus condiciones
externas, el peso, el acondicionamiento del &4rea de trabajo,
la preparaci6én de las muestras, medida de la presidn o ané-
lisis de la produccibn de gas, toma aséptica de la muestra,
exdamen fisico, exdmen microscépico, determinacién del pH,
distribucibén del contenido y 1impieza del envase.

3,- Procedimientos Microbiolégicos de Cultivo: estos son di-
ferentes dependiendo del grado de acidez del alimento. Con-
siste en el aislamiento primario de los microorganismos y
su subcultivo, para clasificarlos dentro de los grupos cau-
santes de las alteraciones. La diferenciacién anterior de-
pende de las condiciones de desarrollo de los microorganis-
mos aislados de acuerdo a su requerimiento de oxigeno y a su

temperatura 6ptima de crecimiento (2,8,12).

Se han utilizado una gran variedad de medios de cultivo para
el examen bacteriolfgico de los alimentos enlatados. Ha si-
do préctica comln el empleo de medios especiales preparados
a partir del alimento a examinar, pero la mayorfa de los mi-
crobiblogos han observado que las condiciones nutricionales
de los microorganismos productores de alteraciones alimenti-
cias se cubren con medios de cultivo de facil preparacién,
como por ejemplo:

a) Medios de Cultivo para Alimentos Acidos: medio &cido de



proteosa peptona, caldo de higado con tomate picado, medio
de suero de naranja, extracto de malta, medio dextrosa-mos-
to, entre etros.

b) Medios de Cultivo para Alimentos de Baja Acidez: medio

de triptona-dextrosa, caldo de higado, caldo de triptona ex-
tracto de levadura, agar extracto de levadura-tioglicolato-
almidén, caldo dextrosa pGrpura de bromocresol.

c) Medios de Cultivo Adicionales: estos se emplean en eXame-
nes ordinarios para fines especificos, como agar sulfuro de
hierro, medio de infusién de guisante-jamdn, medio reforza-
do para clostridios, medio de nitrato azficar-jamén, medio

de "microjamén'y medio para levaduras osmofilicas (2,8,15).

Considerando todos los datos disponibles y la eficacia de
las condiciones en que modernamente se realizan las opera-
ciones de procesado, los alimentos enlatados y conservados’
industrialmente, son una fuente segura para el suministro a-
limenticio del hombre. Los alimentos enlatados raras veces
causan intoxicaciones alimenticias, a no ser que se contami-
ne el contenido de la lata una vez abierta, Cuando las in-
toxicaciones alimenticias guarden relacidén con los alimen -
tos enlatados debe investigarse una posible contaminacién y
el uso del contenido después de abierto el recipiente por

un tiempo prolongado (6,8).



Las intoxicaciones alimenticias de origen bacteriano se ad-
quieren por el consumo de alimentos contaminados con cier-
tos tipos de microorganismos o por consumir alimentos en

los que se han desarrollado bacterias que han producido sus
correspondientes toxinas. Actualmente se conocen cuatro ti-
pos nrincipales de bacterias causantes de toxiinfecciones

alimenticias: Clostridium botulinum, cuya toxina origina la

enfermedad conocida por botulismo; Clostridium perfringens,

ciertas especies de Salmonella spp. y Staphylococcus spp.,

que producen enfermedades caracterizadas por disturbios gas-
trointestinales agudos. Adem8s de &stos, como agentes res-
ponsables de toxiinfecciones alimenticias se han sefialado
otros microorganismos: hoy se sabe que algunas cepas de

Streptococcus faecalis pueden originar intoxicaciones en el

hombre, mientras que otros investigadores consideran que el

papel del Bacillus cereus y otras bacterias no es todavia

concluyente a este respecto (6,8,12),

Debido a la importancia que tienen los alimentos enlatados
en la dieta del hombre y tomando en cuenta las consecuen-
cias que podrian ocasionar si son indebidamente tratados,
se ha querido enfocar este estudio hacia el aislamiento de

microorganismos que pudieran alterar a estos alimentos.

