UNIVERSIDAD DE JAEN
Facultad de Ciencias Experimentales

Trabajo Fin de Grado

ANALISIS
MICROBIOLOGICO DE
ALIMENTOS
VEGETALES

Alumno: Maria José Garcia Lopez

7))
Q
©
)
-
b
=
i
&)
O
>
m ]
o
>
O
-
D
O
Q
O
O
©
=
>
O
©
LL

Junio, 2019




B,

Facultad de

Ciencias Experimentales

UNIVERSIDAD DE JAEN
Facultad de Ciencias Experimentales

Trabajo Fin de Grado

ANALISIS
MICROBIOLOGICO DE
ALIMENTOS
VEGETALES

Alumno: Maria José Garcia Lopez

(7))
o
©
-
i
O
=
—
O
o
<
LLI
e
©
O
@
o
O
O
O
O
©
=
-
O
©
(L

Junio, 2019




Indice

L RESUMIBN ... e e e e e e e e e e e e e 3

P28 | 11 o Yo 11 T ox o o 0 4
2.1 Contaminacion de los alimentos vegetales................ccoocvvevenn. 6
2.2 Microorganismos patdgenos emergentes de los alimentos............ 8

2.3 Prevencion y control de microorganismos patdgenos presentes en

[0S @lIMENTOS. ... o 10

I T ] o =] € 1Yo 1 14
4. Material Yy MEtOdOS......cc.vieiii i e e e e 1D
5. RESUITAUOS. ... e e e e e 00 22
5.1 Resultados obtenidos en el recuento microbiano......................... 22
5.2 Identificacion de las colonias..........coooiiii i 27
5.3 Representacion grafiCa..........cocoviv i, 33

T I 1Y ox U= T o 35
7. CONCIUSIONES ... e e e e e e e 36
8. Bibliografia..........ccoviiiiii e 3T



1. RESUMEN.

En los dltimos afios se ha detectado un mayor numero de enfermedades
transmitidas por frutas y hortalizas, la informacién disponible muestra que es un
problema que crece en importancia. Comprender la complejidad del problema de
la contaminacion microbiana de los vegetales y tener conciencia de su
importancia es el primer paso para lograr una alta calidad en los productos
horticolas. El reciente desarrollo de técnicas bioquimicas, inmunologicas y
genéticas mas sensibles y eficaces para el aislamiento e identificacion de
microorganismos, ha jugado un papel importante en la identificacién y
cuantificacion de microorganismos responsables de contaminacion |y
toxiinfecciones alimentarias (TIA). En el presente estudio se realiza un analisis
microbiolégico de 10 alimentos vegetales, en concreto fresa, perejil, espinacas,
col rizada, brotes tiernos procedentes de una bolsa de ensalada, pimiento verde,
calabacin, puerro, berenjena y zanahoria, en el que se trata de determinar su
carga microbiana y realizar un analisis morfolégico a nivel macroscoépico de las
colonias.

Palabras clave: Alimentos vegetales, frutas, hortalizas, recuento microbiano,

toxiinfecciones alimentarias.

Abstract:

In recent years, a greater number of diseases transmitted by fruits and
vegetables have been detected, the available information shows that it is a
problem that grows in importance. Understanding the complexity of the problem
of microbial contamination of vegetables and being aware of their importance is
the first step to achieve high quality horticultural products. The recent
development of more sensitive and effective biochemical, immunological and
genetic techniques for the isolation and identification of microorganisms has
played an important role in the identification and quantification of microorganisms
responsible for contamination and food toxicity (TIA). In the present study, a
microbiological analysis of 10 plant foods, namely strawberry, parsley, spinach,
kale, tender shoots from a bag of salad, green pepper, zucchini, leek, eggplant
and carrot, is carried out. to determine their microbial load and perform a

morphological analysis at the macroscopic level of the colonies.



Key words: Vegetable foods, fruits, vegetables, microbial count, food toxin

infections.

INTRODUCCION.

El hombre consume productos alimenticios para obtener la energia y los
nutrientes necesarios para subsistir. Los vegetales, las hortalizas y las frutas
siempre han sido utilizadas y su seleccion depende, ademas de los nutrientes
gue aportan, de los atractivos colores y sabores que presentan. Las frutas y
hortalizas constituyen, junto a otros grupos de alimentos, la esencia de lo que
entendemos por dieta mediterranea (Camara et al., 2008)

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) confirma, la existencia de
numerosas evidencias que relacionan el consumo de frutas y verduras con un
buen estado de salud y la prevencion del desarrollo de ciertas enfermedades. De
esta manera, la FAO/OMS recomienda un consumo diario de al menos 400 g de
frutas y verduras para prevenir enfermedades cronicas, en especial las
enfermedades cardiovasculares, la diabetes tipo Il, el cancer y la obesidad. Asi,
se garantiza el aporte adecuado en micronutrientes, fibra y otras sustancias
beneficiosas para nuestro organismo.

Segun el Codigo Alimentario Espafiol (1991), define las frutas, como “frutos
infrutescencias o partes carnosas de oOrganos florales que han alcanzado un
grado adecuado de madurez y son propias para el consumo humano”. Mientras
gue este mismo organismo define las hortalizas, como “cualquier planta
herbacea horticola en sazén que se puede utilizar como alimento, ya sea en
crudo o cocinada”. Indica, ademas, que la denominacion de verdura distingue a
un grupo de hortalizas en las que la parte comestible esta constituida por sus
organos verdes (hojas, tallos o inflorescencias) y que las legumbres frescas son
los frutos y semillas no maduros de las hortalizas leguminosas. No obstante, a
nivel popular, este término se utiliza indistintamente ampliando el nombre de
verduras a todas las hortalizas.

A pesar de tener una composicion diferente, en este grupo de alimentos se
incluye también los tubérculos, que son definidos como brotes subterraneos
engrosados que contienen las sustancias de reserva necesarias para que

germine una nueva planta. (Vollmer et al., 1999)



Las verduras y hortalizas en su composicién son ricas en fibra, vitaminas y
minerales a la vez que son pobres en lipidos y proteinas. En este grupo de
alimentos destaca por su aporte de vitamina C y carotenos que les conceden
una alta capacidad antioxidante (Aranceta y Pérez- Rodrigo., 2006)

Las interacciones mutuas entre los microorganismos con las plantas y los
animales son naturales y constantes. En la naturaleza, estd perfectamente
comprobado el papel ecologico de los microorganismos, asi como su importancia
en los distintos ciclos geoquimicos. Como casi todos los alimentos que consume
el hombre proceden basicamente de las plantas, de los animales o de productos
derivados de los mismos, resulta comprensible que dichos alimentos puedan
contener microorganismos que interaccionen con ellos. Los microorganismos en
la mayoria de los casos, utilizan nuestros alimentos como fuente de nutrientes
para su propio crecimiento, por lo que naturalmente, puede ocasionar su
alteracion. Los microorganismos pueden deteriorar un alimento porque se
multiplican en él, utilizan sus nutrientes, producen modificaciones enzimaticas, y
le comunican sabores desagradables mediante el desdoblamiento de
determinadas sustancias o mediante la sintesis de nuevos compuestos. La
alteracion de los alimentos es consecuencia légica de la actividad de los
microorganismos, (Frazier y Westhoff, 1993), por lo que los alimentos pueden
jugar un papel importante en la transmision de enfermedades de origen
alimentario y constituyen un problema de salud publica importante (Vanderzant
and Splittstoesser, 1992). Se consideran como la mayor causa de morbilidad,
tanto en paises desarrollados como en vias de desarrollo, ademas son causa
frecuente de mortalidad en estos ultimos. La magnitud del impacto socio-
econdémico que generan estas enfermedades es dificil de medir, mas adn cuando
muchos casos ni siquiera son informados (Todd, 1989).

En los dltimos afios se ha detectado un mayor nimero de enfermedades
transmitidas por frutas y hortalizas, la informacién disponible muestra que es un
problema que crece en importancia. Los riesgos biolégicos asociados a los
productos horticolas estan relacionados con las malas practicas de produccion,
como el empleo de agua de riego contaminada, el uso de desechos biolégicos
sélidos como fertilizante sin tratamiento o con tratamiento inapropiado, la

presencia de animales en las areas de cultivo, la proximidad a zonas de



acumulacién de aguas albafales o sdlidos organicos, una inadecuada higiene de
las instalaciones, entre otros.

