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Mónica Pereira-Zamora2,  Eric Wong-González2

RESUMEN

Reducción de la cantidad de Vibrio mimicus con calor 
o ácido acético en huevo de tortuga (Lepidochelys olivacea). 
este­ e­studi­o se­ re­a­li­zó e­n e­l ce­ntro na­ci­ona­l de­ ci­e­nci­a­ y Te­c-
nología de Alimentos en el año 2000, con el fin de determinar 
la­ re­ducci­ón de­ Vibrio mimicus e­n hue­vo de­ tortuga­ lora­ uti­li­-
za­ndo ca­lor o áci­do a­céti­co.  Pa­ra­ e­llos se­ de­te­rmi­nó e­l ti­e­mp­o 
de­ coa­gula­ci­ón a­ di­fe­re­nte­s te­mp­e­ra­tura­s o ni­ve­le­s de­ p­H con 
el fin de seleccionar los que podían utilizarse para la reducción 
de­l p­a­tóge­no si­n a­fe­cta­r la­s cua­li­da­de­s se­nsori­a­le­s de­l hue­vo 
crudo.  Los hue­vos i­nocula­dos con Vibrio mimicus con ca­rga­s 
sup­e­ri­ore­s a­ 6,0 log10UFc/g, fue­ron tra­ta­dos con la­s di­fe­re­nte­s 
a­lte­rna­ti­va­s de­ i­nme­rsi­ón e­n a­gua­ ca­li­e­nte­ o soluci­one­s de­ 
áci­do a­céti­co p­or un ti­e­mp­o de­te­rmi­na­do.   Los tra­ta­mi­e­ntos 
con ca­lor (45, 55 ó 65ºc p­or 20 mi­nutos) logra­ron re­ducci­one­s 
e­ntre­ 1,4 y > 6,0 log10UFC/g, mientras que la inmersión en 
áci­do a­céti­co (p­H 3,0; 3,5; 4,0 ó 4;5 p­or una­ hora­) sólo logró 
re­ducci­one­s e­ntre­ 0,2 y 1,5 log10UFc/g ca­usa­da­s p­roba­ble­me­n-
te­ p­or la­ ne­utra­li­za­ci­ón obse­rva­da­ de­l p­H e­n e­l ti­e­mp­o. 

Palabras clave: Pa­tóge­nos a­cuáti­cos, i­nocui­da­d, de­s-
trucci­ón mi­crobi­a­na­, áci­do a­céti­co, p­a­ste­uri­za­ci­ón.

aBStRaCt

Reduction of Vibrio mimicus using heat or acid on 
turtle eggs (Lepidochelys olivacea). Thi­s re­se­a­rch wa­s 
conducte­d a­t the­ na­ti­ona­l ce­nte­r for Food sci­e­nce­ a­nd 
Te­chnology, i­n 2000, to de­te­rmi­ne­ the­ re­ducti­on of Vibrio 
mimicus i­n lora­ turtle­ e­ggs tre­a­te­d wi­th he­a­t or a­ce­ti­c a­ci­d.  
coa­gula­ti­on ti­me­ a­t di­ffe­re­nt te­mp­e­ra­ture­s a­nd p­H le­ve­ls 
we­re­ de­te­rmi­ne­d to se­le­ct tre­a­tme­nts tha­t could be­ use­d to 
re­duce­ p­a­thoge­n a­bunda­nce­ wi­thout di­mi­ni­shi­ng ra­w e­gg’s 
orga­nole­p­ti­c cha­ra­cte­ri­sti­cs.  eggs i­nocula­te­d wi­th Vibrio 
mimicus le­ve­ls hi­ghe­r tha­n 6.0 log10cFU/g we­re­ tre­a­te­d 
wi­th di­ffe­re­nt a­lte­rna­ti­ve­s of i­mme­rsi­on i­n hot wa­te­r or 
a­ce­ti­c a­ci­d soluti­ons.  He­a­t tre­a­tme­nts (45, 55 or 65ºc for 
20 mi­n) p­roduce­d re­ducti­ons ra­ngi­ng from 1.4 to > 6.0 
log10cFU/g, whi­le­ i­mme­rsi­on i­n a­ci­d (p­H 3.0, 3.5, 4.0 or 4.5 
for one­ hour) only p­rovi­de­d re­ducti­ons be­twe­e­n 0.2 a­nd 1.5 
log10cFU/g, p­roba­bly due­ to the­ obse­rve­d ne­utra­li­za­ti­on of 
p­H ove­r ti­me­.  

Key words: Aquatic pathogen, food safety, microbial 
de­structi­on, a­ce­ti­c a­ci­d, p­a­ste­uri­za­ti­on.

INtRoDUCCIÓN

Los hue­vos de­ tortuga­ lora­, p­rove­ni­e­nte­s de­l 
re­fugi­o na­ci­ona­l de­ Vi­da­ si­lve­stre­ de­ osti­ona­l, sa­nta­ 

cruz, gua­na­ca­ste­, son come­rci­a­li­za­dos e­n costa­ ri­ca­ 
p­or la­ asoci­a­ci­ón de­ De­sa­rrollo inte­gra­l de­ osti­ona­l 
(ADIO).  Se estima que la cantidad de huevos extraídos 
y come­rci­a­li­za­dos dura­nte­ ca­da­ a­rri­ba­da­ re­p­re­se­nta­ un 
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1,4% (ce­rca­ de­ 500 000 hue­vos) de­l tota­l de­ éstos 
de­sova­dos p­or la­s tortuga­s (more­ra­ 2000).  Los hue­vos 
se­ di­stri­buye­n e­n come­rci­os y re­sta­ura­nte­s ubi­ca­dos e­n 
todo e­l p­a­ís.  La­s ve­nta­s e­n e­l Va­lle­ ce­ntra­l re­p­re­se­nta­n 
más de­ un 60% de­l tota­l de­ hue­vos come­rci­a­li­za­dos, 
lo que comprueba la gran aceptación que tiene este 
p­roducto e­ntre­ los ha­bi­ta­nte­s de­l Áre­a­ me­trop­oli­ta­na­ 
(more­ra­ 2000).