En este trabajo se seleccion6é AtGn Enlatado, alimento de



Baja Acidez que generalmente se consume en forma directa y
sin proporcicnarle ningln tratamiento adicional que pudie-
ra destruir la posible presencia de microorganismos y toxi-

nas nocivos para el hombre.



MATERJALES Y MEBEIODOS

Para la realizacibn de este trabajo, se seleccion6 AtGn En-
latado y se analizaron un total de 60 muestras, las cuales
fueron recolectadas en el transcurso de los meses de Enero

a Abril de 1983,

Las muestras se obtuvieron al azar en diferentes expendios
del drea metropolitana de la ciudad de Monterrey y fueron
procesadas en el Laboratorio de Microbiologia de la Divi-
sidén de Ciencias Naturales y Exactas de la Universidad de

Monterrey.



Para llevar a cabo el anilisis del producto enlatado, se
realizaron las siguientes pruebas: Examen Preliminar de la
Muestra, Aislamiento Primario de Microorganismos y Pruebas

Microbiolégicas Primarias de Identificacién.

I. EXAMEN PRELIMINAR DE LA MUESTRA
En este examen se evalfian las condiciones externas de la la-
ta antes del anflisis microbiol6gico y se miden las dimen-

siones externas de los sentidos utilizando un microémetro.

IT. AISLAMIENTO PRIMARIO DE MICROORGANISMOS.

a) Incubacibén Preliminar de las Muestras: la incubacidn se
realiza durante una semana a 37°C.

b) Toma de la Muestra: se retira la etiqueta de la lata.
La zona que se va a perforar se sumerje en una solucibn
alcoh6lica al 70% durante diez minutos; el exceso se e-
limina con algodén y se seca completamente flameando la
lata. Se mide el vacio interno de la lata con un mand-
netro y se abre haciendo un corte circular. Se toma a-
proximadamente un gramo de la muestra, correspondiente
al centro y la periferia del contenido y se introduce a
un frasco que contiene 50 ml de solucién Ringer y per-
las de vidrio estériles, se agita vigorosamente y se de-
ja reposar por 10 6 15 minutos.

c) Inoculaciébn de los Medios de Cultivo: se inoculan 2 tu-
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bos con Caldo de Higado y Caldo Dextrosa PGrpura de Bro-
mocresol con 1 ml de la soluci6én Ringer. Una vez inocu-
lado el Caldo de Higado, se estratifica con Aceite Mine-
ral. Ambos medios se incuban a 37°C por 72 horas y a 55°C
por 48 horas (Tabla No. 1).

d) Subcultivos: los cultivos obtenidos en Caldo de Higado
y Caldo Dextrosa PGrpura de Bromocresol, incubados a 55°C,
se subcultivan, tomando una o dos asadas y se siembra
por estrias en placa de Agar Eosina Azul de Metileno y de
Agar Sangre y se incuban por 48 horas a 55°C; y los culti-
vos obtenidos en los caldos antes mencionados, pero incu-
bados a 37°C, se subcultivan en placas de Agar Eosina
Azul de Metileno, de Agar Sangre y de Agar para Estafilo-
cocos No. 110 y se incuban a 37°C por 48 horas (Tabla
s A (R

En caso de obtener cultivos mixtos en las placas de agar,
se procede a obtener cultivos puros, para lo cual es nece-
sario inocular cada colonia diferente en Caldo de Tripti-
caseina y Soya, incubar a 37°C por 24 horas y sembrar por
estrias en placas de agar en el que originalmente crecid

el microorganismo aislado.

ITI.PRUEBAS MICROBIOLOGICAS PRIMARIAS
A los cultivos puros obtenidos en placas de agar, se les rea-

liza las siguientes pruebas:
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a)

b)

c)

Agar para Estafilococos No. 110: prueba de la coagulasa
y reaccidén al Gram. ‘

Agar Eosina Azul de Metileno: prueba de la catalasa,
reaccidén al Gram, motilidad y via de utilizacién de Car-
bohidratos.

