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RESUMEN

El presente trabajo de titulacién tuvo como objetivo desarrollar un método accesible para la
desinfeccion del chocho desamargado utilizado en la elaboracion del ceviche de chochos para
disminuir su carga microbiana y evitar una posible ETA. Para el estudio se obtuvo 10 muestras
de chocho desamargado que se expenden en ventas de ceviches de chochos de la ciudad de
Riobamba y se realizé el recuento de microrganismos indicadores de calidad sanitaria:
Enterobacterias, E. coli, S. aureus, aerobios mesdfilos y coliformes totales, la siembra y
cuantificacion de microrganismos fue realizada en medios de cultivo especificos segun
determina la normativa NTE INEN 2390, 2003. Los recuentos se realizaron antes y después de
ser tratados durante 3 minutos con la solucidn desinfectante de cloro (25ppm, 50ppm, 75ppm) y
vinagre comercial (750ppm, 1000ppm, 1250ppm) para posteriormente ser enjuagados con agua
potable. Como resultados se evidencio un déficit de calidad higiénico-sanitaria en el chocho
desamargado obteniéndose valores altos de microorganismos presentes, sin embargo, se
demostrd que tanto el cloro como el vinagre comercial son efectivos para disminuir la carga
microbiana presente en el chocho. Se concluye que la solucién de cloro a 75ppm fue la méas
eficaz para eliminar la carga microbiana, seguidas por el cloro a 50 ppm y vinagre a 1250 ppm
gue también tuvieron resultados favorables significativamente similares al cloro a 75 ppm
siendo estas las opciones mas adecuadas para la desinfeccion. Se recomendd pruebas
bromatolégicas para verificar que las propiedades del chocho desamargado no sean afectadas

por la desinfeccion.

Palabras clave: <CHOCHO DESAMARGADO>, <ENFERMEDADES TRANSMITIDAS
POR ALIMENTOS>, <CALIDAD SANITARIA>  <CARGA MICROBIANA>,
<MICRORGANISMOS INDICADORES DE CALIDAD SANITARIA>, <DESINFECCION>,
<CLORO >, <VINAGRE>.

1374-DBRA-UPT-2023

Xiii



ABSTRACT

The objective of this qualification work was to develop an accessible method for the
disinfection of prepared lupin seeds used in the preparation of chochos ceviche to reduce its
microbial load and avoid a possible ETA. For the study, 10 samples of prepared lupin seeds sold
in ceviche in the city of Riobamba were obtained and a count of microorganisms indicators of
sanitary quality was performed: Enterobacteriaceae, E. coli, S. aureus, mesophilic aerobes and
total coliforms, the seeding and quantification of microorganisms was performed in specific
culture media as determined by the NTE INEN 2390, 2003. The counts were performed before
and after being treated for 3 minutes with the disinfectant solution of chlorine (25ppm, 50ppm,
75ppm) and commercial vinegar (750ppm, 1 000ppm, 1250ppm) and then rinsed with potable
water. As results, a deficit of hygienic-sanitary quality was evidenced in the prepared lupin
seeds, obtaining high values of microorganisms present; however, it was demonstrated that both
chlorine and commercial vinegar are effective in reducing the microbial load present in the
lupin seeds. It is concluded that the chlorine solution at 75 ppm was the most effective in
eliminating the microbial load, followed by chlorine at 50 ppm and vinegar at 1250 ppm, which
also had favorable results significantly similar to chlorine at 75 ppm, these being the most
adequate options for disinfection. Bromatological tests were recommended to verify that the

properties of the prepared lupin seeds are not affected by disinfection.

Keywords: <PREPARED LUPIN SEEDS>, <FOODBORNE DISEASES>, <SANITARY
QUALITY>, <MICROBIAL LOAD> <SANITARY QUALITY INDICATOR
MICROORGANISMS>, <DISINFECTION>, <CHLORINE>, <VINEGAR>.
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INTRODUCCION

El presente trabajo se enfocd en el desarrollo de un método de desinfeccion para el chocho
desamargado que se utiliza en la elaboracion del tradicional ceviche de chochos, la desinfeccion
se define como un proceso para inactivar o eliminar agentes patdgenos como bacterias, virus o
protozoos que se encuentren en alimentos y puedan provocar una enfermedad de transmision
alimentaria (Fernandez S, et al, 2020). En un trabajo de titulacion previo se demostro que existe una
inadecuada manipulacion durante la preparacion y comercializacion del chocho desamargado
por este motivo se ha demostrado que se incumplen los requisitos microbioldgicos en puestos de
ventas ambulantes en la ciudad de Riobamba constituyendo un foco de contaminacion y un
riesgo para el consumidor (Albuja, et al. 2021: pp.96-99).