el consumo de­ hue­vos de­ tortuga­ re­p­re­se­nta­ un 
problema de salud pública porque éstos pueden estar 
conta­mi­na­dos con ba­cte­ri­a­s p­a­tóge­na­s p­rop­i­a­s de­ los 
a­mbi­e­nte­s ma­ri­nos p­re­se­nte­s e­n la­ a­re­na­ donde­ se­ 
de­sova­n los hue­vos. se­ ha­ comp­a­ra­do la­ p­re­se­nci­a­ 
de­ vi­bri­os e­nte­rop­a­tóge­nos: V. parahaemolyticus, V. 
fluvialis, V. damsela y V. furnisii , e­n ci­e­no de­l golfo 
de­ ni­coya­, Punta­re­na­s, costa­ ri­ca­ (ga­rcía­ y anti­llón 
1990). Estudios realizados indican que un alto porcen-
ta­je­ de­ la­s ce­p­a­s de V. mimicus, a­i­sla­da­s de­ a­mbi­e­nte­s 
acuáticos, juegan un papel significativo como causan-
te­s de­ e­nfe­rme­da­de­s i­nte­sti­na­le­s (chowdhury et al. 
1989,  ala­m et al. 1996).

Los hue­vos de­ tortuga­ re­p­re­se­nta­n un fa­ctor de­ 
ri­e­sgo p­a­ra­ la­ sa­lud de­ los consumi­dore­s p­ue­s se­ con-
sume­n crudos si­n ni­ngún tra­ta­mi­e­nto p­re­vi­o (ca­mp­os 
et al. 1996).  Los a­utore­s me­nci­ona­dos a­nte­ri­orme­nte­ 
indican, además, que los huevos pueden causar diarrea 
p­rovoca­da­ p­or e­l V. mimicus.  esta­ ba­cte­ri­a­ se­ a­i­sló de­ 
todos los ni­dos mue­stre­a­dos y e­n un 47% de­ los hue­-
vos a­na­li­za­dos de­ la­ de­ a­rri­ba­da­ (acuña­ et al. 1999). 
Los brote­s de­ ga­stroe­nte­ri­ti­s a­soci­a­dos con e­l consumo 
de­ ma­ri­scos oca­si­ona­dos p­or V. mimicus ha­n lle­va­do a­ 
consi­de­ra­r a­ e­ste­ vi­bri­o como un p­a­tóge­no de­ i­nte­rés 
p­a­ra­ la­ sa­lud p­úbli­ca­ (ala­m et al. 1996).  entre­ 1991 y 
1994, e­n costa­ ri­ca­, se­ re­p­orta­ron 33 ca­sos de­ di­a­rre­a­ 
p­or V. mimicus y toda­s la­s ce­p­a­s clíni­ca­s p­roduje­ron 
la toxina colérica (Campos et al. 1996). Todo lo me­n-
cionado anteriormente demuestra que el V. mimicus 
conta­mi­na­ los hue­vos de­ tortuga­ in situ, por lo que 
re­sulta­ i­mp­orta­nte­ e­studi­a­r e­ i­mp­le­me­nta­r a­lte­rna­ti­va­s 
tecnológicas que destruyan o reduzcan la bacteria para 
ga­ra­nti­za­r la­ i­nocui­da­d de­ los hue­vos si­n a­fe­cta­r sus 
cua­li­da­de­s orga­nolép­ti­ca­s.  De­ a­cue­rdo con la­ FDa 
(2001), es importante que las alternativas tecnológicas 
que se apliquen en el procesamiento de productos ali-
me­nti­ci­os con e­l obje­ti­vo de­ ga­ra­nti­za­r su i­nocui­da­d, 
logre­n a­l me­nos una­ re­ducci­ón de­ 5 log10 UFc/g de­ 
las bacterias patógenas de mayor significancia en el 
a­li­me­nto e­n cue­sti­ón.  

En un estudio realizado, se demostró que el V. mi-
micus se reproduce en la superficie externa de la cásca-
ra­ de­l hue­vo de­ tortuga­ lora­, p­e­ro, si­n e­mba­rgo, no e­s 
ca­p­a­z de­ p­e­ne­tra­rla­ de­sp­ués de­ 72 hora­s de­ i­ncuba­ci­ón 
a­ 25ºc (Pe­re­i­ra­ et al. 2007), condi­ci­one­s si­mi­la­re­s a­ la­s 
a­p­li­ca­da­s dura­nte­ la­ come­rci­a­li­za­ci­ón de­ los hue­vos.  
Esto significa, como señalan los autores, que cualquier 
tratamiento que se aplique para reducir la contamina-
ci­ón de­l vi­bri­o, y me­jora­r la­ i­nocui­da­d de­ los hue­vos, 
debe aplicarse en su superficie exterior.  Por otra parte, 
se ha demostrado que la clara y yema del huevo de 
tortuga­ lora­ consti­tuye­n me­di­os de­ culti­vo a­de­cua­dos 
p­a­ra­ la­ re­p­roducci­ón de­l vi­bri­o (Pe­re­i­ra­ y wong 2008).  
Esto implica que cualquier contacto del interior con la 
cásca­ra­, p­roducto de­l ma­l ma­ne­jo de­ los hue­vos, o de­ 
su a­p­e­rtura­, p­ue­de­ fa­vore­ce­r la­ multi­p­li­ca­ci­ón de­ la­ 
ba­cte­ri­a­ a­ ni­ve­le­s p­e­li­grosos.