Agar Sangre: prueba de la oxidasa, reacci6én al Gram, mo-

tilidad y via de utilizacidén de Carbohidratos.

Los resultados se comparan con la tabla descrita por Co-

wan y Steel (3),
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TABLA No 1: Inoculacién de los Medios de Cultivo

INCUBA-
MEDIO DE CULTIVO TUBO | CION TIEMPO INVESTIGACION
Mesé6filo
Caldo Dextrosa 1 37°%¢C 72 hr Aerobio
PGrpura de
Bromocresol Terméfiio
1 85°€ 48 hr | Aerobio
Mes6filo
1 27°C 72 hr | Anaerobio
Caldo de Higado
Term6filo
. it i Anaerobio
TABLA No. 2: Subcultivos
INCUBA-
MEDIO DE CULTIVO CAJA | CION TIEMPO | INVESTIGACION
° Morfologia, Ca-
R el e e Pl
de Metileno (EMB) rOF’
1 55°C y
0 R Morfologia, Oxi
dasa,. Rxn{ ak-
Agar Sangre 48 hr Gram, motilidad
1 55°C y OF
y Staphylococcus
pgal para Estafi- | 4 37°C | 48 hr |spp., Rxn. al

lococos No. 110

Gram y Coagula-
sa

M



REACTIVOS

(R-1)

(R-2)

(R-3)

Solucién Ringer:

Nabl o oo 'vass R R P N el T 8.50
KGTiw oe7s » R e o T L CPEc s 3 0.20
NaCOzevvvnnnn. ok e e e e R e e i ws e 2,20
AR AeSTITRAE ., ciisins s n bod oo s s sialh wkid 50 b 1.00

Se disuelven las sales en el agua y se esteriliza a

121°C por 15 minutos.

Caldo Dextrosa PGrpura de Bromocresol:

DERLTOSB s s s sinls s e 606 % 6 v soa s 5004 v sian woen s A0 o0
EXtracto de CATRE, . v vesobivs A T A ; 3.00
BEDLODA 4 .« b 50 s wagie om A0 God b 0w 5ok n % LB it e 5.00
Bromocresol PGrpura...... e’ S WPy <o U 2.00

al 0.6% en alcohol

Reua 'destilads ... V. o inw o sud % s e St M v 1.00

Disolver los ingredientes por calentamiento, envasar

tubos y esterilizar a 121°C por 15 minutos.

El pH del medio se ajusta a 7.0 + 0.1.

Caldo de Higado:

Hicado de Res DPICEOD .5V s cominrinsninmnisy ool 00

ml

L

g

Agua destilada.....-...-.--....-..-'...-..-. 1.00L

Hervir durante una hora, Ajustar la reaccién de la
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mezcla a pH 7.0 y hervir durante otros diez minutos.

Filtrar con gasa o papel filtro y aforar a un litro.

Afiadir:

PEDLONA. .\ <l Bie e e o s ¥ oy e e s e eiie e u vis' s i PAL00 g
Fosfato de Potasio DibASICO . vaais sivvnnns 1.00 g
(K2 HPO4)

CIoruTo;. de SO0, ¢ « v 44 van AT s O R 15,007 g

Ajustar a pH 7.0. < 5e colocan trozos de 1,253 2.5 ¢cm
de higado en el fondo de cada tubo y se agregan 5 ml

del caldo. Se esteriliza a 121°C por 15 minutos; an-
tes de la inoculacibén debe hervirse el medio para eli-

minar el aire disuelto.

L



RBS UL T ADBOS

Se analizaron un total de 60 latas de atGn de diferentes
marcas, presentando contaminacién el 76.29% (46), debido a
la presencia de microorganismos mes6filos en 45 muestras y

microorganismos terméfilos en sélo 3.