Comprender la complejidad del problema de la contaminacion microbiana de los
vegetales y tener conciencia de su importancia, es el primer paso para lograr una
alta calidad en los productos horticolas. A nivel actual de la tecnologia no es
posible eliminar el riesgo de forma total, por lo que hay que establecer medidas
para reducirlo. Es preferible, mas efectivo y econdmico prevenir la contaminacion
microbiana en las frutas y hortalizas que eliminarla una vez que tiene lugar.
Teniendo en cuenta, que los vegetales que se consumen crudos 0 minimamente
procesados, se pueden contaminar durante la produccién y constituir una via de
transmision de parasitos y bacterias patdgenas para el hombre (Puig et al., 2014)
dado que las frutas y verduras son productos frescos, los tratamientos para
reducir la poblacién bacteriana en los productos no deben ser térmicos. Sin
embargo, no hay muchos tratamientos que puedan aplicarse a los productos
frescos. Por lo tanto, se ha sugerido un sistema de buenas practicas agricolas
(BPA) para disminuir la posible contaminacion de bacterias patogenas en
productos frescos, a este sistema se le define como practicas generales para
mejorar la seguridad microbiana alimentaria de las frutas y hortalizas frescas en

la cosecha, clasificacion, cultivo, empaque y almacenamiento (De Roever, 1998).

2.1 Contaminacion de los alimentos vegetales:

Segun Frazier y Westhoff en 1993, en la superficie de las plantas en crecimiento
existe una flora microbiana tipica, que se puede contaminar por el aporte de
microorganismos de distinta procedencia, como puede ser la animal que desde
las formas mas sencillas a las mas evolucionadas, aportan al suelo y al agua,
sus excretas y finalmente, su propio organismo.

Otra via de contaminacion son las aguas residuales, ya que los cultivos pueden
ser regados por aguas residuales domésticas sin tratar, existe la posibilidad de
gue los alimentos vegetales recién cosechados estén contaminados por
microorganismos patégenos para el hombre, sobre todo por aquéllos que
producen trastornos gastrointestinales. Las aguas residuales tratadas que van a
parar al suelo o al agua también aportan microorganismos, aunque, en
comparacion con las aguas residuales no tratadas, generalmente tienen una

menor cantidad total de microorganismos y un menor nimero de patdégenos.
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Ademas, las aguas naturales no so6lo contienen su propia flora microbiana, sino
gue también contienen microorganismos procedentes del suelo (edaficos),
posiblemente microorganismos procedentes de los animales y de las aguas
residuales. El agua que se utiliza por tanto en los distintos tratamientos a que se
someten los alimentos, debe ajustarse a los patrones bacteriol6gicos del agua de
bebida y debe ser aceptable, tanto desde el punto de vista higiénico como desde
el punto de vista econémico.

También se puede producir contaminacion a través del suelo, que contiene una
gran variedad de microorganismos, de manera que cuando el polvo del suelo es
levantado por las corrientes de aire, las particulas de tierra son arrastradas por
las corrientes de agua para alcanzar el interior o la superficie de los alimentos. El
suelo es una importante fuente de bacterias esporégenas termorresistentes.
Aunque los actuales sistemas de tratamiento de los alimentos, suelen incluir el
lavado de la superficie de estos, eliminando asi gran parte de la tierra y el polvo
del suelo.

El aire, aunque carece de una flora microbiana propia, ya que todos los
microorganismos que contiene, han llegado a él de forma accidental y
normalmente estan adheridos a la superficie de particulas sélidas en suspension
o en el interior de gotitas de agua, también puede considerarse una via de
contaminacion. El nimero de microorganismos existentes en el aire en un
momento dado, depende de factores tales como la velocidad con que se
desplaza, la intensidad de la luz solar, su grado de humedad, la situacion
geografica, y la cantidad de particulas sélidas o liquidas que contiene en
suspension.

La contaminacion natural de los alimentos, puede tener lugar antes de ser
cosechados y almacenados, o bien mientras se manipulan y se someten a algun
tipo de tratamiento. Otras contaminaciones pueden tener origen en el equipo que
entra en contacto con los alimentos, en los materiales utilizados para
envolverlos, y en el personal (Frazier y Westhoff, 1993).

Si bien la precosecha de verduras y frutas, es probablemente la principal
preocupacion en términos de patdgenos que son transmitidos por los alimentos,
también en la postcosecha hay oportunidades durante el transporte (transporte
abierto, vehiculos de transporte), transformacioén (inmersidon en agua y corte o

pasos de rebanado), embalaje (embalaje inadecuado, equipo de embalaje),
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distribucion y comercializacién. Todos estos puntos tienen el potencial para
contaminar cualquier tipo de vegetal con bacterias patégenas, asi como seguir
potenciando el crecimiento de estos microorganismos (Brackett, 1994). Todo
esto es debido, en parte a las diversas y complejas formas que tienen los
diferentes paises e incluso dentro de un mismo pais de llevar a cabo el
procesado de frutas y verduras. Posteriormente, se procede al embalaje en el
campo, se envasa entero, después de retirar las hojas exteriores y la superficie
de la suciedad mediante lavado con hielo, para a continuacion precortar y
embolsar. Ademas, una vez que el producto se corta y se lava varias veces, se
puede mezclar con otro producto antes de ser embolsado (Food and agriculture
Organization of the United Nations world health Organization, 2008). Otros
factores a tener en cuenta son, el tiempo y la temperatura de almacenamiento

durante su distribucion.

2.2 Microorganismos patdgenos emergentes de los alimentos:

El reciente desarrollo de técnicas bioquimicas, inmunolégicas y genéticas mas
sensibles y eficaces para el aislamiento e identificacion de microorganismos en
los animales, alimentos y personas, han jugado un papel importante en su
identificacion y cuantificacibn de microorganismos como responsables de
contaminacion exdgena y por tanto, de toxiinfecciones alimentarias (TIA).
Igualmente lo han sido los cambios demogréficos y de comportamiento
nutricional de la poblacion con nuevos habitos nutricionales, basados en el
consumo de platos preparados, precocinados y de los servicios de restauracion
colectiva, con las consecuencias sanitarias desafortunadas derivadas de un error
en su manejo y control. Ademas, la demanda social de alimentos mas
“naturales”, “sanos”, “saludables” o “convenientes”, también ha conducido a la
produccion de alimentos menos procesados Yy mMenos  Seguros
microbiolégicamente (Hernandez, 2010.). Los cambios en los métodos de
procesado y conservacion de los alimentos, han tenido también su reflejo en el
desarrollo de los microorganismos patdgenos emergentes de los alimentos
(MPEA) (Skovgaard, 2007). Hasta 1950 los microorganismos patégenos
conocidos transmisibles por alimentos eran Salmonellaspp., Staphylococcus
aureus y Clostridium perfringens, a los que un poco mas tarde se sumé Bacillus

cereus. El empleo masivo de la refrigeracion en la cadena alimentaria y en los
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hogares permitié, en la década de los 60, la identificacion de Yersinia
enterocolitica como MPEA por su desarrollo a temperaturas cercanas a los 0 °C.
En la moderna industria alimentaria, la incorporacion de metodologias de
inactivacion microbiana, basadas en la utilizacion de diversos tipos de estrés y
de tratamientos subletales, como en los alimentos minimamente procesados
(MPF), han facilitado que la resistencia microbiana a un estrés confiera
resistencia a otros. El reconocimiento de la existencia de formas viables pero no
cultivables (VBNC) de algunos microorganismos responsables de TIA también
ha permitido identificar su presencia en los alimentos. Microorganismos como
Campylobacter spp., Helicobacter pylori, H. pullorum, Listeria monocytogenes,
Mycobacterium tuberculosis, Vibrio cholerae 01 y 0139, y Arcobacter spp. son
MPEA.