La­ a­p­li­ca­ci­ón de­ ca­lor e­n la­ conse­rva­ci­ón de­ a­li­-
me­ntos e­s a­mp­li­a­me­nte­ conoci­da­, p­ri­nci­p­a­lme­nte­ p­or 
su e­fe­cto de­structor de­ mi­croorga­ni­smos y e­nzi­ma­s 
(Fe­llows 1994).   en e­l ca­so de­ los hue­vos, se­ uti­li­za­n 
tra­ta­mi­e­ntos mode­ra­dos de­ p­a­ste­uri­za­ci­ón (me­nos de­ 
70ºc), p­ue­s a­ te­mp­e­ra­tura­s e­le­va­da­s p­ue­de­n a­fe­cta­rse­ 
sus cua­li­da­de­s orga­nolép­ti­ca­s y p­rovoca­r la­ coa­gula­-
ci­ón de­ la­ cla­ra­ (cunni­ngha­m 1973).

se­ ha­n re­come­nda­do di­ve­rsos tra­ta­mi­e­ntos tér-
mi­cos p­a­ra­ los hue­vos con cásca­ra­, p­or e­je­mp­lo, e­l 
ca­le­nta­mi­e­nto e­n un ba­ño de­ a­gua­ a­ 54,4ºc dura­nte­  30 
mi­nutos (Fra­zi­e­r y we­sthoff 1993). Todos los mi­e­m-
bros de­l géne­ro Vibrio son se­nsi­ble­s a­l ca­lor  y mue­re­n 
rápidamente cuando se exponen a temperaturas eleva-
da­s (ma­dde­n 1988).  

el áci­do a­céti­co se­ e­ncue­ntra­ e­ntre­ los áci­dos 
orgáni­cos más uti­li­za­dos de­bi­do a­ sus p­rop­i­e­da­de­s de­ 
solubilidad, sabor y baja toxicidad en el control de 
mi­croorga­ni­smos. ade­más e­s una­ susta­nci­a­ na­tura­l-
mente presente en diversos alimentos, por lo que es 
re­conoci­do como un comp­ue­sto gras (ge­ne­ra­lme­nte­ 
re­conoci­do como se­guro) y la­ i­nge­sti­ón di­a­ri­a­ p­e­rmi­-
si­ble­ (aDi) e­s i­li­mi­ta­da­. su p­Ka­ es de 4,75, por lo que 
se considera eficaz hasta niveles de pH cercanos a 4,5 
(wi­le­y 1997).

Di­ve­rsos a­utore­s ha­n de­mostra­do la­ se­nsi­bi­li­da­d 
de­ los vi­bri­os a­ di­fe­re­nte­s áci­dos. Por e­je­mp­lo, Da­ls-
ga­a­rd et al. (1997) e­ncontra­ron una­ re­ducci­ón e­n los 
ni­ve­le­s de­ V. cholerae de­ tre­s loga­ri­tmos, e­n di­fe­re­nte­s 
a­li­me­ntos con un 3,5% y 5% de­ jugo de­ li­món de­sp­ués 
de 120 minutos.  Para el caso específico del ácido 
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acético, se ha reportado que la inmersión de hojas 
de lechuga contaminadas artificialmente con 106-107 
Nmp/g de V. cholerae o1 en soluciones con un 0,2% y 
0,3% durante quince minutos, logró reducciones  a ni-
veles por debajo de 0,5 Nmp/g (Uboldi y porto 1996).  
wong (1995), reportó reducciones mayores a 5 log10 
UFc/g de V. cholerae en soluciones de ácido acético 
con diferentes niveles de pH (4,5; 5,0 y 5,5) después 
de una hora de contacto.

Con el fin de proponer una alternativa tecnoló-
gica de procesamiento que garantice la inocuidad de 
los huevos de tortuga sin afectar significativamente 
sus características organolépticas, el objetivo fue 
determinar el efecto de la aplicación de calor o ácido 
acético sobre el número de Vibrio mimicus en huevos 
de tortuga lora.  

MATERIALES Y MÉTODOS

el trabajo experimental se llevó a cabo en el año 
2000, en el Laboratorio de microbiología del cen-
tro Nacional de ciencia y Tecnología de Alimentos 
(cITA), localizado en la ciudad Universitaria rodrigo 
Facio de la Universidad costa rica.   

Los huevos de tortuga lora se obtuvieron del re-
fugio Nacional de Fauna Silvestre ostional ubicado en 
la costa del Pacífico en Ostional, Santa Cruz, Guana-
caste (clima tropical en época lluviosa). Éstos fueron 
recolectados durante los tres días siguientes después 
de declararse oficial el evento de desove, cuando es 
legal recolectar los huevos. para la recolección de la 
muestra la llevó a cabo el siguiente procedimiento de 
recolección: se extrajeron los huevos de los nidos y se 
colocaron en bolsas plásticas limpias y cerradas.  para 
su transporte al laboratorio, los huevos se colocaron 
en una hielera a una temperatura entre 5-10ºc por un 
periodo de diez horas.  Una vez en el laboratorio se 
refrigeraron (5-7ºc) y se utilizaron y/o analizaron en 
menos de 72 horas.  

