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INTRODUCCION 

Los hombres de la Antigüedad descubrieron que los alimentos se 

conservaban por más tiempo cuando se les almacenaba a bajas tem

peraturas en cavas bajo tierra, en la nieve, en el hielo o junto a los 

manantiales de agua fria. Los pobladores de las regiones árticas 

tenían por costumbre someter las piezas de la caza y de la pesca a 

la acción del frío para utilizarlas después en fpocas de escasez . 
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En el último cuarto del siglo XIX, al inventarse las máquinas de 

producción de frío, comienza la era de la congelación · de los a limen

tos. Se observa que cuando la temperatura es mayor· o igual a 0°C 

los alimentos se conservan por corto tiempo, pero cuando la tempe

ratura es menor se congelan y el tiempo de conservación aumenta. 

A partir de 1880 empiezan a construirse máquinas frigoríficas, pri

mer pasa fundamental para el desarrollo de las industrias del frfo . 

En 1930 se lanzaron al comercio minorista, productos congelados 

envasados, y se consideró este año en los Estados Unidos como el 

pionero en la fabricación de los alimentos congelados, incrementán

dose día con día las empresas que dedican sus esfuerzos a esta ac

tividad ( 10, 11 ) . 

El principal objetivo de la congelación consiste en la retención de la 

cualidad de frescura de los alimentos debido a que una congelación 

correcta los conserva sin producir cambios apreciables en su tama

ño, forn1a, textura, color y sabOr, por lo tanto muchos vegetales 

pueden ser congelados para mantener su frescura hasta llegar a la 

mesa del consumidor ( 4, 5, 13 ) . 
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Las bajas temperaturas se utilizan para retarqar las reacciones 

qufmicas, la acción de las enzimas alimenticias y para disminuir o 

detener el crecimiento y la actividad de los microorganismos en los 

alimentos ( S, 8, 16 ) . 

Cualquier alimento de origen animal o vegetal puede contener una 

gran variedad de bacterias, levaduras y hongos; los cuales necesi

tan condiciones ade~uadas para crecer y como consecuencia ocasio

nar cambios indeseables en ellos . 

Cada microorganismo presente tiene una temperatura de crecimien

to óptima y una mfnima por debajo de la cual éste no puede multipli-

carse. Las temperaturas frias evitan el crecimiento de los micro-

organismos, sin embargo pueden llegar a mantener una baja activi

dad metabólica. El aspecto más importante de las bajas tempera

turas se refleja en el decremento del rango de crecimiento micro

biano . 

Se ha reportado que las bacterias crecen a temperaturas tan bajas 

como : - 5°C en carnes, - l0°C en carnes curada¡;;, - 11 °C en 

pescado, - 12. 2°C en vegetales y - 10°C en nieve, debido a és-
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to, la mayoría de los congeladores comerciales operan a una tem

peratura inferior a los - 18°C ( 4, 5, 8, 16) • 

La calidad de los alimentos para ser congelados es de suma impor

tancia. Los vegetales se seleccionan en base a su capacidad para 

congelarse y a su madurez, se lavan, se ordenan y se cortan. Pos

teriorn1ente se escaldan o se blanquean con agua caliente o vapor, 

produciéndose los siguientes efectos : 

1). Inactivación de la mayoría de las enzimas del vegetal, las cua

les pueden causar cambios en el color, pérdidas del sabor, 

suavidad y valor nutritivo . 

2). Reducción h:ista el 99% en el número de microorganismos en 

el vegetal . 

3). Mejoramiento del color de los vegetales verdes . 

4). Desplazamiento del aire atrapado en los tejidos ( 8, 10, 11, 

16 ) • 

Seguido a J. proceso de blanqueado que se les da a los vegetales~ el 

número de bacterias en éstos se incrementará considerablemente 

durante el manejo subsecuente . 
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El rango y la clase de deterioro que pueden sufrir los alimentos an

tes del congelado dependerá de sus condiciones y de los métodos de 

manejo. 

La temperatura a la cual los alimentos se almacenen, entre otras 

condiciones, determinará la clase del microorganismo que se de

sarrollará y los cambios que se producirán en ellos. La con di -

ción del alimento al momento de congelarse determinará la calidad 

potencial de éste, una vez terminado el proceso . 