Los MPEA derivan, fundamentalmente, de modificaciones genéticas resultantes
de la adquisicion de nuevos genes, de la pérdida de otros, de mecanismos de
recombinacion genética, de la transmision horizontal de factores de virulencia y
de resistencias a agentes antimicrobianos, de resistencias a los nuevos métodos
de procesado, conservacion de los alimentos y de un control inadecuado de la
proteccion de la salud publica. Otras caracteristicas de los MPEA son su rapida
propagacion y facil difusion, al afectar a sectores poblacionales muy sensibles
(niflos, ancianos e inmunodeprimidos), y algunos, ser responsables de lesiones
permanentes o secuelas. (Hernandez, 2010)

El reciente aumento del consumo de hortalizas, frutas y zumos también ha
propiciado un incremento en el numero de brotes de TIA. En el otofio de 2006 se
produjeron en EE.UU. cuatro brotes epidémicos independientes ligados al
consumo de espinacas, tomates y lechugas con cepas de Salmonella spp. y E.
coli enterohemorragico (EHEC, O157:H7) (Doyle y Erickson, 2008). Otros
estudios, reflejan el comportamiento de enterobacterias y virus de permanecer
en las tierras de cultivo, de formar biofilms, o de su internalizacion en las
verduras y frutas, los cuales favorecen los brotes de TIA mediados por el
consumo de alimentos vegetales (Heaton y Jones, 2008). Desde hace tiempo se
conoce la translocacion de E. coli EHEC, estiércol y agua de regadio
contaminadas, a las hojas de las lechugas y su internamiento en las células
vegetales (Solomon et al., 2002), asi como E. coli EHEC utiliza los filamentos

EspA para adherirse a las hojas de las lechugas (Shaw et al., 2008). También se
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ha descrito el internamiento de microorganismos responsables de TIA en
protozoos, aislados de espinacas y lechugas (Gourabathini et al., 2008), de tal
manera que los sistemas agrarios actuales de produccion de alimentos y de
ganaderia intensiva, también facilitan la prevalencia y auge de los MPEA. Un
comercio y un turismo internacional globalizado también favorecen la distribucion
y dispersiéon de los MPEA ya que, la produccion y comercializacién de los
alimentos en gran escala facilita su difusion y la posibilidad de contaminaciones
cruzadas con otros alimentos. La capacidad de algunos MPEA de formar
peliculas biolégicas (biofilms) les permite sobrevivir a numerosos procesos de
conservacion y eludir tratamientos de limpieza y desinfeccion.

Otros factores que favorecen el auge de las TIA por MPEA son la edad siendo,
generalmente, los nifilos y mayores los mas sensibles, asi como la gestacion, la
hospitalizacion, el consumo de antibiéticos, el alcoholismo y el incremento de
una poblacion inmunodeprimida por enfermedades o por agentes
inmunosupresores en terapias de cancer, de trasplantes de 6rganos o por el

sindrome de inmunodeficencia adquirida (SIDA) (Hutson et al., 2004).

2.3 Prevencién y control de microorganismos patdégenos presentes en los
alimentos:

Reducir, eliminar o controlar la presencia de bacterias patdgenas emergentes
transmisibles por alimentos (BPEA) no es facil si se consideran las posibles vias
de contaminacion de los alimentos. Sin embargo, es necesario adoptar
estrategias que aseguren la calidad y seguridad de los alimentos desde su
produccion hasta su consumo. La prevencion y control de BPEA durante la
produccion primaria de alimentos de origen animal y vegetal, asi como la
adopcién por la industria alimentaria de sistemas de prevencion y control de la
calidad, un mejor manejo higiénico de los alimentos en los hogares y lugares de
restauracion, asi como un mayor control de los alimentos destinados a los
sectores poblacionales mas sensibles y la aplicacion de las tecnologias mas
eficaces de inactivacion microbiana deberian ayudar, sin duda, a reducir la
incidencia de TIA por BPEA (Hernandez, 2010.).

La conservacion de los alimentos tiene como objetivo principal mantener un
producto en perfectas condiciones higiénicas y preservar sus cualidades

reoldgicas y organolépticas (Casp y Abril, 2003). Para ello es necesario impedir,
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minimizar el crecimiento y la actividad de los microorganismos, asi como

proporcionar niveles aceptables de seguridad higiénica, alargar y mejorar la vida

atil de los alimentos. Existen diferentes métodos para cumplir estos objetivos.

Desde hace siglos nuestros antepasados utilizaban técnicas de conservacion

basadas en el secado, la salazén y el ahumado de carnes y pescados. De forma

tradicional, estas técnicas se han seguido manteniendo a lo largo de la historia

junto a otros meétodos como son el escabechado, el encurtido, el adobo, el

marinado, el confitado y el manejo de las fermentaciones. Los avances en la

conservacion de alimentos, permiten agrupar estos métodos en fisicos, quimicos

o bioldgicos y sus diversas combinaciones (Toledo de Arbol, 2016).

Métodos fisicos de conservacion:

Existe una amplia diversidad de métodos fisicos aplicables a la
conservacion de los alimentos, los cuales se basan en el empleo de
distintas temperaturas y en la reduccion de la actividad de agua de un
alimento para inhibir, destruir o eliminar los microorganismos indeseables.
La conservacion en frio (refrigeracién y congelacion), el tratamiento por
calor (pasteurizacion y esterilizacion) y la deshidratacion (desecacion y
liofilizacion) de los alimentos son los métodos mas empleados para evitar
o ralentizar el crecimiento de microorganismos. En la refrigeracion, la
temperatura de los alimentos, se mantiene entre -1 y 8°C, y se utiliza con
relativa frecuencia junto con otros métodos de conservacion
(fermentacion, irradiacion, pasteurizacion) o con conservantes quimicos
(como la sal o los acidos organicos) para reducir la velocidad de las
transformaciones microbianas y bioquimicas que tienen lugar en el
alimento , para prolongar la vida util de alimentos sometidos a procesos de
conservacion poco drasticos (Fellows y Sala Trepat, 1993). Los
tratamientos térmicos tienen como objetivo principal inactivar a los
microorganismos de riesgo en el alimento, ya sea reduciendo la carga
microbiana (como en el caso de la pasteurizacion) o consiguiendo su total
inactivacion, como por ejemplo los métodos de esterilizacion por calor. En
las ultimas décadas, se han desarrollado nuevas tecnologias y sistemas
de envasado que han generado un gran interés en la industria alimentaria,

ya que cumplen estos objetivos sin la necesidad de aplicar un tratamiento
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térmico al alimento. Estos métodos no térmicos de conservacion son
beneficiosos, dado que los consumidores de hoy en dia demandan un
producto fresco que sea de calidad, por lo que se esta evaluando su
potencial como alternativa 0 como proceso complementario a los métodos
cldsicos de conservacién (Casp y Abril, 2003) como por ejemplo, la
irradiacion, es un tratamiento que utiliza radiaciones ionizantes,
generalmente electrones de alta energia u ondas electromagnéticas, para
mejorar la seguridad microbiolégica de ciertos alimentos, ya que provoca
dafios en el ADN impidiendo su replicacion y paraliza la division celular.
Otros tratamientos que han demostrado resultados inetersantes para
inactivar los microorganismos de los alimentos son, los tratamientos por
altas presiones hidrostéaticas, por campos eléctricos pulsantes, campos

magnéticos oscilantes y la luz pulsada (Casp y Abril, 2003).

Métodos quimicos de conservacion.

Se basan en el uso de aditivos quimicos. Los aditivos quimicos son
sustancias quimicas que no presentan toxicidad, las cuales son capaces
de evitar el crecimiento de microorganismos y de afadir a los alimentos
una mejora en su calidad de conservacion, de manera que mantiene su
valor nutritivo y adaptarlos al uso al que van destinados. Entre los
diferentes tipos de aditivos que se pueden incorporar a los alimentos se
encuentran los colorantes, conservantes, antioxidantes, espesantes,
estabilizantes, aromatizantes, emulsionantes, edulcorantes, acidulantes,
etc. En los paises de la Union Europea, los aditivos alimentarios
autorizados (incluyendo los conservantes) se designan mediante un
namero de cdédigo que comienza con la letra E seguida de una cifra de 3 0
4 digitos.