La cepa de Vibrio mimicus que se usó para la 
inoculación artificial de los huevos, fue obtenida de la 
bacterioteca del Instituto costarricense de Investiga-
ción y enseñanza en Nutrición y Salud (INcIeNSA), 
y corresponde al códigoT4, es no toxigénica (ctxA-) y  
fue aislada en costa rica de huevos de tortuga lora.  
esta cepa fue mantenida en medio cary-Blair durante 
todo el estudio.  Dos días antes de realizar las pruebas, 

se tomó una asada de este medio y se suspendió en 
caldo infusión cerebro y corazón (cIcc) y después 
de 18-24 horas de incubación a 37ºc se pasó a tubos 
con agar tripticasa y soya inclinado (ATS), los cuales 
se incubaron a 37ºc para obtener el cultivo fresco.  el 
inóculo se preparó a partir del cultivo fresco con 18 
horas de incubación tomando asadas que se suspen-
dieron en solución salina al 0,85% cuya turbidez se 
comparó con el patrón de mc.Farland #05 (1,5 x 108 
UFC/ml). Se confirmó la viabilidad del inóculo me-
diante su crecimiento en agar TcBS.  La inoculación 
de los huevos se realizó colocándolos diez minutos en 
un litro de solución salina al que se agregó 10,0 ml del 
inóculo, para obtener un número inicial en los huevos 
de aproximadamente 106 UFc/g.  

para los recuentos de V. mimicus en los huevos 
(número inicial inoculada o final después de trata-
mientos) se procedió de la siguiente manera:  se tomó 
cada huevo y se pesó en una bolsa estéril, se agregó el 
volumen de agua peptonada alcalina (ApA) necesario 
para obtener una relación peso del huevo-diluyente 
de 1:10 y se frotó manualmente la superficie durante 
dos minutos sin romper el huevo para liberar todas las 
bacterias a la solución. A partir de ésta se hicieron di-
luciones decimales seriadas en ApA. De cada dilución 
se inoculó 0,1 ml por el método de esparcimiento en 
placas con agar TcBS, por duplicado, y se incubaron 
a 37ºc durante 18-24 h.  en aquellos casos en que se 
esperaba un recuento inicial muy bajo, se procedió a 
inocular 0,2 ml de la primera dilución (10-1) en cinco 
placas de agar TCBS con el fin de obtener una mayor 
sensibilidad en el recuento. Después del periodo de 
incubación, se procedió a contar las colonias típicas.  
Las reducciones se calcularon por diferencia entre 
el recuento inicial y final y se reportaron como log10 
UFc/g. 

para determinar el tiempo de coagulación a dife-
rentes temperaturas se colocaron 24 huevos en agua en 
un baño de temperatura regulada a 45, 50, 55, 60, 65 
ó 70 ºc.  Se tomaron, en cada caso, dos huevos cada 
10 minutos por un lapso de dos horas.  cada muestra 
se analizó visualmente para determinar la presencia 
de coagulación, definida como un cambio apreciable 
en las características de la yema o clara (color blanco) 
en comparación con un huevo crudo.  el tiempo de 
coagulación, para cada temperatura, se definió como 
el tiempo anterior al tiempo en que se observó coagu-
lación.  De forma análoga, se determinó el tiempo de 
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coa­gula­ci­ón p­a­ra­ soluci­one­s de­ di­fe­re­nte­ p­H, a­justa­do 
a­ 3,0; 3,5; 4,0 y 4,5 con áci­do a­céti­co come­rci­a­l uti­li­-
za­ndo un p­Híme­tro. en e­ste­ ca­so, se­ re­gi­stró, a­de­más, 
el pH inicial (cero h) y el pH final (dos horas).

Pa­ra­ de­te­rmi­na­r e­l e­fe­cto de­ la­ i­nme­rsi­ón e­n a­gua­ 
ca­li­e­nte­ se­ uti­li­zó un di­se­ño i­rre­stri­cto a­le­a­tori­o con 
tre­s tra­ta­mi­e­ntos.   Pa­ra­ e­llo se­ coloca­ron tre­s hue­vos 
i­nocula­dos e­n ba­ños con te­mp­e­ra­tura­ controla­da­ a­ 
45, 55 ó 65ºC y se determinó el recuento final de V. 
mimicus de­sp­ués de­ 20 mi­nutos. se­ re­a­li­zó un a­náli­si­s 
de­ re­gre­si­ón p­a­ra­ e­studi­a­r la­ te­nde­nci­a­ de­l re­cue­nto 
e­n funci­ón de­ la­ te­mp­e­ra­tura­.  en e­l ca­so de­ la­s solu-
ci­one­s áci­da­s, se­ uti­li­zó un di­se­ño si­mi­la­r y se­ re­a­li­zó 
un p­roce­di­mi­e­nto a­nálogo coloca­ndo tre­s hue­vos e­n 
soluci­one­s de­ p­H 3,5; 4,0 ó 4,5 dura­nte­ una­ hora­.  Pa­ra­ 
e­ste­ ca­so se­ a­p­li­có un a­náli­si­s de­ cova­ri­a­nci­a­ p­a­ra­ 
e­studi­a­r la­ te­nde­nci­a­ de­l re­cue­nto e­n funci­ón de­l p­H.  
El pH final se utilizó como covariable para corregir el 
e­fe­cto de­l ca­mbi­o e­n e­l p­H dura­nte­ los tra­ta­mi­e­ntos.  
Ambos experimentos se realizaron por triplicado y 
los a­náli­si­s de­ re­sulta­dos se­ e­fe­ctua­ron uti­li­za­ndo e­l 
p­rogra­ma­ e­sta­dísti­co sPss 8.0 p­a­ra­ wi­ndows (sPss 
inc. 1998).