La distribucidn de las muestras en base al nfimero de géne-
ros aislados se encuentra en la tabla 3, observidndose que
un 30.00% (18) de las latas presentaron contaminacién cau-

sada por la presencia de 2 géneros y un 1.67% (1) un maxi-



mo de 7, La frecuencia de muestras contaminadas en rela-
cién a los microorganismos identificados, se muestra en la

tabla 4, dominando entre ellos los géneros: Micrococcus

spp., Staphylococcus spp. y Bacillus spp.

Se examinaron las dimensiones externas de los sentidos de
la lata, calculdndose el grado de compacidad, con lo cual
se encontrd que un 65.00% (39) de las muestras presentod
cierre peligroso, del cual, el 45.00% (27) lo mostrd en la
tapa o en la base y el 20.00% (12) en ambos; y solamente

en un 35.00% (21) de las muestras se encontrd cierre bueno.

Se realcionb el grado.de compacidad-'del cierre con la fre-
cuencia de latas contaminadas por microorganismos y se es-
tableci6 que un 60.00% (36) de las muestras presentd conta-

minacién y la calidad del cierre peligroso (tabla 5).

En el andlisis de la presibén interna de las muestras se en-
contr6 que un 18.34% (11) estaba dentro de los limites &p-
timos de vacio, un 58.33% (35) tenian un vacio sospechoso

y un 23.33% (14) vacio peligroso.

Asimismo, se confrontaron el vacio interno de las muestras
y el grado de compacidad, encontrando que 35.00% (21) de

las muestras presentaron vacio sospechoso y cierre peligro-
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so (tabla 6). Por otra parte se determind que un 40,00%
(24) de las muestras presentaron contaminacién y vacio sos-

pechoso (tabla 7).

Se compar6 el vacfo interno, grado de compacidad y la condi-
cidén microbioldgica de las muestras, para establecer una co-
rrelacifn entre estas variables y se observd que un 30,00%
(18) de la muestra total present8 vacio sospechoso, cierre

defectuoso y contaminacién (tabla 8).
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TABLA 3

Distribucidén de las muestras analizadas con

relacidén al nGmero de géneros aislados.

NGmero NGmero de géneros Frecuencia
de muestras por muestra porcentual
14 0 25,33
12 1 20.00
18 2 30.00
7 3 11.66
6 4 10.00
1 b 1.67
| 6 1.67
1 7 167
TOTAL: 60 100.00




TABLA 4

Frecuencia de muestras contaminadas en

relacién al microorganismo aislado

NGmero de Frecuencia *

Microorganismo muestras porcentual
Micrococcus spp. 27 45.00
Staphylocoecus spp. 25 41.67
Bacillus spp. 15 25.00
Pediococcus spp. 7 s
Enterobacterias 6 10.00
Listeria spp. 6 10.00
Branhamella spp. S5 8559
Aerococcus spp. et 6.67
Alcaligenes spp. 4 6.67
Acinetobacter spp. 3 5.00
Corynebacterium spp. 3 5.00
Leuconostoc spp. 3 5.00
Streptococcus spp. 2 DS
Pseudomonas spp. 1 d.67

En relacién al total de muestras.




TABLA 5

Relaci6n del grado de compacidad con la condicién

microbiolégica del total de muestras.

Relacién®* NGmero de Frecuenci.
muestras porcentual
1 10 16.67
2 4 6.66
S 10 16.67
4 36 60.00
TOTAL 60 100.00

* Relacifn:

1 Latas no contaminadas con cierre bueno,

2 Latas no contaminadas con cierre peligroso.
3 Latas contaminadas con cierre bueno

4 Latas contaminadas con cierre peligroso.



TABLA 6

Relacién de la presidén interna

con el grado de compacidad

% a-
NGmero de Frecuencia
Relacién* | muestra Porcentual
i 2 333
2 8 3,35
3 15 25,00
4 21 35.00
5 4 6.67
6 10 16567
TOTAL 60 100,00
* Relacifn:
1 Latas con cierre bueno y vacio 6§timo
2 Latas con cierre peligroso y vacio Sptimo
3 Latas con cierre bueno y vacio sospechoso.
4 Latas con cierre peligroso y vacio sospechoso.
5 Latas con cierre bueno y vacio peligroso
6 Latas con cierre y vacio peligroso.
a Con relacidn al total de muestras.