Los conservantes quimicos, se clasifican en organicos o inorganicos, y
pueden ser obtenidos a partir de fuentes naturales o de sintesis quimica.
Mientras que los conservantes procedentes de fuentes bioldgicas, se
conocen en conjunto como bioconservantes (Toledo de Arbol, 2016).

La industria alimentaria también emplea otro tipo de sustancias conocidas
como desinfectantes o biocidas (McDonnell y Russell, 1999) en las

operaciones rutinarias de limpieza y desinfeccion de maquinarias y
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equipos. Ademas, como puede ser el caso de frutas y verduras, a veces
también se utilizan para disminuir la carga microbiana en la superficie de
las materias primas. Se trata de compuestos quimicos que atacan a
moléculas esenciales para el metabolismo microbiano o la estructura

celular mediante interacciones quimicas especificas.

Métodos bioldgicos de conservacion.

La demanda del consumo de alimentos naturales y su vez mas seguros
ha llegado a proponer el uso intensivo de métodos de bioconservacion
(Stiles, 1999), basados en el empleo de la propia microbiota del alimento
de forma natural o controlada, e incluso el uso de productos
antibacterianos. Para favorecer la conservacion de los alimentos se
incluyen, por un lado, la fermentacion, esencialmente lactica y alcohdlica,
la cual depende de los microorganismos implicados y las condiciones de
almacenamiento para no provocar la descomposicién del producto, por
otro lado, el uso de bacteriocinas, que son péptidos o proteinas con
actividad antimicrobiana, producidas por diferentes grupos de bacterias,
generalmente del grupo de las bacterias del acido lactico (Klaenhammer,
1993).

El uso de bacteriocinas en la industria alimentaria, puede suplir la adicion
de aditivos quimicos e incluso facilitar y/o mejorar el uso de otros
mecanismos de barrera, como por ejemplo, reducir la intensidad de los
tratamientos térmicos, para conseguir de este modo que los alimentos
sean frescos, minimamente procesados y que conserven sus propiedades
nutricionales (Toledo de Arbol, 2016).

Otra linea de actuacion frente a las BPEA seria, la de proteccion de los

consumidores frente a su actividad patégena mediante el uso de vacunas,

probiéticos y alimentos funcionales con péptidos bioactivos de actividad

antimicrobiana (Hayes et al., 2009 y Hunther et al., 2009).

El desarrollo de normas legales de prevencion y control de la calidad microbiolégica

de los alimentos también ayudara a la reduccion de TIA por BPEA. El Reglamento
CE 2073/2005 de la Comision, de 15 de noviembre de 2005, establece Criterios
Microbioldgicos aplicables a los productos alimenticios (DOUE,22-XI1-2005) con dos
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tipos de criterios microbiolégicos, unos relativos a la seguridad alimentaria, cuyo
incumplimiento supone retirada de los productos del mercado o la no
comercializacion y, otros, sobre criterios microbiologicos de control del proceso, cuyo
incumplimiento requeriria acciones correctoras en el plan Analisis de Peligros y
Puntos de Control Criticos. ElI Reglamento CE 1441/2007 de la Comisién de 5 de
diciembre (DOUE, 7-XI11-2007) lleva a cabo ligeras modificaciones, de los criterios de
seguridad alimentaria y de higiene, de los procesos aplicables a los alimentos
clasificados por categorias. No obstante, la legislacion actual todavia no considera la
aplicacion de planes de muestreo, limites de presencia, métodos analiticos de
referencia, ni métodos de accién en caso de resultados insatisfactorios, para la

presencia en los alimentos de BPEA tan significativas como Campylobacter spp.

3. OBJETIVOS.
- Determinar la carga bacteriana presente en 10 alimentos vegetales.

- Determinar el tipo de Gram, morfologia y actividad catalasa de las colonias
aisladas.

4. MATERIAL Y METODOS.

Para poder llevar a cabo los diferentes objetivos propuestos, vamos a realizar el
analisis de 10 muestras de alimentos vegetales. En concreto, se han utilizado
muestras de 5g de peso de fresa, perejil, espinacas, col rizada, brotes tiernos
procedentes de una bolsa de ensalada, pimiento verde, calabacin, puerro, berenjena
y zanahoria (Figural-10), las cuales fueron estudiadas a lo largo de 3 semanas

comprendidas entre el 18 de febrero de 2019 y el 8 de marzo de 2019.

Figura 1: Muestra de Figura 2: Muestra de Figura 3: Muestra de
fresa. perejil. espinacas.
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‘ Figura 4: Muestra de col ‘ ‘ Figura 5: Muestra de ‘ ‘ Figura 6: Muestra de

rizada. brotes tiernos. pimiento.

calabacin.

Figura 7: Muestra de | Figura 8: Muestra de puerro. | Figura 9: Muestra de
berenjena.

Figura 10: Muestra de
zanahoria.

Inicialmente antes de comenzar con el mencionado analisis, se prepararon los
medios de cultivo. Los medios elegidos fueron un medio general denominado TSA'y
cuatro medios selectivos, todos ellos del laboratorio Scharlab, Barcelona (Figura 11):

- TSA: Este medio de cultivo, universalmente utilizado, contiene peptona de

soja y peptona de caseina en proporciones comprobadas para soportar el
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crecimiento de una gran variedad de microorganismos, incluso algunos de los
mas exigentes, como Neisseria, Listeria, Brucella, etc. (Tryptone Soy Agar,
2017)

Composicion (g/l):

Peptona de caseiNa.......cccveeeveeeeeeeeeniiiiinns 15,00
Peptona de SOja.........uevveiiiiiiiiieieeeeeeeeeeeeen, 5,00
Cloruro SOdICO........ccuvvvviiiiiiiiieiieeeee e 5,00

AGA ... i 15,00

MRS Agar: Medio de cultivo solido de Man, Rogosa y Sharpe para la
deteccion, aislamiento y crecimiento de lactobacilos y otras bacterias del
acido lactico a partir de muestras de alimentos y bebidas. La adicion de
magnesio, manganeso y acetato, junto con el polisorbato facilitan en gran
forma el crecimiento de los bacilos lacticos, incluso las especies mas
exigentes, como Lactobacillus brevis y Lactobacillus fermenti. (MRS Agar,
2017)

Foérmula en g/L:

Proteosa peptona..........ccceevvveeiiiiiiiinneeiinees 10,00
Extracto de carne..........ccccevvvveviiiiviieniiinnn, 8,00
Extracto de levadura...........cccceovveeniiinnennnnnnn. 4,00
D (+)-GluCOoSa......cccceeeeeeieeeeeee 20,00
Acetato SOUICO. ......uuuuiiiiiiiieeeeeee e e 5,00
Citrato triamoOniCO........cccvvvvvieieeeeeeeeeeiiiiiiieee 2,00
Sulfato mMagneésico.........cccccvviiiiiiiiiiieeeeeeeeeeens 0,20
Sulfato Manganoso...........ccceevvvvvvvvvviniiineen, 0,05
Fosfato dipOtasiCo............ceevvvvvvvnvieiiiiiiieeeeenn, 2,00
Polisorbato 80............uevviiiiiiiiiiiiii 1,00
AGAr ... 14,00

pH final a 25°C, 6,2 0,2

EMB, agar Levine o0 Agar Eosina-Azul de Metileno: Es un medio muy
versatil originalmente desarrollado para la diferenciacion de E. coli y
Enterobacter aerogenes. También ha demostrado ser muy efectivo en la

rapida identificacion de Candida albicans y demuestra una alta correlaciéon
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con la prueba de coagulasa para estafilococos. Se ha recomendado
repetidamente para la deteccion, enumeracion y diferenciacion de miembros
del grupo de bacterias coliformes. Escherichia coli forman colonias planas de
2-3 mm de didmetro y son de color violeta oscuro con un centro negro que
produce un brillo metalico verde distintivo cuando la luz se refleja en él.
Enterobacter forman colonias convexas que son el doble de grandes que las
de E. coli, no tienen brillo metélico y son de color rosa, con un centro azul
oscuro. Los organismos que no fermentan la lactosa producen colonias
incoloras. Las colonias de Candida albicans, tras ser incubadas en una
atmosfera de CO,, tienen un aspecto algodonero muy peculiar que las
distingue de otras especies de Candida. (Agar Eosina-Azul de Metileno,
2017).
Composicion (g/l):