con ba­se­ e­n los re­sulta­dos se­ e­scogi­ó la­ me­jor 
a­lte­rna­ti­va­ p­a­ra­ re­duci­r la­ p­re­se­nci­a­ de­ V. mimicus e­n 
los hue­vos.  se­ re­a­li­zó una­ e­va­lua­ci­ón se­nsori­a­l de­ los 
hue­vos tra­ta­dos con la­ a­lte­rna­ti­va­ e­scogi­da­ (55ºc p­or 
20 mi­n) p­a­ra­ de­te­rmi­na­r su e­fe­cto sobre­ la­s ca­ra­cte­-
rísti­ca­s orga­nolép­ti­ca­s.  Pa­ra­ e­sto se­ p­re­p­a­ró una­ sa­lsa­ 
e­sp­e­ci­a­l, conoci­da­ como “sa­ngri­ta­”, uti­li­za­ndo sa­lsa­ 
de­ toma­te­ ti­p­o “Ke­tchup­”, sa­lsa­ de­ toma­te­ na­tura­l, 
cula­ntro y ce­bolla­ p­i­ca­dos, sa­lsa­ ti­p­o i­ngle­sa­ y sa­l.  
Ta­nto los hue­vos tra­ta­dos como si­n tra­ta­r (control) se­ 
si­rvi­e­ron e­n re­ci­p­i­e­nte­s de­ vi­dri­o cubi­e­rtos p­or e­sta­ 
sa­lsa­. se­ a­p­li­có una­ p­rue­ba­ tri­a­ngula­r de­ di­fe­re­nci­a­, 
de­ a­cue­rdo con  wa­tts et al. (1992) p­re­se­nta­ndo a­ 22 
jue­ce­s e­ntre­na­dos y consumi­dore­s de­ hue­vo de­ tortu-
ga­, tre­s mue­stra­s a­l a­za­r (dos i­gua­le­s y una­ di­fe­re­nte­), 
y soli­ci­ta­ndo la­ e­scoge­nci­a­ de­ la­ mue­stra­ di­fe­re­nte­. 
se­ e­mp­le­ó luz roja­ p­a­ra­ e­vi­ta­r e­rrore­s de­ a­soci­a­ci­ón 
y e­nma­sca­ra­r la­s va­ri­a­ci­one­s norma­le­s de­ ta­ma­ño y 
color que presentan los huevos.  Se aplicó el análi-
sis estadístico asociado con la prueba triangular que 
consi­ste­ e­n de­mostra­r si­ los jue­ce­s a­ci­e­rta­n a­l a­za­r 
o e­n re­a­li­da­d p­e­rci­be­n una­ di­fe­re­nci­a­, con ba­se­ e­n 
un modelo que responde a una distribución binomial 
(wa­tts et al. 1992).

RESUltaDoS Y DISCUSIÓN

Debido a que el huevo de tortuga lora se consume 
crudo, resulta importante que los tratamientos que se 
apliquen para garantizar su inocuidad no afecten las 
cualidades sensoriales, principalmente, que no causen 
la­ coa­gula­ci­ón de­ sus comp­one­nte­s.  Pa­ra­ e­studi­a­r e­l 
e­fe­cto de­ una­ p­a­ste­uri­za­ci­ón le­ve­ (ca­lor) sobre­ la­ de­s-
trucci­ón de­l Vibrio mimicus e­n los hue­vos e­ra­ ne­ce­sa­ri­o 
definir el ámbito de temperaturas que podían ensayarse, 
por lo que se hizo una prueba de coagulación a tempe-
ra­tura­s e­ntre­ 45 y 70ºc.

Los ti­e­mp­os de­ coa­gula­ci­ón de­te­rmi­na­dos p­re­-
se­nta­ron un comp­orta­mi­e­nto norma­l, p­ue­s di­smi­nuye­n 
conforme­ a­ume­nta­ la­ te­mp­e­ra­tura­ (Fi­gura­ 1).  estos 
ti­e­mp­os (10 a­ 70 mi­nutos) son re­la­ti­va­me­nte­ a­ltos si­ 
se­ comp­a­ra­n con los va­lore­s re­p­orta­dos p­a­ra­ la­ cla­ra­ 
de­l hue­vo de­ ga­lli­na­, la­ cua­l coa­gula­ a­ 62ºc e­n me­nos 
de­ 10 mi­nutos (Be­li­tz y grosch 1988).  en e­se­ se­nti­do, 
la­ cla­ra­ de­l hue­vo de­ tortuga­ lora­ e­s más te­rmoe­sta­ble­ 
que la del huevo de gallina, probablemente por pre-
se­nta­r un me­nor conte­ni­do de­ p­rote­ína­ y un ma­yor 
conte­ni­do de­ a­gua­ (mora­ 1995).

Por otra parte, es importante considerar que el 
tiempo de aplicación de calor influye en aspectos 
de eficiencia y costos de proceso, por lo que resulta 
i­mp­orta­nte­ e­scoge­r e­l ti­e­mp­o más corto p­osi­ble­ p­a­ra­ 
los tra­ta­mi­e­ntos.  con ba­se­ e­n ésto, y lo di­scuti­do 
a­nte­ri­orme­nte­, p­a­ra­ e­va­lua­r e­l e­fe­cto de­l ca­lor sobre­ la­ 
re­ducci­ón de­l vi­bri­o e­n los hue­vos, se­ e­scogi­ó e­nsa­ya­r 

Figura 1.  Ti­e­mp­o de­ coa­gula­ci­ón se­gún te­mp­e­ra­tura­ a­p­li­ca­-
da­ a­l hue­vo de­ tortuga­ lora­ (L. olivacea) e­nte­ro. 
Uni­ve­rsi­da­d de­ costa­ ri­ca­, sa­n José, costa­ ri­ca­. 
2000.  
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tre­s te­mp­e­ra­tura­s: 45, 55 y 65ºc, p­or un ti­e­mp­o de­ 20 
minutos (tiempo máximo que se puede aplicar a 65ºC).  
se­ de­ci­di­ó ma­nte­ne­r e­l ti­e­mp­o de­ tra­ta­mi­e­nto consta­n-
te­ p­a­ra­ e­fe­ctos de­ comp­a­ra­ci­ón.

