@LIMENTECH CIENCIA Y TECNOLOGIA ALIMENTARIA

48

ISSN 1692-7125. Volumen 12, No. 1, p. 48-54, afio 2014

Facultad de Ingenierias y Arquitectura
Universidad de Pamplona

(@LIMENTECH

Efecto antimicrobiano del vinagre blanco y del limoén criollo sobre
Staphylococcus aureus en ensaladas de restaurantes del programa de
alimentacion escolar (PAE) de San Jose de Cucuta

Antimicrobial effect of white vinegar and lemon over staphylococcus aureus creole salad
restaurants in the school feeding program (EAP) San Jose Clcuta

Martinez M. Karen P.*, Lamk O. Lizeth S., Alvarez G. Andrea C.

Universidad de Santander, UDES, Sede Cucuta, Programa de Bacteriologia y Laboratorio Clinico.

*Autor a quien debe dirigirse la
correspondencia. E-mail:
karitomartinez.1@gmail.com

Avenida 4 Esquina Calle 10N Urbanizacion El Bosque

Recibido 20 de Mayo 2014; aceptado 28 de Junio de 2014

RESUMEN

Se evalud el efecto antimicrobiano del vinagre blanco y del limén criollo para el
control de Staphylococcus aureus en ensaladas frescas preparadas en los
restaurantes del Programa de Alimentacion Escolar (PAE) de San José de
Clcuta. Se realizd la identificacion de una cepa de Staphylococcus aureus
aislada de ensaladas frescas preparadas en los restaurantes del programa de
alimentacion escolar (PAE), aplicando la NTC 4779 (Método horizontal para el
recuento de Staphylococcus coagulasa positiva), luego de esto se realizd la
valoracion del vinagre blanco y el limon criollo frente al microorganismo en
estudio a diferentes concentraciones (25ppm, 50ppm, 75ppm, 100ppm, 200ppm y
500ppm) mediante la técnica ecométrica y la concentracion minima inhibitoria.
Por otro lado, se determind cual aditivo mostraba mayor efecto aplicando la
técnica de antibiograma por difusién. Los resultados obtenidos en la prueba de
concentracion minima inhibitoria muestran que tanto el vinagre blanco como el
limon criollo, redujeron la concentracion de S. aureus sin dilucién, y que el aditivo
que presentd mayor inhibicién sobre este microorganismo fue el limén criollo, el
cual en el antibiograma de difusion, mostré un halo de 30 mm. Como resultado se
encontr6 que el limén el disminuye la carga microbiana en especial de
Staphylococcus aureus y ademas permite mantener las propiedades
organolépticas de las verduras.

Palabras clave: aditivo antimicrobiano, inocuidad alimentaria, limén criollo,
Staphylococcus aureus, vinagre blanco.
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ABSTRACT

The antimicrobial effect of white vinegar and criole lemon to control
Staphylococcus aureus in fresh salads prepared in San José de Culcuta School
Food Program (PAE) restaurants was evaluated. The identification of
Staphylococcus aureus isolated strain of fresh prepared salads in the school
feeding program (PAE) restaurants, applying NTC 4779 (Horizontal method for the
enumeration of positive coagulase Staphylococcus) was done, after this, the white
vinegar and criole lemon assessment conducted to the organism being studied at
different concentrations (25ppm, 50ppm, 75ppm, 100ppm, 200ppm and 500ppm)
by Ecometrica technique and the minimum inhibitory concentration was done too.
Furthermore, it was determined the additive with greater effect by applying the
diffusion antibiogram technique. The results obtained in the minimum inhibitory
concentration test show that both white vinegar as the criole lemon, reduced the
concentration of S. aureus without dilution, and that the additive with greater
inhibition of this microorganism was the criole lemon, which in diffusion
susceptibility testing showed a halo of 30 mm. As a result, it was found that the
lemon decreases the microbial charge especially in Staphylococcus aureus and
also it allows maintaining the organoleptic properties of the vegetables.