El equipo para el manejo de los vegetales difícilmente se puede man

tener libre de microorganismos, además el sistema de flujo de agua 

puede ser una fuente importante de contaminación microbiana. Por 

esta razón, el proceso de reciclar el agua que ha estado en contacto 

con los vegetales requiere de un estricto control ( 4, 8, 9, 10, 15 ). 

A temperaturas de congelación las células vegetativas de los micro

organismos que son incapaces de multiplicarse mueren. Se pre

senta un bajo pero continuo decremento en el número de los micro

organismos viables, durante el almacenamiento; algunas especies 

mueren más rápidamente que otras, pero sobreviven por meses y 
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aún por años, cantidades mínimas de la mayoría de las especies. 

El decremento observado en el número de microorganismos vi a-

bles en los alimentos conge lados puede ser el resultado de efectos 

letales o subletales. Los efectos letales se deben a la des natura

lización o floculación de las proteínas esenciales de las células o de 

sus enzimas; posible mente como un resultado del increme nto en la 

concentración de solutos en e l agua no congelada o quizá en parte por 

el daño físico causado por los cristales de hielo. En cuanto a los e

fectos subletales, algunas de las células pueden sufrir un daño que 

evita su desarrollo y por lo tanto su recuento. Las células en este 

estado han sido denominadas como congeladas-latentes, desconge la-

das -la ter. tes, o metabólicamente-latentes. Por lo tanto una reduc-

ción en el número de microorganismos no siempre puede represen

tar una muerte verdadera de la población. 

Sin embargo se han reportado cuentas totales por encima de los 

200 000 organismos por gramo en frijoles verdes congelados y más 

de 100 000 organismos por gramo en chicharos y elote. En vege

tales grandes con formas irregulares como el bróculi, coliflor y es

párragos, es dificil mantener la cuenta total baja y ésta puede fácil-
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mente exceder los 100 000 organismos por gramo ( 4, 8 ) . 

Si el descongelado es razonablemente rápido y el alimento se utili-

za de inmediato los microorganismos existentes no causarán pro-

blema, porque las temperaturas serán demasiado bajas para per-

mitir el crecimiento bacteriano. Solo cuando el descongelado es 

demasiado lento o cuando se realiza a temperatura ambiente, se 

presenta la oportunidad para que los microorganismos se de sarro-

llen. La clase de microorganismo que crecerá dependerá de la 

temperatura y del tiempo en que el alimento se descongele ( 8 ) . 

Las variables o factores que determinan el que algunos microorga-

nismos mueran, otros permanezcan latentes y algunos no sean da-

ñados durante el congelado son los siguientes : 

a). El estado y clase del microorganismo. La resistencia del 

microorganismo al proceso de congelado varra con la clase y 

la fase de crecimiento, asr como también si se trata de una 

célula vegetativa o de una espora • 

b). El rango de congelado. Existe cierto rango de ten1peratu-

ras debido al cual resultan efectos letales • 
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e). 

d). 

e). 

La temperatura de congelado. 

lado altas son más letales . 

Las temperaturas de conge-

El tiempo de almacenamiento congelado. El número de mi-

croorganis mos viables decrece de acuerdo al tiempo de alma

cenam1.ento . 

La clase de alimento. La composición del alimento influye 

en la muerte de los microorganismos durante el congelado . 

f). La influencia del descongelado. El rango de temperatura a 

la cual se descongela el alimento determinará el número y la 

clase de microorganismos que se desarrollarán . 

g). La congelación y descongelación alternadas. Este hecho 

puede o no causar la muerte de los microorganismos . 

h). Las posibles modificaciones celulares durante el tiempo de 

congelado. A mayor tiempo de congelado puede cambiar e l 

pH de la materia celular, la concentración de los electroli

tos, etc. 

La flora bacteriana de los vegetales congelados está formada prin

cipalmente por miembros de los géneros : Bacillus, Enterobacter 

Erwinia, Flavobacterium, Achromobacter, Alcaligenes, Cellulomo

nas, Chromobacterium, St reptococcus, Lactobacillus, Leuconostoc, 
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Micrococcus, Neisseria, Pseudomonas, Mycobacterium, Phytomo

nas, Sarcina, Staphylococcus, Serratia y Vibrio ( 4, 15_) . 