TABLA 7

Relacién de la presibén interna con la condicién

microbiolégica del total de muestras.

Relacién* NGmero de Frecuencia
muestras Porcentual

1 1 67

2 10 16.67

3 11 18.33

4 24 40.00

5 2 S5

6 12 20.00

TOTAL 60 100.00

* Relacibn:

Latas con vacio 6ptimo no contaminadas.
Latas con vacio 6ptimo contaminadas.

Latas con vacio sospechoso no contaminadas.
Latas con vacio sospechoso contaminadas.
Latas con vacio peligroso no contaminadas.
Latas con vacio peligroso contaminadas.
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TABLA 8

Relaci6n del grado de combacidad con la presién interna

y la condicibén microbiolégica del total de muestras

Relacibn* Yoestras
Contaminadas No Contaminadas

A 2(03,33)2 0(00.00)
B 8(13.33) 1(01.67)
¢ 6(10.,00) 8(13.33)
D 18(30.00) 3(05.00)
E 2(03.33) - 2(03.33)
F 10(16.67) 0(00.00)

* Relacibn:

A Lata con cierre bueno y vacio 6ptimo.

B Lata con cierre peligroso y vacio 6ptimo.

C Lata con cierre bueno y vacio sospechoso,

D Lata con cierre peligroso y vacio sospechoso.

E Lata con cierre bueno y vacio peligroso.

F Lata con cierre y vacio peligroso.

a

Frecuencia porcentual del nfimero de muestras.




DI S CUSTON, ¥ -CONCLYUSTONES

En la actualidad los productos enlatados han adquirido gran
importancia, a tal grado que han llegado a modificar los hé-
bitos alimenticios del hombre. Por tal motivo se analizb
atGn enlatado para.determinar su contenido microbiano y asi
poder establecer si es una fuente importante de toxiinfec-

ciones alimenticias para el hombre.

Para el aislamiento primario de los microorganismos presen-

tes en el producto se seleccioné el mé&todo propuesto por



HHersom (8), el cual constituye el paso inicial para poder

llegar a la identificacifn de los microorganismos,

En los resultados obtenidos del aislamiento primario se ob-
servé que en 46 muestras (76,29%) hubo contaminacién, de las
cuales en 45 fue debida a la presencia de microorganismos me-

s6filos, en 2 a mes6filos y term6filos y en s6lo una a terméb-

filos,

El estédndar bacteriolbgico minimo establece que en todos los
alimentos enlatados de baja acidez, excepto en algunos pro-
ductos como la carne curada o ahumada y la leche evaporada,

deben estar ausentes esporas de €Clostridium botulinum y mi-

croorganismos poco resistentes al calor como cocos y bacilos
no esporulados. De acuerdo con esto, la presencia de tales
microrrganismos es considerada como posible evidencia de un
tratamiento té&rmico deficiente, de una contaminacidén poste-
rior debida a fugas o de un tiempo prolongado y una tempera-
tura elevada de almacenamiento (8), lo que lleva a deducir
que la mayoria de las muestras analizadas pudieron ser conta-

minadas en cualquiera de estas etapas.

En relacién al tipo de microorganismos aislados se encontré
la presencia de 14 géneros, entre los cuales predominaron

Microceccus spp.,Staphylecoccus spp. y Bacillus spp. en un
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45.00%, 41.67% y un 25.00% respectivamente; seguidos por

Pediococcus spp., Enterobacterias, Listeria spp., Branhamella

spp., Aerococcus spp. y Alcaligenes spp. con un rango de fre-

cuencia entre 6.67% y 11.67%; encontrdndose en menor frecuen-

cia Acinetobacter spp., Corynebacterium spp., Leuconostoc

spp., Streptococcus spp. y Pseudomonas spp.entre el 1.67% y

5.00%.