Keywords: Antimicrobial additive, Food Safet, lemon Creole, Staphylococcus
aureus, white vinegar

INTRODUCCION

La industria de alimentos ha experimentado inadmisibles de agentes patégenos y

cambios notables en las Ultimas décadas, esto
debido a las crecientes exigencias de los
consumidores en cuanto a calidad en los productos
ofertados, asi como la necesidad de ser cada vez
mas competitivos en un mercado globalizado por lo
gue se requiere la implementacion de sistemas de
gestién que garanticen la inocuidad y calidad de los
productos mediante certificaciones internacionales.
(L6pez et al., 2012). La inocuidad de un alimento es
la garantia de que no causara dafio al consumidor,
cuando sea preparado o ingerido y de acuerdo con
el uso a que se destine. La inocuidad es uno de los
cuatro grupos basicos de caracteristicas que junto
con las nutricionales, organolépticas y comerciales
componen la calidad de los alimentos. Los
alimentos son la fuente principal de exposicién a
agentes patégenos, tanto quimicos como bioldgicos
(virus, parasitos y bacterias), a los cuales nadie es
inmune, ni en paises en desarrollo ni desarrollados.
Cuando los alimentos se contaminan en niveles

contaminantes quimicos, 0 con otras caracteristicas
peligrosas, conllevan riesgos sustanciales para la
salud de los consumidores, y representan grandes
cargas economicas para las diversas comunidades
y naciones (Instituto de Salud Publica de Chile).
Suministrar comidas seguras desde el punto de
vista higiénico-sanitario es una responsabilidad del
elaborador. No obstante, las autoridades sanitarias
requieren verificar y validar regularmente su
preparaciébn y conservacién, a través de
inspecciones y analisis, con el fin de medir la
efectividad de los controles implementados, tanto
en el lugar donde se preparan, como en los puntos
de venta y/o distribucion. Todo esto se hace con el
fin de evitar enfermedades que se transmiten por
alimentos (ETA), pues representan uno de los
problemas mas extendidos en la actualidad. Estas
enfermedades es posible evitarlas, si los operarios
encargados de manipular los alimentos aplican las
buenas practicas de manipulacién y si en los
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locales donde se preparan se ejerce una
supervisién organizada (Iriarte M. 2011). Por
Intoxicaciones alimentarias, se entiende que son
las ETA producidas por la ingestion de toxinas
formadas en tejidos de plantas, animales o
producidas por microorganismos o0 sustancias
quimicas o radioactivas que se incorporan a ellos
de manera accidental, incidental o intencional en
cualquier momento desde su produccién hasta su
consumo (Instituto Nacional de Salud, 2014).
Dentro de los agentes causantes de intoxicacion
alimentaria, se encuentra la bacteria
Staphylococcus aureus.

Algunos alimentos como las ensaladas frescas
preparadas, son méas propensos a la
contaminacion, debido a que no son sometidas a un
proceso de conservacibn 0 mantenimiento
especifico; por lo tanto se ve la necesidad de
implementar técnicas distintas a las buenas
practicas de manufactura, tales como el uso de
aditivos alimentarios antimicrobianos que aseguren
no solo la inocuidad, sino impidan el crecimiento de
microorganismos contaminantes. Staphylococcus
aureus, es una bacteria que presenta morfologia de
coco gram positivo, que por lo regular se presenta
en grupos semejantes a racimos y no son maviles,
capsulares ni esporuladores (Velandia 2010). Se
considera que el envenenamiento estafilocdcico
alimentario, también llamado gastroenteritis
estafilocdcica, causado por  toxinas de
Staphylococcus aureus, es una de |las
enfermedades de origen alimentario mas frecuentes
en todo el mundo. Informes del CDC, indican que
han disminuido los brotes por esta bacteria,
resultado del mejor uso de temperaturas de
refrigeracion, y mejores practicas sanitarias; aun
asi, el nimero de brotes y casos por gastroenteritis

MATERIALES Y METODOS

Recoleccidn de las muestras:

Se obtuvieron las muestras de alimentos
preparados; especificamente las ensaladas frescas
de los 10 restaurantes que hacen parte del plan de
alimentacion escolar. Las muestras se recolectaron
con ayuda de los manipuladores de alimentos que
laboran en los distintos restaurantes, aplicando las
50

estafilocdcica es mucho mas alto que los brotes de
muchas otras enfermedades microbianas
trasmitidas por alimentos. Entre los alimentos
implicados se encuentran ensaladas de papas y
huevos, pasteleria, jamén, pollo, cremas heladas.
La contaminacién de los alimentos por S. aureus
puede ocurrir directamente desde los animales de
consumo, los cuales pueden estar infectados, o
puede resultar de la manipulacibn o manejo
inadecuado de alimentos durante su procesado,
almacenamiento o comercializaciéon, ya que los
seres humanos pueden ser portadores de este
microorganismo. La mayoria de las personas que
se ven afectadas por este tipo de intoxicacién
resuelven el cuadro satisfactoriamente y las
muertes por el mismo son sumamente esporadicas,
sin embargo la intoxicacion estafilocdcica, si
produce una considerable carga econdmica y social
(Normando et al; 2007). Las infecciones
ocasionadas por cepas de S. aureus son un
problema de salud importante en todo el mundo.
Las cepas de S. aureus producen una gran
variedad de infecciones incluyendo osteomielitis,
endocarditis invasora, artritis séptica y septicemia
(Jensen y cols, 1999).