El método recomendado para la realización de un estudio microbio

lógico de los vegetales congelados es el recuento total de bacterias 

mesófilas, de coliformes, de levaduras y hongos ( 15) . 

De los resultados de la cuenta total dependerá la aceptabilidad de un 

producto en términos del cumplimiento de una norma bacteriana. 

Las industrias han atribuído gran importancia a estos contajes pa

ra garantizar su calidad técnica ( 2, 7 ) . 

La industria de los alimentos congelados considera a la enumera

ción de coliformes y de entero cocos como herramienta para de ter

minar y mantener las condiciones de sanidad del proceso y del ma

nejo de los alimentos, . debido a que estos microorganismos son in

dicadores de contaminación fecal la cual ha sido determinada en los 

productos de horticultura ( 4, 6, 8, 14, 15 ) . 

Por otra parte, las levaduras y los hongos están ampliamente dis

tribuidos en la naturaleza y pueden encontrarse como parte de la 
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flora normal de los pr:oductos alimenticios, como contaminantes 

provenientes de un equipo no higiénico o como contaminantes del 

aire ( 15 ) . 

El prop6sito de realizar un estudio microbiológico a los alimentos 

tiene como fin el garantizar la inocuidad de los mismos, para e vi

tar que representen un riesgo para la salud de los individuos y ca u

sen pérdidas económicas tanto para e l país como para el consumí-

dor ( 3, 4 ) . 

Debido al gran auge que en los últimos años han tenido los a limen

tos congelados, entre ellos las verduras, se ha querido enfocar es

te trabajo hacia el aislamiento y la identificación de los microorga

nismos Gram Negativos potencialmente patógenos para el hombre, 

presentes en la calabaza, la coliflor y la zanahoria congeladas, las 

cuales son verduras ampliamente consumidas en nuestro país . 
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MATERIALES Y METOOOS 

Para llevar a cabo este trabajo se recolectaron un total de 60 mues

tras de verduras congeladas ( zanahoria, coliflor y calabaza ) en 

diferentes localidades de la ciudad de Monterrey, N. L. y del mu

nicipio de Garza Garcfa, N. L. en el transcurso de los meses de 

Enero a Abril de 1983 . 

Las muestras fueron analizadas en el Laboratorio de Microbiolo-

gía de la División de Ciencias Naturales y Exactas de la Universi

dad de Monterrey . 
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l. RECOLECCION DE LA MUESTRA 

Las muestras se adquieren en el lugar de expendio y se transpor -

tan de inmediato al laboratorio en los empaques en que éstas se 

venden. 

II. TRATAMIENTO DE LA MUESTRA 

Se pesan. 10 g de la muestra descongelada, se introducen en un 

matraz conteniendo 90 ml de Solución Ringer estéril ( R-1 ), se 

agita el matraz y se deja reposar media hora. ( Dilución 1:10 ). 

A partir de esta dilución se preparan diluciones 1:100 y 1:1000. 

Las pruebas realizadas a cada una de las muestras fueron: Cuenta 

Total de Bacterias Aerobias y Cuenta Total e Identificación de Co -

liformes . 

III. CUENTA TOTAL DE BACTERIAS 

Se toma 1 ml de cada una de las diluciones y se transfiere a ca

jas Petri estériles, se agrega agar para Métodos Estándares a 55°C 

y se mezcla por rotación. Se incuba a 37°C por 48 horas (Fig. 1). 

Se cuenta e l número de colonias de las placas que contienen entre 
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30 y 300 colonias y se multiplica por la dilución para obtener el 

número de bacterias por grama de muestra . 

IV. CUENTA DE COLIFO!lli1ES 

Se toman O. 1 ml de cada dilución y se transfieren al centro de ca

jas Petri conteniendo agar Eosina Azul de Metileno, se distribuye 

por medio del método de la varilla de vidrio. Se incuba a 37'C por 

48 horas . 