Peptona.........coiiiiiiiiiii 10,000
LactoSa.......cccvvvvriiieeeieeeiee e 10,000
Dipotasio hidrégeno fosfato............ 2,000
Yellowish EOSIN ......cceveiiiiiiiieennnnn. 0,400
Methylene Blue...............ccceevvveennnnns 0,065
AGAr....ooiiiiiiieii e 15,000

KAA o El Caldo Presuntivo KAA, es un medio que se utiliza para la
deteccién, y enumeracion de estreptococos del grupo D de Lancefield en
muestras diversas de alimentos y bebidas como son: el agua de bebida
envasada; las carnes frescas, refrigeradas, congeladas o picadas; productos
de la pesca y moluscos bivalvos; bebidas refrescantes; productos de
confiteria, pasteleria, bolleria, reposteria, turrones y mazapanes; especias y
semiconservas. (Caldo KAA Presuntvo, 2012)

Foérmula en g/L:

B I g oo o - U 20,00
Extracto de levadura................ccoeeeeeeee 5,00
Cloruro sOdiCO........cccuvvvviiiiiiiieiieee e, 5,00
Citrato diSOICO.........uvveereiiiiiiieeeieiiiiiis 1,00
Esculina........ccccviviiiiii 1,00
Citrato férrico amoOniCO.............ccceeveeeennes 0,50
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Azida SOAICA. ....n e, 0,15
Kanamicina sulfato..........ccceveeveeieieienn. 0,02
pH final a 25°C, 7,0 £0,2

Vogel-Johnson: es un medio solido de alta selectividad para el aislamiento e
identificacion de estafilococos. La fuerte accién selectiva del medio se basa
en la presencia del cloruro de litio, de la glicocola y del telurito potasico que
inhiben casi totalmente a la microbiota acompafiante, mientras que los
estafilococos apenas se ven afectados, ya que si bien pueden reducir el
telurito a teluro, el litio puede ejercer alguna accién que queda perfectamente
compensada por el efecto regenerador de la glicocola.

Los estafilococos aparecen por lo general como colonias negras por el telurito
reducido sobre un medio de color rojo. (Vogel Johnson Agar, 2012)

Formula en g/L:

Peptona de caseina............ccccceevveeveeen 10,000
Extracto de levadura...........ccccvveeeeenennnnnn. 5,000
Manitol.......ccooeeeieiie s 10,000
Fosfato dipotasiCo............coeevvenivvivnnnennn. 5,000
Cloruro de ltio........ccuvvviiiiiiiiiiieiieeeeeee 5,000
GlICINA. ... 10,000
Rojode fenol.........ccoeooiiiiiiiiiii, 0,025
AGar.. oo 15,000

pH final a 25°C, 7,2 £0,2
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Figura 11: Medios de cultivo EMB, V-J, MRS y KAA,
respectivamente.

Estos medios fueron preparados segun las instrucciones del fabricante (TSA 40g/l;
EMB 36g/l; KAA 48 g/l; V-J 60 g/l;, MRS 62g/l), de manera que para el trabajo
realizado en la primera semana en la que se analizan 3 muestras de las anteriores
mencionadas, mas concretamente fresa, perejil y espinacas, el primer dia del
estudio se dedica a preparar medios de cultivo para lo que se necesita 5 matraces
Erlenmeyer de 1L de capacidad, pero para que no se salga el medio del recipiente,
se prepara 800ml, de tal forma que se ajustan los céalculos (TSA 329/800ml; EMB
28.89/800ml; KAA 38.8g/800ml; V-J 48g/800ml; MRS 49.69/800ml). Ademas se
prepar6 solucion salina al 0.9%. Tras pesar los medios y la solucion salina, se
disuelven en agua destilada, se esterilizan mediante el autoclave. Los medios se
atemperan a 50°C y se le afaden los suplementos especificos segun las
necesidades del medio, en el caso de Palcam se le afiade un suplemento especifico,
0 telurito potasico al VJ, después se vierten a razén de 15ml en cada placa de Petri.
Finalmente, se extienden los medios en placas de Petri, las cuales se dejan secar y
se guardan para su posterior utilizacion.

El segundo dia, se procede a efectuar el procesado de los alimentos, de cada
alimento se toman 5 g iniciales a los que se le afiaden 45 ml de solucién salina
estéril, para seguidamente ser procesados en un homogeneizador (Stomacher® 80
Biomaster, Seward Ltd.). A partir de esta disolucion se prepararon disoluciones
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seriadas afiadiendo 100 pl de esta suspension en eppendorf a los cuales,
anteriormente se les habia afiadido 0.9 ml de disolucién salina estéril.

Una vez terminadas las diluciones seriadas las cuales llegaban hasta -4, es decir la
primera solucion ha sido diluida 4 veces, se siembran 100 ul de cada disolucion por
tanto desde la 0 a la -4, en las placas en los que se habia vertido TSA por duplicado,
mientras que en las placas de medios selectivos solo se siembran por duplicado las
disoluciones O y -1.

Los recuentos se realizaron tras 48h de incubacion a 37°C todas las placas de Petri
excepto, el medio selectivo de MRS se incub6 a 30°C debido a que esto favorece el
crecimiento de microorganismos lacticos. Finalmente, tras ese periodo, se sacaron
de la estufa y se procedié al recuento de colonias de cada una de las placas de
Petri.

Al dia siguiente se seleccionaron las
colonias que presentaban morfologia
diferente, obtenidas de cada medio de
cultivo empleado, para ello primero se
deposita en la mesa de trabajo una cubeta
para colocar los portaobjetos tal y como se
muestra en la imagen adjunta (Figura 12).

Donde ademas se puede observan los

botes de los colorantes utilizados para la Figura 12: Mesa de trabajo con los
colorantes y los materiales utilizados

tincion de Gram, la cual se realiza a cada S
para la tincion de Gram.

una de las colonias seleccionadas.

El procedimiento seguido para la tincion de Gram ha sido el siguiente:

- Con un asa de siembra previamente esterilizada a la llama de un mechero, se
toma una gota de agua destilada y se deposita en un portaobjetos limpio.

- A continuacion se toma con el asa de siembra la colonia que se va a teiiir, se
deposita en la gota de agua del portaobjetos y se fija a la llama del mechero.

- Una vez fijada, se deja enfriar y seguidamente se afade el primer colorante
gue es cristal violeta (tefiira todas las bacterias) que se deja actuar durante 2
minutos, posteriormente se afiade el segundo colorante que es el lugol
(ayudara al cristal violeta a fijarse mejor) dejandolo actuar nuevamente 2
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minutos. Trascurrido ese tiempo, se retiran los colorantes, se aflade alcohol
(para decolorar) y después agua destilada.

- Finalmente, se afiade el dltimo colorante que es la safranina (que tefira
solamente a las bacterias Gram -), se deja actuar 3 minutos, seguidamente se
lava con agua destilada de nuevo y se seca a la llama del mechero. Una vez
esté seco, se le afiade una gota de aceite de inmersion y nos dirigimos al
microscopio Optico para observar nuestra colonia con el objetivo de 100x.

Este procedimiento, anteriormente descrito, nos permite poder diferenciar entre
bacterias Gram +, las cuales cuando se observan al microscopio se tornan a un color
violeta y cuya imagen se adjunta en la figura 14, de bacterias Gram - , las cuales
cuando se observan al microscopio se tornan a un color mas rosado y cuya imagen

se adjunta en la figura 13.

Figura 13: Bacteria Gram - Figura 14: Bacteria Gram +
observada al microscopio. observada al microscopio.

Ademas de esta tincion, se realizé a cada una de las colonias elegidas, la prueba de
la catalasa, la cual pone de manifiesto la presencia del enzima catalasa en una
bacteria. Esta enzima es capaz de descomponer el peroxido de hidrogeno (agua

oxigenada) en agua y oxigeno, con la consiguiente aparicion de burbujas.