Para poder llegar a establecer una relacién entre el tipo de
microorganismo presente en el producto analizado y los facto-
res que influyen en su contaminacién, es necesario tomar en
cuenta, ademds de otros, los que corresponden a las caracte-
risticas propias del atGn, el cual es un alimento de baja
acidez, de consistencia s6lida y elaborado con aceite para
impartirle sabor, Estos factores influyen de diferente mane-
ra en la termorresistencia de los microorganismo, por ejem-
plo: la baja acidez del medio la aumenta, su estado fisico
impide que durante el tratamiento térmico, el calor se dis-
tribuya homogéneamente, lo que trae como consecuencia la
proteccién de los microorganismos presentes y el aceite que
debido a sus propiedades fisicoquimicas, ejerce un aumento

en la resistencia al calor de los microorganismos presentes

principalmente en los esporulados (8).

Los resultados obtenidos concuerdan con lo expuesto ante-
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riormente y es probable que los microorganismos que se ais-

laron con mayor frecuencia como Micrococcus spp, Bacillus

spp. Yy Streptococcus spp., entre otros, haya sido consecuen-

cia de &sto. No siendo el caso para los géneros Branhamella

spp., Listeria spp., Corynebacterium spp., Pseudomonas spp.,

Alcaligenes spp. y Enterobacterias, los cuales pueden conta-

minar al alimento durante el enfriado, manipulacidén o alma-

cenamiento de las latas.

Tomando en cuenta que la condicién microbiana de los alimen-
tos enlatados estid intimamente realcionada con la eficiencia
e higiene con que se realizé el proceso, se considerd de
gran utilidad evaluar el estado fisico de la lata para 1lle-
gar a determinar una posible relacifén entre el contenido mi-

crobiano y su origen.

"E1l estudio de las caracteristicas mecdnicas de los envases

juega un papel tan importante en los resultados, que el exa-
men de los insertados debe considerarse como una parte funda
mental de la investigacién bacteriolfgica de los alimentos

enlatados. E1 estado bacterioldégico del contenido puede de-
terminarse por pruebas de cultivo, microscdpicas y otros en-
sayos, pero ninguno de ellos indica si los botes presentarén
fugas o, si ya ha tenido lugar la alteracién, si &sta se de-

bi6 a defectos tales como insertados que no se ajustan a las



normas establecidas, al uso de agua muy contaminada o a unos

insertados dafiados o deformados' (8).

Del examen de las dimensiones externas de los sertidos se en-
contrd que un 65.00% (39) de las muestras present6 cierre pe-

ligroso y un 35.00% (21) cierre bueno.

Coincidiendo con los reportes de la bibliografia, se encon-
tr6 que un 60.00% (39) de las latas con cierre defectuoso
mostré contaminacién, un 16.67% (10) con cierre bueno no esta-
ban contaminadas y un 6,66% (4) con cierre peligroso no pre-
sentd contaminaci6én. Demostrando que generalmente la presen-
cia de fugas en la lata trae como consecuencia la contamina-
ci6én del producto durante la fase de enfriamiento o almacena-

miento.

Sin embargo, se encontr6 que un 16.67% (10) de las muestras
con cierre bueno presentaron contaminacidén microbiolégica,
lo que demuestra una posible deficiencia en el tratamiento

térmico o durante el almacenamiento.

Una de las alteraciones fisicas que se presenta con mayor
frecuencia en los productos enlatados, es el vacio insufi-
ciente, el cual es provocado por una evacuacibén deficiente,

ocasionando que la lata sufra deformaciones fisicas, y de
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esta manera la formacibén de fugas, las cuales son indeseables

por la alta probabilidad que ofrecen a que el alimento se con-
tamine después del tratamiento térmico. Por otra parte al no

haber vacio en las latas es posible la presencia de oxigeno

en el interior de &stas, lo que ofrece una condicibén Sptima

para que proliferen los posibles microorganismos presentes (8).