Se cuentan las colonias de las placas que contienen entre 30 y 300 

colonias y se multiplica por 10 y por la dilución para obtener el 

número de bacterias coliformes por gramo de muestra • 

V. IDENTIFICACION DE COLIFORMES 

Del EMB se toman todas las colonias diferentes y se inoculan en 

caldo Hajnc., se incuba a 37°C por 24 horas ( Fig. 2 ) • 

Después de incubar el caldo Hajna se inoculan los siguientes me -

dios : Agar Lisina Fierro ( LIA ) , Agar Motilidad Indol Ornitina 

(MIO ), Agar Triple Azúcar Fit:rro ( TSI ), Simmons Citrato, 

Agar Azufre Indol Motilidad ( SIM ), Caldo Voges Proskauer y Ro-
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Fig. 2 Identificación de Coliformes 
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jo de Metilo y Caldo de Malonato. 

ras ( Fig. 2 ) • 

Se incuban a 3 7°C por 24 ho-

A las bacterias no fermentadoras de carbohidratos se les realizan 

las siguientes pruebas : Vía de Utilización de Carbohidratos, Re

ducción de Nitratos y Prueba de la Oxidasa • 

Se observan los cambios ( Fig. 3 ) ocurridos en los medios y se 

realizan las siguientes pruebas : 

Prueba del Rojo de Matilo : Al caldo utilizado para esta prueba se 

le añaden unas gotas de solución de rojo de metilo ( R-2 ) • 

Prueba de Voges -Proskauer : Se añaden O. 2 ml. de solución de 

KOH -crea tina ( R -3 ) y O. 6 ml. de alfa naftol al S% ( R -4 ) al 

caldo utilizado para esta prueba • 

Prueba del Indol: Se agregan unas gotas del reactivo de Kovac 

( R-5), a los medios Hajna, S[M y MIO . 

Vía de Utilización de Carbohidratos : Se examinan las reacciones 
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en el medio de prueba 0-F • 

Reducción de Nitratos : Se agregan 5 gotas de alfa -naftil a mina 

( R-6) y 5 gotas de ácido sulfannico ( R-7) al medio Nitrito-In

dol. 

Prueba d~ la Oxidasa : Se colocan sobre las colonias discos im -

pregnados con el reactivo p-aminodimetilanilina . 

Se interpretan los resultados y se identifican las especies bacte -

rianas en base a las tablas descritas por : Bailey & Scott y Mac 

Faddin ( l, 12 ) . 
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Fig.3 Interpretación de los resultados de las 

pruebas bioquímicas real izadas 
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REi\C-nVOS 

(R -1) Solución IUngcr 

NaC 1 .... . o • • ., . ........ o •• 

~!(Cl . . ... o • •••••• •• • ••••• 

Na 2co3 . ........... . o • • • 

8. 50 g 

o. 20 g 

0.01 g 

Agua Destilada •. o • o • • • • • • 1000. 00 m l. 

Se clisu e lven las Sé1 lcs en e l aguo. destilc::.da y se estcrili?.:::t a 

121 oc por 15 min. 

(l\-2) Rojo ele :Melilo 

Roj o de Metilo ...... o o o •• o. 10 g 

Alcohol Etflico Abso luLo • • 30:J. 00 rnt 

Agua Des tU a da ... o • •••• •• 208 . 00 ml. 

Se di.sue lve e l rojo de meti lo en e l alcohol y se afora a 

5~0 ml con agua dcs tilc-1da . 
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(R -3) Solución d KOI:--I - eren tina 

1( 0 I-I ..... . ......... ( •• ,. • •• 40.00 

Crea. ti11a . ...... o ••••••• o • o. 30 g 

Agua Des tila da . .... o ••••• 100.00 mL 

Se disuelve e J YOI I en el agua destibda y se le agrega la 

creatinn . 

(R - 4. ) A fa Naftol a l 5% . 

Alfo NaftoJ . ........... o • •• S. 00 g 

Alcohol Etílico Absoluto o o 100.00 ml. 

Se disue lve el aldehído c>n e l alcohol y se agrega lE:: mamen -

te el ~ cido . 

(l-\-5) Reactivo de Kovac 

Alcohol Amflico o •• o •• ••• o 

p-dimetiln nünobenza lde hido 

HCl concentrado .. o o • •• • •• 

150.00 ml. 

10.00 g 

50.00 mL 

Se dLsuelve e l aldehído en e l alcohol y se agrega le ntamc n-

te e l ácido . 
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( R- 6) Alfa -nafti lamina 

Alfa -nafLila Jrdna . . . .. o • ••• • .5. 00 g 

Acido Acético (SN) o... . . . 1000. 00 ml_ 

Se disuelve e l alfa-naftilamina en e l á c:do o 

(R -7) Acidl) Sulfani'lico 

i\ci do Su lfanílico . ... .. .• . 8. 00 g 

Acido i\cético (51 r) . • o • • • " 1000. 00 mJ 

Se dis ue lve el ácido .su lfm J lico en e 1 acético . 