Catalasa
2H202 _ ZHZO + OZ

Para llevar a cabo esta prueba, se toma de nuevo aquellas colonias que presenta
morfologias diferentes, con un asa de siembra previamente esterilizado a la llama, y

depositandolo en un portaobjetos limpio. A continuacion se afiade agua oxigenada
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(H20,), de tal manera que, si se produce reaccion (aparecen pequefias burbujas) se
considera que es catalasa +, mientras que Si noO ocurre ninguna reaccion se

considera, por tanto que esa colonia es catalasa (Figura 15).

Figura 15: Prueba de la catalasa.

Catalasa - Catalasa +

Este proceso se repitié con cada una de las muestras restantes, es decir, col rizada,
brotes tiernos procedentes de una bolsa de ensalada, pimiento verde, calabacin,
puerro, berenjena y zanahoria, en las sucesivas semanas del estudio.

Finalmente, una vez obtenidos todos los resultados, se hacen una representacion
grafica de los mismos, para una mayor comprension, mediante el programa

informatico Excel.

5. RESULTADOS.
Tras seguir la metodologia anterior y dejar incubar las placas sembradas
durante 48h, se procede al recuento de las colonias. Para realizar el recuento
solo se tendran en cuenta aquellas placas que se encuentran en un intervalo
comprendido entre 30 y 300 unidades formadoras de colonias (UFC) y como el
ensayo fue repetido dos veces, se hace la media de ambas. Con los datos
obtenidos en el recuento se calcula UFC/ml con la siguiente formula, de esta
manera podremos saber el nUmero de microorganismos presentes en un mililitro

de solucion.

UFC/mI= numero de colonias x dilucién x 10 (5g/45ml de solucién salina)

Volumen
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5.1 Resultados obtenidos en el recuento microbiano.
A continuacion, se muestran diez tablas, enumeradas del 1 al 10 en las que se
expresa el recuento microbiano en unidades formadoras de colonias (UFC) por
mililitro de cado uno de los alimentos analizados.

e FRESA:

1,3 x 10" 1,35 x10° 7,5x10° 3x10°
0 0 - - -
0 0 - - -
50 0 - - -
500 0 - - -

Tabla 1: Recuento microbiano expresado en unidades formadoras de colonias (UFC) por mililitro
obtenidos en la fresa.

En el recuento microbiano realizado en la fresa, podemos observar, que solamente
aparece crecimiento bacteriano en el medio de cultivo TSA hasta 10° UFC, en los
demas medios de cultivo el nimero de UFC/ml es minimo y solamente aparecen en

la dilucién madre del alimento.

e PEREJIL:

<300 <300 <300 2,4 x 10° 1 x 10’
0 0 - - -
200 500 - - -
1,3 x 10* 1x10° - - -

6,65 x 10° 1,5 x 10*

Tabla 2: Recuento microbiano expresado en unidades formadoras de colonias (UFC) por mililitro
obtenidos en el perejil.

En el caso del perejil, el recuento de UFC/ml llega a ser de 10° en EMB, lo que

sugiere la presencia de enterobacterias y de 10* en MRS con posible existencia de
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bacterias lacticas. Ademas de presentar escaso crecimiento en V-J, aunque el
crecimiento en el medio general, TSA, llega hasta 10" UFC/ml.

e ESPINACAS:

<300 <300 435x10°  55x10° 4x10°
0 0 - - -
2,05 x 10° 0 - - -
1,13 x 10° 0 - - -
1,3x10° 0 - - -

Tabla 3: Recuento microbiano expresado en unidades formadoras de colonias (UFC) por mililitro
obtenidos en las espinacas.

En este alimento, las espinacas, la presencia de microorganismos tiene lugar
Unicamente en la solucion madre en los medios selectivos VJ y MRS, sugiriendo la
presencia de Staphylococcus y bacterias lacticas. También aparece crecimiento en
EMB, de 10° UFC/ml, presencia de enterobacterias y sin embargo no hay
crecimiento en KAA. En el medio general TSA los recuentos llegan a ser del orden
de 10° UFC/ml.

e COL RIZADA:

1,9 x 10* 6,6 x 10* 3x10*
0 0 - - -
0 0 - - -
50 0 - - -
0 0 - - -

Tabla 4: Recuento microbiano expresado en unidades formadoras de colonias (UFC) por mililitro
obtenidos en la col.

En la muestra utilizada de col rizada, solamente aparecen UFC en los medios TSA'y

EMB, pero en ambos casos escasamente, debido a que en el medio EMB solamente
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se observaron 50 UFC/ml en la disolucion madre, sin embargo en el medio TSA
aparece crecimiento microbiano hasta 10* UFC/ml.

e BROTES TIERNOS DE ENSALDA:

<300 <300 <300 1,2 x 10’ 1,9 x 107
0 0 - - -
0 0 - - -
<300 2,4 x10° - - -

2,1x10% 3,2x10% - - -

Tabla 5: Recuento microbiano expresado en unidades formadoras de colonias (UFC) por mililitro
obtenidos de brotes tiernos procedentes de una bolsa de ensalada.

Destacan en esta muestra de brotes tiernos procedentes de una bolsa de ensalada,
los recuentos de UFC/ml en MRS y EMB con valores de 10*y 10° respectivamente,
por lo que podemos decir que existe presencia de bacterias lacticas y de
enterobacterias. Ademas hay crecimiento en el medio general TSA, del orden de 10’
UFC/ml,

e CALABACIN:

<300 <300 <300 1,5 x 10’ 1,4 x 10’
100 500 - - -
<300 3,1x10* - - -
<300 5,3 x 10* - - -
300 1x10° - - -

Tabla 6: Recuento microbiano expresado en unidades formadoras de colonias (UFC) por mililitro
obtenidos en el calabacin.

En el caso de la muestra de calabacin, aparecen recuentos de UFC/ml en todos los

medios de cultivo utilizados para el ensayo, destacar que es el Unico alimento donde

25



ademas aparece crecimiento microbiano en KAA, confirmandose por tanto la

presencia de Staphylococcus.

e PIMIENTO:

<300 9,8 x 10* 1,1x10° 2 x 10° 2,5 x 10°
0 0 - - -
100 0 - - -
0 0 - - -
0 0 - - -

Tabla 7: Recuento microbiano expresado en unidades formadoras de colonias (UFC) por mililitro
obtenidos en el pimiento.

En el recuento microbiano realizado en el pimiento, el crecimiento bacteriano se ha
producido fundamentalmente en el medio general, TSA del orden de 10° UFC/ml.
Aunque se aprecia un escaso crecimiento en el medio V-J del orden de 100 UFC/ml
en la disolucion madre

e BERENJENA:

<300 6 x 10* 1,2 x 10° 5x 10* 3x10°
0 0 - - -
2,9 x 10* 2,8 x10* - - -
<300 2,5x10° - - -

2,5x10° 2,5x10° - - -

Tabla 8: Recuento microbiano expresado en unidades formadoras de colonias (UFC) por mililitro
obtenidos en la berenjena.

En el caso de la muestra de berenjena, aparecen recuentos de UFC/ml en todos los
medios de cultivo utilizados para el ensayo, del orden de 10* UFC/ml en los medios
selectivos, excepto en el medio KAA. Esto nos indica la presencia de enterobacterias
y bacterias lacticas. En TSA, el crecimiento llega a ser del orden de 10° UFC/m.
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e PUERRO:

<300 1,2 x 10° 2,1x10° 5x 10° 3,1x 10’
300 0 - - -
2,5x 10" 1,1 x10° - - -
1,1 x 10 2,3 x 10 - - -
0 0 - - -

Tabla 9: Recuento microbiano expresado en unidades formadoras de colonias (UFC) por mililitro
obtenidos en el puerro.