El consumo del ceviche de chochos posee una alta demanda de su producto siendo uno de los
platos mas apreciados por riobambefios y extranjeros, pero este plato tradicional muchas veces
no posee un adecuado cuidado en su preparacion. Una de las principales causas es el
desconocimiento de las normas de higiene y manipulacion de alimentos, ademéas de ignorar

todos los riesgos a los que se le expone al consumidor al ingerir alimentos contaminados.

Las enfermedades de trasmisién alimentaria son aquellas provocadas por el consumo de
alimentos contaminado por agentes etioldgicos (Vésquez, 2003: pp.48-49). Estas enfermedades
pueden ser prevenibles si se dan a conocer riesgos y soluciones, ademas de educar a los
vendedores ambulantes y la poblacion. ElI grano de chocho desamargado debe ser
adecuadamente desinfectado antes de ser expedido para asi poner reducir todo riesgo que pueda

producir una ETA en los consumidores del ceviche de chocho.

La poca informacién sobre una adecuada desinfeccion del chocho desamargado nos permitio
indagar en una alternativa facil y econémica para los vendedores de este plato tradicional,
mediante la utilizacion de diferentes concentraciones de vinagre o cloro con el fin de hallar un
método eficaz que elimine la mayor parte de agentes contaminantes y disminuya la carga
microbiana hasta niveles aceptables, para reducir riesgos y evitar enfermedades de trasmision

alimentaria en la ciudad de Riobamba.



CAPITULO |

1. DIAGNOSTICO DEL PROBLEMA

1.1.  Planteamiento del problema

El ceviche de chochos es un plato tipico de la ciudad de Riobamba que se expende por
vendedores ambulantes y locales populares. La preparacion se destaca por algunos ingredientes
como el jugo de tomate, cebolla, maiz, tostado, hierbitas, cuero u oreja y entre ellos su
ingrediente principal el chocho desamargado.

El consumo del ceviche de chochos en Riobamba es masivo debido a su bajo costo, facil acceso,
sabor y rapidez en su venta, pero lamentablemente los vendedores de este plato practican pocas
normas higiénico-sanitaria para la preparacion de alimentos siendo una de las causas por las que
se producen las enfermedades de trasmision alimentaria. Uno de los estudios mas recientes
publicados sobre la calidad microbiol6gica del ceviche de chochos fue por el grupo de
investigacion de SAGID/LEISHPAREC en la cuidad de Riobamba, en donde a través de un
recuento microbiol6gico se pudo conocer que los ceviches de chochos comercializados en
puestos de mayor expendio en la ciudad de Riobamba no se encuentran dentro de la normativa
sanitaria constituyendo riesgos para el consumidor, siendo necesario la disminucion de niveles
altos de carga microbiana mediante la aplicacién de una correcta higiene al preparar los

alimentos (Albuja, et al. 2021. pp.96-99).

El chocho constituye un foco de contaminacién ya que previo a su utilizacion pasa por un
proceso de desamargado donde reposa minimo 3 dias completos, durante este proceso se utiliza
como insumo principal el agua que generalmente es sin potabilizar o0 que proviene de acequias

generando contaminacion bioldgica (Hernandez, 2021: p.6).

En Ecuador, durante el 2022 se notificaron 8.334 casos de enfermedades trasmitidas por agua y
alimentos, mientras que en el 2023 hasta la actualidad fueron 2.733 casos por intoxicaciones
alimentarias bacterianas (MsSP, 2022). En la Gltima gaceta presentada por la Subsecretaria
Nacional de Vigilancia de la Salud Publica, la provincia de Chimborazo con su capital

Riobamba notific6 182 casos por intoxicaciones alimentarias (MSP, 2023).

Las personas encargadas del expendio del ceviche de chochos en su gran mayoria desconocen

de las normas de higiene sanitarias ocasionando deficiencias en la manipulacién o saneamiento



de los alimentos durante la preparacion de este plato tradicional siendo factores importantes que

pueden provocar enfermedades transmitidas por los alimentos (ETA) (Méndez, et al., 2014: p.26).

Por este motivo, el presente trabajo experimental tuvo como fundamento desarrollar un método
de desinfeccion viable del chocho basandose en concentraciones bajas de hipoclorito de sodio o
vinagre comercial en agua que resulten de facil manejo para los comerciantes, para asi poder

mejorar y asegurar la calidad en el consumo de ceviche de chochos en la ciudad de Riobamba.