- .?.3 -



RESULTADOS 

El recuento total de bacterias a ero bias y el de coliformes de los ve

getales analizados, se muestra en las tablas 1 y II respectiva-

mente. El vegetal que presentó el mayor recuento fue la coliflor 

y la calabaza el menor, en ambos casos . 

En la tabla lll se reportan en orden de frecuencia los microorga

nismos aislados e identificados pudiéndose observar que la bacte -

ria que se presentó con mayor incidencia fue Enterobacter hafniae 
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en un 40% de los vegetales analizados . 

Pseudomonas aeruginosa y Acinetobacter Iwoffii se encuentran en 

un 25% y 20% de las muestras respectivamente • 
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Bacterias/g 

1 o 1 - 1 o2 

1 o2 - 1 o3 

t o3 - 1 o4 

1 o4 - 1 oS 

1 oS - 1 o6 

106 

Total 

TABLA 

Cuenta Total de Bacterias Aerobias de 
vegetales congelados 

No . de mues tras 

Calabaza Coliflor 

o o 

o o 

-

20 7 

o 11 

o 1 

o 1 

20 20 

Zanahoria 

' 

o 

l 
1 

4 

7 
l 

6 

3 
1 

o 

20 



TABLA 11 

Cuenta Total de Bacterias Col iformes 

No. de muestras 

Bacteri as/g - --

Calabaza Coliflor Zanahoria 1 

o 7 o 11 

1 o 1 - 102 12 6 7 

1 o2 - 1 o3 1 10 1 
1 

1 o3 - 1 o4 o 4 1 

Total 20 20 20 

-- -
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TABLA 111 

Frecuenc i a de los mi croorga ni smos ais l a d os 

de l to ta l de muestras 

·-- ~--·-
Mi croorgan í sn,os . de Free u nci a 

----- s tr as 
p areen tu a 1 

--
Ente robacte r hafniae 

1 
24 L¡.Q. 00% 

-·-- ·--- - -
Pse L• dq_mor} __ z-,s aerug i nos a_ 15 25 . 00% 

fk i __ netobac t P.r lwoff i i 1 2 
-· 

20. 00% l 
--· ~ .......; 

f.J .. !.!:.9 b a.r: t e r f reund i i 7 
1 

11 . é6% 
- . '--·-----

En te_r obac te, .. agl ornme r c1 ns 7 11. 66% 

Al ca l igcn_r; s f ¡:¡cea 1 i s 6 10 . 00% 

Ac i netob2cter an i tr é'ltum L~ 6.66% 

Kl ebs i e l la S~ . 4 
1 

6.66% 

Arj __ zon~. 2 3.33% 
--



DISCUSION Y CONCLUSIONES 

Las muestras recolectadas se transportaron al laboratorio en s:..I 

empaque original el cual se abrió hasta el momento del análisis , 

evitándose asf toda contaminación externa, pudiendo atribuir el que 

los microorganismos aislados de las verduras congeladas deben 

provenir de un proceso defectuoso de escaldado o blanqueado, del 

agua utilizada para dicho proceso, del equipo usado, o bien del ma

nejo subsecuente que se les da hasta el empaquetado . 
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La contaminación de los vegetales generalmente ocurre después del 

blanqueado y puede provenir de los canales de enfriamiento y tras -

lado, de las cintas donde se realiza la selección, del empaque, del 

personal, de la entrada del aparato conge lador y del congelador de 

almacenamiento . 

La verdura que presentó mayor proporción de bacterias aerobias 

fue la coliflor, posiblemente por tratarse de un vegetal grande de 

forma irregular lo que provoca que alberge un número importante 

de microorganismo y una mayor dificultad de eliminación de los 

mismos durante el proceso de blanqueado . 

El proceso de blanqueado es más efectivo en los vegetales de ma

yor co;:1ductividad calórica, la cual viene dada por la especie, la va

riedad, la madurez, la forma y el tamaño del vegetal y por la tem

peratura del medio. Probablemente debido a ésto se encontró que 

la zanahoria contenía un número más alto de microorganismos que 

la calabaza . 