En el recuento microbiano realizado en el puerro, podemos observar crecimiento en
todos los medio de cultivo utilizados en el estudio, excepto en MRS. En el caso de
los medios selectivos, se obtuvieron cargas microbianas del orden de 10* UFC/ml,
mientras que en el medio general TSA fueron del orden de 10° UFC/ml. Por tanto,
los datos obtenidos nos sugieren la presencia de enterobacterias y Staphylococcus,

pero no de bacterias lacticas, debido a la ausencia de crecimiento en el medio MRS.

e ZANAHORIA:

1,7 x 10’ 8,5 x 10°

0 0 - - -
300 0 - - -
<300 2,1x10° - - -
<300 1,9 x 10° - - -

Tabla 10: Recuento microbiano expresado en unidades formadoras de colonias (UFC) por mililitro
obtenidos en la zanahoria.

En el caso de la muestra de zanahoria, podemos observar, en general recuentos
elevados del orden de 10° UFC/ml en los medios selectivos EMB y MRS, por lo que
sugiere la presencia de enterobacterias y de bacterias lacticas. Sin embargo,

destaca el escaso crecimiento microbiano en los medios V-J y KAA, siendo en este
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altimo inexistente. Donde si se observa un recuento elevado, es el medio general
TSA, en concreto, de orden del de 10’ UFC/ml

5.2 Identificacion de las colonias.

Una vez realizado el recuento de las placas, se realiza un analisis morfologico a
nivel macroscépico de las colonias, teniendo en cuenta color, tamafio y brillo.
Después hacemos un analisis microscopico, realizando una tincion de Gram de cada
tipo de colonia. Por ultimo, se realiza la prueba de la determinacion de la actividad
catalasa de cada tipo de colonia, que nos permitird hacer una identificacion
presuntiva de cada una de las bacterias que estamos estudiando. Los resultados
obtenidos, se muestran en las tablas enumeradas del 11 a 20.

e Fresa:

Colonia blanca

Colonia negra - +

Colonia blanca + -

Tabla 11: Identificacion macroscopica y microscopica de las colonias bacterianas de la muestra de
fresa.

e Perejil:

_ Colonia blanca

Colonia amarilla
_ Colonia naranja + +
_ Colonia negra + +
_ Colonia naranja - +
_ Colonia rosa - +
_ Colonia blanca + -
_ Colonia rosa + -
_ Colonia parda + -

Tabla 12: Identificacion macroscopica y microscopica de las colonias bacterianas de la muestra de
perejil.
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Colonia blanca - +

Colonia amatrilla

Levadura
Colonia rosa - +
Colonia negra - +
Colonia naranja - +
Colonia negra + -
Colonia blanca + -

°
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Tabla 13: Identificacion macroscopica y microscopica de las colonias bacterianas de la muestra de
espinacas.

e Colrizada:

R
Colonia blanca + -
Colonia amarilla -+ -+
Colonia naranja:
Levadura *

Colonia negra -

Tabla 14: Identificacion macroscopica y microscopica de las colonias bacterianas de la muestra de
col rizada.

e Brotes tiernos de ensalada:

Colonia blanca +
Colonia amarilla
Levadura
Colonia blanca -
Colonia negra -

+

Colonia blanca A

Tabla 15: Identificacion macroscépica y microscépica de las colonias bacterianas de la muestra de
brotes tiernos.
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e Calabacin:
[ [ eralcara i N crEm i e slEsa
_ Colonia blanca - +
Colonia amarilla
Colonia verde
- brillante - -
_ Colonia rosa - +
_ Colonia naranja - +
_ Colonia blanca + -
_ Colonia negra + +
_ Colonia blanca + -

Tabla 16: Identificacion macroscopica y microscopica de las colonias bacterianas de la muestra de
calabacin.

e Pimiento:

Colonia blanca +

Colonia negra:

+

Son hifas del -

propio vegetal.

Tabla 17: Identificacion macroscépica y microscépica de las colonias bacterianas de la muestra de
pimiento.

Colonia blanca -
Colonia amarilla

Levadura
Colonia blanca -

Colonia blanca +

[ ]
w
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=
D
=.
1)
>
Im
I I
| | +I
w
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Colonia amatrilla - A

Colonia blanca - -

Tabla 18: Identificacion macroscopica y microscopica de las colonias bacterianas de la muestra de
berenjena.

e Puerro:

Colonia blanca -
Colonia amarilla
Levadura
Colonia parda -

Colonia negra -

+
+
+
+
+
+
+

Colonia blanca A
Colonia amatrilla +
Colonia blanca +

Tabla 19: Identificacion macroscopica y microscopica de las colonias bacterianas de la muestra de
puerro.

Colonia blanca -
Colonia amarilla
Levadura
Colonia rosa -

Colonia negra -

+
+
+
+
+
+

Colonia rosa +
Colonia negra +
Colonia blanca A

)
N
)
S
D
=3
o
3.
8

Tabla 20: Identificacion macroscopica y microscopica de las colonias bacterianas de la muestra de
zanahoria.



En general, tras el analisis de los resultados, se puede observar, como
principalmente se pueden encontrar dos tipos de colonias en el medio general TSA,
unas de color blanco y otras de color amarillo, las cuales se pueden observar en la

figura 16. Las de color amarillo, se corresponde probablemente a levaduras.

Figura 16: Placa de Petri con medio TSA, en el que se observan colonias blancas

En el medio EMB, aunque hay colonias de diferente morfologia, es decir, de color
negro, rosa, blanca, casi todas coinciden con que son bacterias Gram — y catalasa +,
lo que coincide con lo esperado. Mencionadas colonias se pueden observar en la
figura 17. Sin embargo, en el caso del medio V-J existen varias morfologias negras,
blancas o rosadas, en este medio lo esperado es que la mayoria de las colonias
obtenias fueran de color negro tal y como se observa en la figura 18, pero como
podemos ver en la figura 19, no siempre ocurre. Esto es debido a un error en la
elaboracién de los medios, ya que durante mencionado procedimiento, no se afadié
terurito potasico, por lo que las bacterias no se tornan a color oscuro. Aun asi

podemos decir que la mayoria de las bacterias son Gram + y catalasa +.
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Figura 17: Placa de Petri con medio EMB,
en el que se observan colonias verde
brillante, rosa y naranja.

Figura 18: Placa de Petri con medio V-J
con terurito potasico, en el que se
observan colonias negras.

Figura 19: Placa de Petri con medio V-J
sin terurito potasico, en el que se
observan colonias blancas.

En el caso del medio KAA, vemos como solo hay presencia de colonias de color

pardo (Figura 20), en todos los casos las bacterias son Gram +, pero cuando se

realiza la prueba de la catalasa, se puede ver como en un caso es + y en otro -.

Finalmente en el medio MRS, las colonias obtenidas son de color blanco (Figura

21), no de gran tamafio, pero en su mayoria Gram + y catalasa -.
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Figura 20: Placa de Petri con medio
KAA, en el que se observan colonias
pardas.

Figura 21: Placa de Petri con medio MRS,
en el que se observan colonias blancas.

5.3 Representacion grafica de la carga microbiana de los alimentos.

Con los datos que se han ido recopilando, se han realizado varios graficos,

en los que se compara la carga microbiana presente en cada alimento con los

medios utilizados.

UFC/ml en TSA

1,80E+07
1,60E+07

1,40E+07

1,20E+07

1,00E+07

8,00E+06
6,00E+06

4,00E+06

2,00E+06
0,00E+00 -

Gréfico 1: Representacién de la carga microbiana en medio TSA.
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Por un lado, en el grafico 1 tenemos el crecimiento bacteriano de cada uno
de los alimentos utilizados en este ensayo en el medio general, es decir, en
TSA. El eje de la Y indica el nUmero de unidades formadoras de colonias por
mililitro (UFC/ml) y en el eje de la X aparecen las distintas frutas y hortalizas.
Se puede observar como la mayor carga microbiana se encuentra en la
zanahoria y el calabacin. Mientras la menor carga microbiana se ha registrado

en fresa, col rizada, berenjenay pimiento.

UFC/ml en cada medio utilizado
3,00E+05
2,50E+05
2,00E+05 |——— 1 ——
1,50E+05 ——- I 3 = m KAA
1,00E+05 mv-
5,00E+04 | L L o — EMB
® MRS
0,00E+00 - LI I
RN . .
&@ &\\ ’b&e J\?&b @ofo 'boo ‘z&o .Q/Q’b é‘o o&
Y © & @ &S
K o @ A2
%‘O

Grafico 2: Representacion de la carga microbiana en los medios selectivos.