1.2. Justificacion

El chocho al ser desamargado es un alimento de fécil crecimiento microbiano por lo que es
necesario el correcto almacenamiento a una temperatura adecuada que no permita la
descomposicién y el crecimiento de microorganismos, ademas es necesario que la persona que
manipula directamente el alimento tome en cuenta normas basicas de higiene y conozca
métodos seguros de desinfeccion para los alimentos que se utiliza en el plato tradicional y asi
poder garantizar un producto seguro para el consumidor. Se realiz6 un método de desinfeccion
de facil acceso y econémico que permita a los expendedores de las vias publicas y locales de la
ciudad tener una mejor sanidad del chocho. Por este motivo, se desarroll6 un método de
desinfeccion en el proceso de lavado empleando hipoclorito de sodio o vinagre comercial
diluido en agua en concentraciones bajas con el fin de desinfectar el alimento y asi poder
eliminar cualquier peligro biolégico (bacteria, virus y parasitos) que el chocho pudo adquirir en
las diferentes fases de produccién hasta su preparacién en establecimientos de expendio de

comida, manteniendo sus caracteristicas organolépticas y valor nutricional (Medina, 2022: pp.8).

Para el trabajo experimental de un método de desinfeccion y control de calidad del chocho, se
contd con materiales y recursos disponibles en laboratorio de andlisis bioquimicos y
bacteriolégicos de la Facultad de Ciencias de la Escuela Superior Politécnica de Chimborazo, en
donde se dispone de medios de cultivo, reactivos, cajas Petri, probetas, pipetas, etc. que fueron
indispensables para su realizacion. La recoleccion de la muestra de chocho fue econémica y de

facil adquisicion pues existen varios puestos de comercializacion de ceviche de chochos.

1.3.  Objetivos

1.3.1. Objetivo general

Desarrollar un método de desinfeccion del chocho desamargado utilizado en la elaboracién del

ceviche de chochos para disminuir su carga microbiana.
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1.3.2. Objetivos especificos

o Realizar el recuento de los microorganismos indicadores de calidad sanitaria: aerobios
totales, coliformes totales, Staphylococcus aureus, E. coli, hongos y levaduras en muestras de
chocho desamargado obtenidas en puestos de ventas de ceviches de chocho.

e Evaluar tratamientos de desinfeccion empleando hipoclorito de sodio (25ppm, 50ppm,

75ppm), y vinagre comercial (750ppm, 1000ppm, 1250ppm).

e Realizar una socializacion a las vendedoras ambulantes acerca de la desinfeccion mas

eficiente para mejorar la calidad sanitaria del chocho desamargado.



CAPITULO II
2. MARCO TEORICO

2.1. Antecedentes

2.1.1. Marco legal

En Ecuador, en el afio 2004, se realizd la Norma Técnica Ecuatoriana NTE INEN 2 390:2004
con el titulo “Leguminosas, grano desamargado de chocho, Requisitos” donde contiene
informacién completa acerca del grano de chocho desamargado como su definicion,
clasificacion, disposicion general, requisitos, inspeccion y métodos de ensayo (NTE INEN, 2004).

Esta norma establece los requisitos de calidad microbioldgica que debe cumplir el chocho
desamargado dandonos a conocer los microrganismos presentes y los valores normales que debe
contener cada muestra de chocho mediante un anélisis microbiolégico para ser seguro para el
consumo humano contribuyendo al mejoramiento y seguridad del consumidor. Asi como
también menciona los valores nutricionales y todos los beneficios que el chocho nos aporta

positivamente (NTE INEN, 2004).

2.1.2. Marco histérico

En el afio 2018, un articulo investigativo de la accién higienizante del vinagre en la lechuga nos
indica el efecto desinfectante del &cido acético frente a la bacteria Escherichia coli. El vinagre
fue elegido al ser un producto accesible de bajo costo en el mercado, en dicha investigacion se
utilizaron hojas de la lechuga contaminadas con E. coli o contaminadas naturalmente con
coliformes totales las cuales se lavaron con agua y se sumergieron con una solucion de vinagre
durante 15 minutos. Con este tiempo se pudo reducir los recuentos de E. coli en las muestras sin
que exista cambios morfolGgicos u organolépticos en el alimento, lo que indicé que la acidez

total del vinagre puede higienizar alimentos sin afectar su apariencia (Souza, 2018: pp.415-416).

Mientras que, en el afio 2021, se realiz6 un estudio sobre el efecto de desinfeccion con
hipoclorito de sodio en explantes de platano en el cual se utilizaron concentraciones de 2% y
4% durante 7 minutos. Cuando el platano fue sometido a hipoclorito de sodio al 2% se produjo
un 60% de supervivencia a diferencia de hipoclorito de sodio al 4% donde el 80% de explantes

no tuvieron ningln tipo de contaminacion (Sanchez, 2021: pp.37-34).



A nivel mundial, cada afio se reportan mas de 600 millones de casos de enfermedades
trasmitidas por alimentos y aproximadamente medio millon de muertes causadas por
contaminacion microbioldgica en alimentos. En Ecuador se desconoce la cifra exacta debido a

los escasos estudios realizados sobre este tema (Cevallos, 2019).