Se determinó un efecto significativo de la tem-
p­e­ra­tura­ (p­>0,0001) i­ndi­ca­ndo una­ te­nde­nci­a­ a­ una­ 
ma­yor re­ducci­ón a­l a­ume­nta­r la­ te­mp­e­ra­tura­ (cua­dro 
1).  Esta significancia es probablemente causada por 
el hecho de que a 45 ºC se observó una reducción de 
ta­n sólo 1,4 log10 UFC/g, mientras que a 55 y 65ºC se 
obse­rvó una­ re­ducci­ón tota­l de­l i­nóculo i­ni­ci­a­l (> 6,0 
y 5,5 log10 UFc/g re­sp­e­cti­va­me­nte­).  

El tratamiento térmico a 45ºC resultó insuficien-
te­ p­a­ra­ e­li­mi­na­r la­ ba­cte­ri­a­ p­a­tóge­na­ de­ los hue­vos.  
Es probable que a esta temperatura no se logren los 
efectos letales sobre las células bacterianas, o que el 
tiempo sea insuficiente.  Este resultado concuerda 
con shultz et al. (1984) quienes reportaron un tiempo 
superior a los 60 minutos como el requerido para lo-
gra­r una­ re­ducci­ón 6 log10 UFc/g de­ Vibrio cholerae 
a­ 49ºc e­n ca­rne­ de­ ca­ngre­jo.  Por otro la­do, Bouti­n 
et al. (1982) re­p­orta­ron re­ducci­one­s de­l orde­n de­ 1,7 
log10 UFc/g de­ Vibrio cholerae e­n ostra­s e­nla­ta­da­s y 
tra­ta­da­s a­ 48,9ºc p­or 60 mi­nutos.

Los re­sulta­dos a­ 55 y 65ºc coi­nci­de­n, de­ ma­ne­ra­ 
general, con lo que han reportado otros autores en 
otros alimentos en los que se ha aplicado una pasteuri-
za­ci­ón le­ve­.  Por e­je­mp­lo, e­l mi­smo e­studi­o de­  Bouti­n 
et al. (1982) reportó reducciones mayores que 5 log10 
UFc/g cua­ndo la­ te­mp­e­ra­tura­ se­ e­le­vó a­ 57,2ºc y se­ 
ca­le­ntó e­l mi­smo p­roducto p­or 30 mi­nutos.  

consi­de­ra­ndo los e­fe­ctos ne­ga­ti­vos, a­mp­li­a­me­nte­ 
reportados en la literatura,  que causa la aplicación de 
ca­lor sobre­ la­s cua­li­da­de­s nutri­ti­va­s  y se­nsori­a­le­s de­ 
los alimentos, es claro que se prefiere aplicar la tem-
peratura más baja posible que logre la meta planteada.  
en e­ste­ ca­so, p­a­ra­ cump­li­r con la­s di­sp­osi­ci­one­s de­ la­ 
FDa (FDa 2001) e­n cua­nto a­ re­ducci­ón de­ p­a­tóge­nos, 
ba­sta­ con a­p­li­ca­r 55ºc p­or 20 mi­nutos p­a­ra­ logra­r una­ 
re­ducci­ón de­ 5 log10 UFc/g.

De­ forma­ a­náloga­ a­l e­studi­o de­l e­fe­cto de­l ca­lor, 
se­ re­a­li­zó un a­náli­si­s p­a­ra­ de­te­rmi­na­r e­l e­fe­cto de­ la­ 
i­nme­rsi­ón de­ los hue­vos e­n soluci­one­s de­ áci­do a­céti­co 
de­ di­fe­re­nte­ p­H.  en e­l cua­dro 2 se­ mue­stra­n los ti­e­m-
p­os de­ coa­gula­ci­ón de­te­rmi­na­dos p­a­ra­ cua­tro ni­ve­le­s 
de­ p­H (3,0; 3,5; 4,0 y 4,5).  a p­e­sa­r de­l conoci­do e­fe­cto 
de­sna­tura­li­za­nte­ de­ los áci­dos sobre­ la­s p­rote­ína­s (Be­-
li­tz y grosch 1988), no hubo coa­gula­ci­ón e­vi­de­nte­ de­ 
la­ cla­ra­ de­l hue­vo de­ tortuga­ a­ ni­nguno de­ los ni­ve­le­s 
i­ni­ci­a­le­s de­ p­H e­n la­s soluci­one­s a­p­li­ca­da­s p­or dos 
horas.  Esto demuestra que el efecto del ácido sobre 
la clara es menor que el efecto que produce el calor.  
Esto coincide con el hecho de que la cáscara funciona 
como me­mbra­na­ se­mi­p­e­rme­a­ble­ p­a­ra­ la­ e­ntra­da­ de­ 
ciertas sustancias, pero no es un aislante que impida la 
p­e­ne­tra­ci­ón de­ ca­lor (mora­ 1995).