Teniendo en cuenta que esta bacteria facilmente se
puede hallar en alimentos como ensaladas frescas,
en el presente estudio se propuso evaluar el efecto
antimicrobiano del vinagre blanco y del limén criollo,
para el control de Staphylococcus aureus en
ensaladas frescas preparadas en los restaurantes
del programa de alimentacion escolar (PAE) de San
José de Cucuta.

normas de bioseguridad adecuadas. De la misma
manera, estas se recolectaron en bolsas plasticas
marca ziploc; debidamente codificadas las cuales
se transportaron en condiciones de refrigeracion al
Laboratorio de la Universidad de Santander para
realizar los andlisis microbioldgicos.
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Recuento de Staphylococcus aureus

Se realiz6 una siembra en superficie en un medio
de cultivo solido, como el agar Baird Parker
preparando una cantidad determinada de Ila
muestra problema. Luego se incubo a 37° C
durante 24 horas. Al dia siguiente se calcul6 el
ndmero de Staphylococcus aureus a partir del
ndmero de colonias caracteristicas obtenidas en las
placas escogidas a los niveles de dilucion que dan
un resultado significativo.

Pruebas confirmatorias para Staphylococcus
aureus

Al realizar el recuento de Staphylococcus aureus en
cada una de las siembras realizadas de las
muestras obtenidas, tanto de ensaladas como de
manipuladores, se realizaron dos pruebas basicas
para confirmar que las cepas resultantes
corresponden a este microorganismo y no a otro
gue podria crecer también en este medio de cultivo.
Estas pruebas corresponden a: coagulasa la cual
debe dar como resultado positiva y la tincion de
Gram.

Pruebas de concentraciones

Técnica ecométrica: En la realizacibn de esta
técnica se prepararon concentraciones de limon,
vinagre y mezcla de ambos a 25 ppm, 50 ppm, 75
ppm, 100 ppm. Seguidamente se agregaron 10 ml
de cada solucibn en tubos de ensayo. A
continuacion se le agregé a 1 ml de la cepa de
Staphylococcus aureus y al minuto, a los 5 minutos

RESULTADOS Y DISCUSION

Se hall6 la presencia de S. aureus, como se
observa en la tabla 1, donde el 70% de las
muestras analizadas resultaron como positivas para
este microorganismo, evidenciandose asi las
inadecuadas practicas higiénicas, ademéas de la
falta de capacitacion en el manejo adecuado de los
alimentos y de las frutas como materias primas de
las ensaladas, de los deficientes y ausentes
procesos de limpieza y desinfeccion.

y a los 10 minutos se tomaba una asada y se hacia
la siembra en el campo receptivo del agar,
incubando por 24horas a 37°C.

Método de dilucidn: Para llevar a cabo este
proceso se realizaron pruebas que incluian
concentraciones desde 25 a 500 ppm de vinagre,
limén y la respectiva mezcla de estos aditivos;
posterior a esto se agregd la cantidad de 9 ml de
estas concentraciones preparadas a los tubos de
ensayo; luego se agrega 1ml de la cepa de
Staphylococcus aureus. Se dejé incubando por 24
horas, luego se realizé la siembra por superficie en
agar Baird Parker tomando de cada tubo 0.1 ml.
Nuevamente las cajas fueron a incubacién por 24
horas y la lectura se llevd a cabo.

Método de difusién: En primer lugar se preparé un
suspension de la cepa de Staphylococcus aureus
tomando asadas y diluyéndolas en tubos de caldo
nutritivo hasta crear una turbidez semejante a la del
T°1 del patrébn de MacFarland de la cepa de
Staphylococcus aureus. Después se impregné un
hisopo estéril y se sembré en agar nutritivo en toda
la superficie. Seguidamente se prepararon
diluciones con una concentracion de 200ppm, 500
ppm de vinagre y limén y se dej6 una adicional sin
diluir. Se impregnaron discos de 4mm de papel filtro
con las diluciones y soluciones depositandose
respectivamente en el agar. Posteriormente se
incubo por 24 horas y al final la medicion del
diametro de los discos.

Tabla 1
Resultados del aislamiento de Staphylococcus aureus
Restaurantes Toma de Tomade Toma de
Del PAE muestra muestra muestra
N°1 (ufc/g) | N°2 (ufc/g) | N°3 (ufcl/g)

Restaurante 01 20 10 15
Restaurante 02 0 0 0
Restaurante 03 500 400 320
Restaurante 04 430 500 420
Restaurante 05 700 730 600
Restaurante 06 0 0 0
Restaurante 07 15 10 20
Restaurante 08 0 0 0
Restaurante 09 50 200 150
Restaurante 10 120 200 160
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En la toma sucesiva realizada se confirmé no solo
la presencia de este microorganismo sino que se
evidencié que en lugares como el restaurante 4 y el
restaurante 5 aumentan las cifras secuencialmente.