En el siguiente grafico (Grafico 2), estan representados, los datos de carga
microbiana de los alimentos en los distintos medios selectivos que se han
empleado. De nuevo, en el eje de la Y tenemos las UFC/mly en el eje de la X
los vegetales y los medios. En primer lugar, si observamos el medio EMB, se
puede ver, como la mayor tasa de crecimiento se ha obtenido en los brotes
tiernos, también se ha registrado crecimiento microbiano en zanahoria,
calabacin y espinacas. Sin embargo, en puerro y berenjena donde mayor
crecimiento aparece es en el medio V-J.

Por el contrario, hay medios como el KAA u otros que debido a su escasa
presencia microbiana no se pueden observar representados, pero Ssi

obtuvieron UFC/ml durante el recuento. En este caso KAA no se observa en
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ninguna muestra. Finalmente en el MRS, las mayores cargas microbianas se
han observado en la zanahoria.

Por otro lado, si comparamos ambas graficas podemos ver, observando el
eje Y, existe una mayor cantidad de UFC/ml en el medio general, es decir, en
TSA, donde ademas en mayor o menor medida hay crecimiento de todas las
muestras, mientras que en los medios selectivos, es decir, KAA, V-J, EMB y

MRS, el nimero de UFC/ml| es menor.

6. DISCUSION.

En los Ultimos afios, se ha detectado un mayor nimero de enfermedades
transmitidas por frutas y hortalizas, la informacién disponible muestra que es un
problema que crece en importancia. Comprender la complejidad del problema de
la contaminacion microbiana de los vegetales y tener conciencia de su
importancia, es el primer paso para lograr una alta calidad en los productos
horticolas. La contaminacién de alimento, puede ser causada por diferentes
motivos como hemos visto anteriormente.

En el estudio de Dziedzinska et al. en 2018, describe la aparicion de las
bacterias Listeria monocytogenes, Cronobacter sp. y Escherichia coli en fresas
frescas. L. monocytogenes es una bacteria lactica mientras Cronobacter sp. y E.
coli, son enterobacterias de manera que estos resultados son similares a los del
presente ensayo, ya que en el analisis que se ha llevado a cabo, sugiere la
presencia de enterobacterias y bacterias lacticas, debido al crecimiento en los
medios EMB y MRS, aunque este es escaso en fresa. Sin embargo, las verduras
de hoja verde y sus ensaladas listas para comer, son reconocidas como fuente
de brotes de intoxicacion alimentaria en muchas partes del mundo. Entre una
amplia gama de patégenos que causan enfermedades transmitidas por los
alimentos estan E. coli O157: H7, Salmonella spp. Y L. monocytogenes los
cuales, son los patégenos mas comunes que contaminan las verduras de hoja
verde (Taban and Halkman, 2011). Si comparamos esto, con los resultados
obtenidos de las muestras de hoja verde y ensaladas listas para comer que se
han analizado en este trabajo, es decir, col rizada, brotes tiernos de ensalada,
espinacas y perejil, vemos como todos excepto la col rizada, efectivamente tiene
altas concentraciones, sobre todo de enterobacterias, debido a su crecimiento en

EMB, en las que se incluye Escherichia coli O157: H7 y Salmonella spp.
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En otro articulos publicado en 2019, por Fessard y Remize, determina la
presencia de bacterias lacticas en frutas y vegetales, en este estudio se han
detectado bacterias de este tipo en siete de las diez muestras estudiadas, en
concreto fresa, perejil, espinacas, brotes tiernos procedentes de una bolsa de
ensalada, calabacin, berenjena y zanahoria, se trata de bacterias que crecen en
el medio MRS.

En el presente estudio, se puede poner de manifiesto la gran variabilidad
microbiolédgica presente en los diferentes alimentos ensayados. Los medios de
cultivo seleccionados para la realizacién del estudio, nos permiten visualizar la
diferencia existente entre ellos. Si bien la mayoria de los alimentos no presentan
una carga microbiana total superior a 10° si es cierto que es destacable la
aparicion de enterobacterias, bacterias lacticas e incluso bacterias del género
Staphylococcus.

Como ocurre en el caso del calabacin, la posible apariciéon de Staphylococcus
puede ser debida a su manipulacion, ya que este género se utiliza como
indicador de una mala manipulacién, dado que su fuente principal es la superficie
corporal del hombre.

Con los datos que hemos obtenido, podemos apreciar que todas las muestras
menos el pimiento verde tienen presencia de enterobacterias, las cuales reciben
su nombre por la localizacion, debido a que se encuentran en el tubo digestivo
aunque se trata de bacterias ubicuas, encontrdndose de forma universal en el
suelo, el agua y la vegetaciéon, asi como formando parte de la flora intestinal
normal de muchos animales ademas del hombre. Por lo que es comun su
presencia.

Otro tipo de bacterias que hemos podido identificar en el ensayo, son las
bacterias lacticas, las cuales aparecen en fresa, perejil, espinacas, brotes
tiernos, calabacin, berenjena y zanahoria. Las bacterias lacticas se han utilizado

desde hace cientos de afios para la obtencion de alimentos fermentados como el
yogurt, quesos, encurtidos, vinos, cervezas y otros. Pero desde hace tiempo, se

conoce que las bacterias lacticas, poseen el potencial de inhibir en los alimentos
el desarrollo de microorganismos alterantes y patdégenos, lo que indica la
posibilidad de utilizarlas para extender la vida uatil e incrementar la calidad

higiénica de los alimentos (Hernandez et al., 1993). Ademas de contribuir en la
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biopreservacion de los alimentos, mejoran las caracteristicas sensoriales como
el sabor, olor, textura y aumentan su calidad nutritiva (Ramirez et al., 2011).

Los alimentos como perejil, espinacas, puerro y zanahoria presentan un gran
crecimiento bacteriano, ya que se han hecho recuentos de UFC en cuatro de los
cinco medios de cultivo utilizados. En el caso del calabacin y del puerro ademas
ha existido crecimiento en el medio KAA, siendo por tanto los alimentos que
mayor variabilidad microbiologica presenta.

La fresa, col rizada y pimiento, sin embargo han sido los alimentos con menor
carga microbiana, ya que solamente en dos medios de cultivo se ha podido
realizar recuento de UFC. Esto puede ser debido a que presentan sobre todo la
fresa, un pH acido.

7. CONCLUSIONES.

A partir de los resultados obtenidos se pueden establecer las siguientes

conclusiones:

1. Las muestras que presenta una mayor variabilidad microbiolégica, son el
calabacin y el puerro, ya que se han obtenido UFC en todos los medios
utilizados en el estudio. Ademas son los unicos en el que se ha obtenido UFC
en el medio KAA, por tanto podemos confirmar la presencia de
Staphylococcus.

2. El alimento que presenta una menor variabilidad microbiolégica, es el
pimiento verde, ya que solo se han obtenido UFC en el medio general TSA.

3. La hortaliza de la cual se ha obtenido una mayor carga microbiana es la
zanahoria, esto puede ser debido a que la zanahoria, es un alimento que se
consume principalmente su raiz, que se encuentra enterrada, por lo que esta
en contacto con un mayor nimero de microorganismos.

4. El pimiento, la fresa y la col rizada, son las muestras con menos carga
microbiana, esto puede ser debido a que estos alimentos presentan un pH
acido, sobre todo la fresa.

5. En el medio EMB, se puede ver como la mayor tasa de crecimiento se ha
obtenido en los brotes tiernos. Sin embargo en puerro y berenjenas donde
mas crecimiento aparece es en el medio V-J. Por el contrario, en el MRS, las

mayores cargas microbianas se han observado en la zanahoria.
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6. Existe una mayor cantidad de UFC/ml en el medio general, mientras que
en los medios selectivos, es decir, KAA, V-J, EMB y MRS, el nimero de
UFC/ml es menor.

7. La mayoria de los microorganismos aislados en este trabajo, tanto en el
medio general como en los medios selectivos, presentan una tincion de

Gram, morfologia y actividad catalasa que coincide con lo esperado.
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