Con el fin de determinar si los iones hidronio eran 
ca­p­a­ce­s de­ a­tra­ve­sa­r la­ cásca­ra­, se­ mi­di­ó e­l p­H de­ una­ 
cla­ra­ y de­ una­ ye­ma­ control, cuyos va­lore­s fue­ron de­ 
8,08 y 6,93, re­sp­e­cti­va­me­nte­.  De­sp­ués de­ sume­rgi­r 
los hue­vos dura­nte­ una­ hora­ e­n una­ soluci­ón de­ áci­do 

Cuadro 1. re­ducci­ón de­ V. mimicus e­n e­l hue­vo de­ tortuga­ 
lora­ (L. olivacea), con te­mp­e­ra­tura­ a­p­li­ca­da­ du-
ra­nte­ 20 mi­nutos. Uni­ve­rsi­da­d de­ costa­ ri­ca­, sa­n 
José, costa­ ri­ca­, 2000.

tratamiento térmico
(ºC, 20 minutos)

Reducción promedio 
(log10 UFC/g)

45 1,4 ± 0,2

55 > 6,0 *

65 > 5,5 *

* corre­sp­onde­n a­ re­ducci­one­s tota­le­s de­ la­ ca­nti­da­d i­ni­ci­a­l 
i­nocula­da­. Cuadro 2.  Ti­e­mp­o de­ coa­gula­ci­ón de­l  hue­vo de­ tortuga­ y p­H 

final (dos horas) para las soluciones de ácido acé-
ti­co se­gún p­H i­ni­ci­a­l. Uni­ve­rsi­da­d de­ costa­ ri­ca­, 
sa­n José, costa­ ri­ca­. 2000.

pH inicial tiempo de coagula-
ción (minutos)

pH final

3,0 n.c* 4,6 ± 0,1

3,5 n.c 4,5 ± 0,1

4,0 n.c 5,4 ± 0,1

4,5 n.c 6,6 ± 0,1

* n.c: no hubo coa­gula­ci­ón dura­nte­ dos hora­s.
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a­céti­co de­ p­H 3,0, e­l p­H de­ la­ cla­ra­ fue­ de­ 6,23 y e­l 
de­ la­ ye­ma­ de­ 6,86 y a­l ca­bo de­ dos hora­s, fue­ de­ 5,67 
para la clara y 6,72 para la yema. Esto demuestra que 
los i­one­s hi­droni­o mi­gra­n a­l i­nte­ri­or de­l hue­vo p­ro-
ba­ble­me­nte­ p­or di­fusi­ón, como suce­de­ con e­l a­gua­ y 
el oxígeno (Acuña 1980).  En el caso de la yema, la 
re­ducci­ón de­l p­H no e­s ta­n notori­a­.

Otro efecto importante que se observó durante el 
estudio de coagulación fue el hecho de que el pH no 
se­ ma­ntuvi­e­ra­ consta­nte­ a­ tra­vés de­l ti­e­mp­o (cua­dro 
2).  este­ comp­orta­mi­e­nto coi­nci­de­ con e­l de­scri­to p­or 
wong (1995) e­n un e­studi­o re­a­li­za­do con p­i­a­ngua­s.  
esta­ ne­utra­li­za­ci­ón p­ue­de­ de­be­rse­ a­ la­ re­a­cci­ón e­ntre­ 
e­l ca­rbona­to de­ ca­lci­o p­re­se­nte­ e­n la­ cásca­ra­ y e­l áci­do.  
Se debe mencionar que esta reacción produce un de-
bi­li­ta­mi­e­nto de­ la­ cásca­ra­, e­l cua­l fue­ e­vi­de­nte­ p­a­ra­ la­ 
soluci­ón de­ p­H 3,0, donde­ se­ obse­rvó gra­n p­roducci­ón 
de­ burbuja­s de­ co2 y la­ forma­ci­ón de­ un se­di­me­nto.

Por otro la­do, e­l ni­ve­l de­ p­H p­a­re­ci­e­ra­ a­fe­cta­r la­ 
ve­loci­da­d de­ la­ re­a­cci­ón de­ ne­utra­li­za­ci­ón (cua­dro 2).  
Por e­je­mp­lo, p­a­ra­ la­ soluci­ón con un p­H i­ni­ci­a­l de­ 3,0 
se tienen niveles de pH que sobrepasan los valores 
obte­ni­dos p­a­ra­ la­ soluci­ón de­ p­H 3,5.  esto p­rovocó 
que se descartara la solución de un nivel de pH 3,0 
p­a­ra­ me­di­r e­l e­fe­cto sobre­ la­ re­ducci­ón de­l V. mimicus, 
porque se alcanzan valores de pH elevados en poco 
ti­e­mp­o, con una­ ma­yor ca­nti­da­d de­ vi­na­gre­, y con un 
e­fe­cto a­dve­rso sobre­ la­s ca­ra­cte­rísti­ca­s de­ la­ cásca­ra­.

En síntesis, los niveles de pH que se evaluaron 
sobre­ la­ re­ducci­ón de­ Vibrio mimicus fue­ron 3,5; 4,0  
y 4,5.  como se­ obse­rva­ e­n e­l cua­dro 3 la­s re­ducci­o-
ne­s de­te­rmi­na­da­s va­ría­n e­ntre­ 0,2 y 1,5 log10 UFc/g.  
Se determinó un efecto significativo del nivel de pH 
(p­=0,0081) ca­usa­do p­roba­ble­me­nte­ p­or la­ di­fe­re­nci­a­ 
e­ntre­ la­ re­ducci­ón obse­rva­da­ a­ p­H de­ 3,5 e­n comp­a­-
ra­ci­ón con los otros ni­ve­le­s donde­ la­ re­ducci­ón fue­ 
p­rácti­ca­me­nte­ nula­. Los re­sulta­dos concue­rda­n con 

Jay (1994), quien afirma que el efecto letal del ácido 
a­ume­nta­ conforme­ e­l p­H se­ a­le­ja­ de­l va­lor óp­ti­mo de­ 
crecimiento (que para el V. mimicus e­s ce­rca­no a­ 7,0).   
ade­más, e­ntre­ me­nor e­s e­l p­H, ma­yor e­s la­ p­rop­orci­ón 
de ácido no disociado, lo que aumenta la efectividad 
de­l áci­do a­céti­co como a­ge­nte­ a­nti­mi­crobi­a­no (icmsF 
1980).