Tabla 2
Pruebas de concentracion para el empleo de los aditivos
antimicrobianos sobre el Staphylococcus aureus

Concentracién Vinagre Limon Mezcla
blanco criollo
Sin dilucién - _ -
25 ppm + + +
50 ppm + + +
75 ppm + + +
100 ppm + + +
200 ppm + + +
500 ppm + + +

(+) Hubo crecimiento microbiano. (-) No hubo un crecimiento microbiano).

Al realizar las pruebas con las concentraciones
establecidas del limén, el vinagre y la mezcla de
estos aditivos, como se observa en la tabla 2, se
obtuvo como resultado: los dos aditivos
alimentarios son efectivos al lograr inhibir
completamente el crecimiento del Staphylococcus
aureus. Es importante aclarar que este resultado se
evidencié sin realizar ninguna dilucién previa; es
decir; en el momento de someter estos aditivos a
diluciones, independientemente de la concentracién
empleada al ponerlos en contacto con el
microorganismo estos no surtian el efecto deseado
gue era la finalidad de esta prueba, solo se lograba
disminuir la presencia de ciertas colonias
bacterianas mas no inhibir el crecimiento
completamente de este microorganismo.

Prueba antibiograma por difusion

En los resultados obtenidos en la prueba final de
antibiograma por difusion (tabla 3); se evidencia el
efecto antimicrobiano de inhibicion del crecimiento
del microorganismo que se esperaba al emplear los
aditivos como un método de conservacion
provocando esta inhibicion del S. aureus pero
independientemente de la temperatura y el tiempo
de exposicioén; ya que en el caso del trabajo alterno
realizado en PerU con la mayonesa la temperatura
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de refrigeracion fue un factor determinante debido
quizas al proceso de fabricacion de este alimento
casero, y los procedimientos que se debian tener
en cuenta para garantizar la inocuidad del mismo,
se logra observar el halo de inhibicion.

Tabla 3
Prueba antibiograma por difusion

Halo de inhibicién

Concentracion Vinagre Limén
) Mezcla

blanco criollo
Sin dilucién 10 mm 30 mm 18 mm
250 ppm 0mm 0mm 0mm
500 ppm 0 mm 0 mm 0 mm

Cuando se suprime al acido citrico (Calderén,
2008), la presencia de colonias de S. aureus tiende
a ser mayor; y su crecimiento se observa de
manera exponencial a temperatura ambiente,
resultado que de igual forma ocurre en el caso de
afadir otro tipo de aditivos como el vinagre; pese a
disminuir el crecimiento del Staphylococcus aureus
no lo hace con la misma efectividad; por tanto se
pens6 implementar una posible combinacién de
aditivos pues sus excelentes caracteristicas
nutritivas  primero  no lograrian afectar las
propiedades organolépticas de una ensalada;
ademas influye en la inhibicion del S.aureus ya que
también hay disminucion del crecimiento de
colonias pero quizas la razén por la cual no se logra
eliminar totalmente el crecimiento pueda ser que
por la mezcla realizada se suprime el efecto del
limén criollo puro. Independientemente de la
implementacion de variables como temperatura o
tiempo de conservacién se comprobé que el acido
citrico en su caso(Calder6n 2008) y de la presente
investigacioén el limén criollo tiene mayor efecto que
el vinagre (acido acético) en la sobrevivencia de S.
aureus; y que el desarrollo de esta bacteria
aumenta un poco por el efecto combinado del limoén
con el vinagre (acido acético).
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CONCLUSIONES

Aditivos antimicrobianos como el vinagre blanco y
el limon criollo que entre sus bondades esté el ser
economicos, de facil acceso y utilidad, no presentan
ningun efecto toxico para la salud, mantienen las
cualidades y caracteristicas de los alimentos que
exigen los consumidores, y hacer que los alimentos
continlen siendo seguros, nutritivos y apetecibles
libres de cualquier tipo de contaminacion,
especificamente por bacterias, se convierten en la
mejor alternativa de conservacion de las ensaladas
frescas preparadas, frente a la falta de una técnica
especifica de conservacién y almacenamiento de
las mismas; ayudando con una concentracion
especifica aplicada por parte de sus manipuladores
en el momento de la preparacion conservando la
inocuidad de este alimento evitando asi pérdidas
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