Los recuentos totales obtenidos no se pueden considerar nmy altos, 

ya que según Herrmann (lO), se han obtenido cuentas totales para 
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la coliflor hasta de 1 OOJ 000 de ixl c terias por gramo y pa.ra la 

zanahoria scgúr Wcisser (16) de 30: O bacteria s por gramo de 

vegeta l congelado y de 5 800 000 bacterias por gramo clescoJ 1;;e

bdo después de 2t1 horas . 

Resp2cto a la cur-•nta ele hactcrirts Gram J' íegativas se encontró en 

la coliflor un lTtCJ yor número ele mi croorg;:¡_n i s m os q· 1 e e n la za na -

hori <l y en ésta rn enor q"...w en la C<J L-ün::(l .. La mayoría de estos 

m:i.croorgé.l nismos corrcsp::YJc1ieron a }as E:n lcrolx:tctcr ia ::; las cua -

les constituyL'n unD gran parte de la flora no.1:mal del intcs~~J.no y 

por lo gener< 1 T1'.J causan enfermcladcs entérica~> a nv::·no~:: que se: 

encuentren en tej idos iuera de l intes tino, JX1rttcu)armente en las 

vías urimu Las, las vías biliares, Jos pulmones , el p...;r i to11eo o las 

m e ning··s . 

El nún1ero de enterobacterias encontrRdo en este estu cHo , hace s u

poneT que los vcgcw les sirven de reservorio para. el desarrollo de 

estos microorgo ;;ismos y qu e además tr3nsfonnan <:1. estos aJirPe,l

tos en una fu ente importante de conta minación para el hombre . 

Tradiciona lmente s(~ ba propuesto la presencia de f~_s ch e:;r icll~~ c~!i 
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como fndio; de contaminación feca l; en es te caso no se aisló cHcl10 

microorganismo, pero en la liLeratura se ha sugerido considerar 

la presencia ue Enterob.Jcterias como una incHcacj ón de con¡-amina

ción fecal en el caso del anilisis microbiológj co de alimento.~ des ·

hidn1tados, cong .lados) y r efrigerados , debido a que la super- i

vencía de E. coli en esté!~ condiciones es muy l)a ja y por otra par

te al aumento de enfermedad'?-s dian. e i.cns ocasionadas por los mi

croorc;anismos colifonTies o 

Debe hacerse not<.. r que los rcsL Jtaclos de las cuen tas totales p~ 1r;den 

val"iéH en un;J mis m a muestr8 , ya que no tojé1 s ks bactcrL s se pue ·

de n enumerar , dr2biclo a C]UC existen m.icroorganLsmos incapaces de 

desarrollarse por encont i ;lrse en un estado a l ctt8l se le ha denomi ·

nado congclaci.o -latente, descongela do -latente , o 1neta bólica; n '"'nle -

latente . 

Por lo discutido anteriormente se puede en general concluir q·Je la 

contaminación de los vegeta les proviene de un m a l ma n jo de los 

mismos durante e l proceso de congela do a s f como tambié n por pa r

te de l cons umidor, s in emh:lrgo de be cnfa tizarse qu e e l tipo y grado 

d~ conta minación de e s tos alim entos depe nd e también de otr o s fa c-
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tores y de ciertas caracterfsticas del vegetal . 

En cuanto a la po:~i ble contaminación fecal a la que est2n expues -· 

tas las verduras se puede inferir . que está directa mente relacic -

nada con el agua eJe riego de los cu ltivos, el pcrson;1 1 invoJucra(b 

en s u manipu lación y con las condi ciones de hi.glene mauwnicla.s du ·

:cante el proceso . 

Antes de inge-rir los vegew les se considera convenien te qu e se so

metan a un proceso de cocciór;, c.!unmte un l"iernpo consicl ~rable pa

ra disminuir o e Jirninar los microorganisnws presentes y a sf evi

tar qu e estos alimentos constituyan un ries go para 18 salud . 
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RESUMEN 

Se analizaron un total de 60 muestras de verduras congeladas me

diante los Métodos de Cuenta Total de Bacterias Aerobias y Cuenta 

Total e Identificación de Coliformes 

Se encontró que la coliflor es el vegetal con mayor contenido de mi

croorganismos y que se aisló Enterobacter hafniae del 40% de los 

vegetales . 
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