Por tal motivo se confrontaron el vacio y el grado de compa-
cidad de las muestras, encontrando que un 35.00% (21) tenian
cierre peligroso y vacio sospechoso, un 16.67% (10) cierre y
vacio peligroso y s6lo un 3.33% (2) cierre bueno y vacio 6p-
timo, lo que nos lleva a deducir que los resultados concuer-
dan con lo anteriormente dicho en lo referente a que un va-
cic insuficiente origina, en la mayoria de los casos, la pre-
sencia de fugas. Igualmente se observé que un 25.00% (15)

de la mmestra present6 cierre bueno y vacio sospechoso y un
6.67% (4) cierre bueno y vacio peligroso, lo que puede indi-

car aiguna deficiencia durante la evacuacibn,

Cabe resaltar que un 13.33% (8) de las latas mostraron cie?
rre peligroso y vacio 6ptimo. La respuesta a esto es que en
ocasiones el cierre aunque no cumpla con las normas estable-

cidas, no presenta fugas.

Por otra parte los resultados obtenidos de la relacién en-
tre la presidén interna y el contenido microbioldégico de las

muestras coinciden con lo expuesto, debido a que un 20.00%
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(12) de la muestra present6 vacio peligroso y contaminacidn

y un 140.00% (24) vacio sospechoso y contaminacidén. Sin embér-
go, un 16.67% (10) mostr6 vacio 6ptimo y contaminacibn, 1lo
cual es indicativo de un tratamiento térmico deficiente o de
un almacenamiento inadecuado.

De acuerdo a lo antes mencionado, se puede observar que exis-
te una relacidn entre las condiciones microbianas de las mues-
tras, el grado de compacidad y la presidén interna de la lata,
aunque cabe la posibilidad de que &sta sea una consecuencia

de rotrosiEactores.

En base a los resultados que se obtuvieron en este estudio,

se concluye lo siguiente:

1.- La frecuencia de muestras contaminadas puede ser mayor de-
bido a que en este trabajo no se realizd la identificacidn

de microorganismos anaerchios estrictos.

2.- Bxiste una correlacibfn directa entre el indice de contami-
nacidén observado en las muestras y los factores involucrados
con la naturaleza del producto procesado.

3.- La temperatura y el tiempo de almacenamiento deben ser
cuidadosamente controlados debido a que los microorganisios
termorresistentes est&n presentes afin cuando el proceso de en-
latado se haya realizado exitosamente.

4.- Debido a que el nGmero de muestras analizadas fue pequefio,
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de diferente marca y se desconocia el lote de procedencia, no
es posible establecer si el atlGn es una fuente importante de

toxiinfecciones alimenticias para el hombre.

Para 1a realizacién de estudios posteriores, se recomienda me-
dir el pH del producto, asi como la.observacién al microsco-
pio, determinar el nGmero de microorganismos por gramo de pro-
ducto, aislar e identificar los gérmenes anaerobios estrictos
y de esta forma obtener resultados que lleven a una conclusién

mds completa.



RESUMEN

Se analizaron 60 muestras de AtGn Enlatado, adquiridas al
azar en diferentes expendios del drea metropolitana de la
ciudad de Monterrey para determinar la presencia de micro-
organismos, utilizando para su aislamiento Caldo de Higado
y Caldo Dextrosa PGrpura de Bromocresol. A cada uno de
los microorganismos aislados se les realizaron pruebas Mi-

crobiolbgicas Primarias para su identificacién.

Del total de muestras analizadas, 46 presentaron micoorga-

nismos, en su mayoria mes6filos, es decir el 76.67%.



De los microorganismos aislados, los géneros que se presen-

taron con mayor frecuencia fueron: Micrococcus spp., Staphy -

lococcus spp. Yy Bacillus spp.
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