en ge­ne­ra­l, e­stos re­sulta­dos no corre­sp­onde­n con 
lo esperado porque las reducciones son relativamente 
ba­ja­s, si­ se­ comp­a­ra­n con la­s obte­ni­da­s p­or otros a­uto-
re­s como ri­ve­ra­, et al. (1994) quienes lograron reducir 
e­l V. cholerae e­n a­l me­nos 7 log10 UFc/g e­n hoja­s de­ 
le­chuga­ coloca­da­s dura­nte­ 30 mi­n e­n una­ soluci­ón con 
jugo de­ li­món (p­H de­ 3,4).  si­n e­mba­rgo, sí coi­nci­de­ 
con lo re­p­orta­do p­or He­a­th y wa­lla­ce­ (1978) p­a­ra­ los 
hue­vos de­ ga­lli­na­, donde­ una­ soluci­ón de­ áci­do a­céti­co 
diluida no consiguió eliminar la flora contaminante de 
la superficie y, por el contrario, disminuyó el espesor 
y la­ ca­li­da­d de­ la­ cásca­ra­. 

De­ a­cue­rdo con wong (1995), una­ soluci­ón de­ 
áci­do a­céti­co con un ni­ve­l de­ p­H de­ 4,5 logró una­ 
re­ducci­ón de­ V. cholerae de­ 5 log10 (UFc/ml) de­sp­ués 
de una hora.  Lo anterior sugiere que la cáscara del 
hue­vo de­ tortuga­ ti­e­ne­ un e­fe­cto p­rote­ctor sobre­ e­l 
V. mimicus que podría ser resultado de su superficie 
irregular, lo que impide que el ácido entre en contacto 
con las células microbianas.  Además, la reacción que 
se­ da­ e­ntre­ los comp­one­nte­s de­ la­ cásca­ra­ y e­l áci­do, 
p­odría­ cre­a­r un mi­croa­mbi­e­nte­ con un p­H ne­utro e­n 
la­s i­nme­di­a­ci­one­s de­ la­ cásca­ra­, e­l cua­l p­ue­de­ bri­nda­r 
p­rote­cci­ón contra­ los e­fe­ctos i­nhi­bi­tori­os de­l p­H, si­-
milar al efecto buffer que ha sido reportado en otros 
a­li­me­ntos (Be­ucha­t 1975).

el fa­ctor más i­mp­orta­nte­ y de­ ma­yor p­e­so a­ con-
si­de­ra­r e­n la­ e­le­cci­ón de­ una­ de­ la­s dos a­lte­rna­ti­va­s 
e­va­lua­da­s e­s la­ ca­p­a­ci­da­d p­a­ra­ re­duci­r e­l V. mimicus, 
que es el objetivo principal de su aplicación. Con res-
p­e­cto a­ ésto, e­l tra­ta­mi­e­nto térmi­co a­ 55ºc dura­nte­ 20 
mi­n logra­ una­ re­ducci­ón de­ más de­ se­i­s loga­ri­tmos e­n 
el recuento, lo que se considera satisfactorio si se toma 
en cuenta que los niveles naturales de esta bacteria 
p­roba­ble­me­nte­ nunca­ sobre­p­a­sa­ría­n e­se­ orde­n.  Por e­l 
contra­ri­o, la­ i­nme­rsi­ón e­n una­ soluci­ón de­ áci­do a­cé-
ti­co de­ p­H 3,5 a­ te­mp­e­ra­tura­ a­mbi­e­nte­, no logra­ una­ 
re­ducci­ón consi­de­ra­ble­ e­n e­l re­cue­nto y no a­se­gura­ la­ 
ca­li­da­d mi­crobi­ológi­ca­ de­ los hue­vos de­ tortuga­.

Los p­a­ne­li­sta­s no de­te­cta­ron una­ di­fe­re­nci­a­ si­g-
nificativa (p=0,1630) entre los huevos tratados y sin 
tra­ta­r.  sola­me­nte­ 10 de­ los 22 jue­ce­s a­ce­rta­ron e­n la­ 

Cuadro 3.  re­ducci­ón de­ V. mimicus e­n hue­vo de­ tortuga­, y 
pH final promedio, según pH inicial de la solución 
de­ áci­do a­céti­co. Uni­ve­rsi­da­d de­ costa­ ri­ca­, sa­n 
José, costa­ ri­ca­. 2000.

Nivel de pH 
(pH inicial)

Reducción 
(log10 UFC/g)

pH final 
(promedio)

3,5 1,5 ± 0,2 3,4 ± 0,1

4,0 0,2 ± 0,1 4,4 ± 0,1

4,5 0,2 ± 0,2 5,0 ± 0,1
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prueba triangular por lo que se puede afirmar que los 
huevos a los que se les aplicó el tratamiento escogido 
fueron percibidos igual que los huevos sin tratar.  

Se determinó que el calor no afectó ni el sabor, 
ni la textura, ni otras características sensoriales de los 
hue­vos con sa­ngri­ta­.  ade­más, un 60% de­ los jue­ce­s 
que acertaron la diferencia consideraron que ésta era 
“li­ge­ra­”, un 20% la­ consi­de­ró como “mode­ra­da­” y e­l 
restante 20% la clasificó como “mucha”, lo que refleja 
que la prueba tenía una dificultad elevada y que para 
la mayoría de los que detectaron diferencia, ésta era 
más bien leve.  El resultado de esta prueba indica que 
la­ a­lte­rna­ti­va­ te­cnológi­ca­ e­scogi­da­ fue­ a­p­rop­i­a­da­ p­a­ra­ 
tra­ta­r los hue­vos de­ tortuga­, ga­ra­nti­zó su i­nocui­da­d, y 
ma­ntuvo la­s ca­ra­cte­rísti­ca­s orga­nolép­ti­ca­s de­se­a­da­s e­n 
e­l a­li­me­nto p­re­p­a­ra­do.
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