En el afio 2019, se realiz6 una investigacion por varias universidades de Ecuador como son la
Escuela Superior Politécnica del Litoral, Escuela Politécnica Nacional, la Universidad de
Cuenca y la Universidad Técnica del Norte donde se unieron para analizar 400 muestras de
comida callejera en los principales mercados de Guayaquil, Quito y Cuenca con el objetivo de
indicar las bacterias méas peligrosas que se pueden encontrar en los alimentos. El estudio analiz6
la contaminacion por microorganismos como Vibrio sp, E. coli, Staphylococcus aureus,
Salmonella sp que son dafinos para el ser humano en productos de consumo masivo de venta
ambulante como jugos naturales, encebollado, ceviches, bolones etc. También se determiné que
la presencia de microrganismos es una indicacion de la falta de higiene en la preparacion de los
alimentos, el problema surge donde hay mucho comercio informal en las calles, por lo cual es

primordial la capacitacion para controlar la contaminacion natural de alimentos desde el origen
(Cevallos, 2019).

2.2.  Base descriptiva

2.2.1. El chocho

El chocho es una leguminosa de alto valor nutritivo, originario de los Andes de Bolivia, Perd,
Chile, Argentina y Ecuador. La produccion y consumo tiene mayor relevancia en la Sierra en
provincias como Cafiar, Cotopaxi y Chimborazo. El chocho se cultiva en climas templados a

altitudes entre 2500-3600 m (Guerra y Pozo, 2018: pp.56-57).

Debido a la presencia de alcaloides quinolizidinicos, el chocho tiene un sabor amargo con
valores de 0,02 a 4,45%. Entre lo alcaloides reportados en esta planta se encuentra la lupanina
esparteina, 13-hidroxilupanina, isolupanina, entre otros, donde su eliminacién es necesaria para

gue sea un producto que se pueda consumir (Hernandez, 2021: p.4).

El chocho es sometido a un proceso acuoso el cual es el mas empleado en el hogar y comercial.
En este tratamiento el grano del chocho pasa en remojo durante 24 horas para gque sea hidratado
completamente y se eliminen los alcaloides. En esta etapa el grano del chocho absorbe el agua y

duplica su peso. Luego pasa por una etapa de coccion, lavado, agitaciéon y escurrido durante



tiempos y temperaturas establecidas con el fin de inactivar enzimas (lipasa, lipooxigenasas) del

grano o disminuir la carga microbiana (Gutiérrez, et al. 2016, p.146).

El agua utilizada en este proceso no siempre es de calidad, suele llevarse a cabo en agua de
acequias, vertientes y muy pocas veces se utiliza agua potable, constituyendo un factor
importante que afecta la inocuidad, seguridad y calidad del chocho (Aranda et al., 2018, p.11).

2.2.1.1. Taxonomia del chocho desamargado

Tabla 1-2: Clasificacion taxonémica del chocho

TAXONOMIA
Clasificacion Nombre
Reino Vegetal
Clase Papilionacea
SubClase Dycotyledoneace
Orden Fabacea
Familia Leguminosae
Género Lupinus
Especie Mutabilis
Nombre cientifico Lupinus mutabilis
Nombre comln Chocho

Fuente: Jiménez, 2008, p.17.

2.2.1.2. Contenido nutricional

Segun el INIAP, en sus investigaciones de las propiedades nutritivas del chocho, su principal
mineral es el calcio con una concentracion promedio de 0,48%, presentandose como una
sustancia blanquecina que los dientes y huesos absorben para asegurar su crecimiento y

mantener la solidez (INIAP, 2022).

El chocho se caracteriza por su alto contenido de proteina (47%). Sin embargo, cuando el
chocho pasa por un proceso de desamargado sus valores aumentan hasta es un 54%. Su alto
contenido de proteinas, mayor que el de la soya, lo hace una planta de interés para la nutricion

humana y animal (Gutiérrez, et al. 2016, pp-145-146).


https://es.wikipedia.org/wiki/Reino_(biolog%C3%ADa)
https://es.wikipedia.org/wiki/Clase_(biolog%C3%ADa)
https://es.wikipedia.org/wiki/Orden_(biolog%C3%ADa)
https://es.wikipedia.org/wiki/Familia_(biolog%C3%ADa)

La cascara de chocho posee funciones como regulador gastrointestinal, previenen el
estrefiimiento, reducen el colesterol y la presion sanguinea, debido a que es rica en fibra. La
fibra dietética que se encuentra en la cascara del grano incluye componentes del chocho que no
se pueden degradar por las enzimas digestivas del hombre. Ademas, los oligosacaridos son

beneficioso para saciar el hambre y prevenir la obesidad (INIAP, 2013, p.1).

El grano de chocho también posee un alto contenido de aceite (18 a 22%), en el que predomina
los &cidos grasos: oleico (40.40%); linoleico o6 (37,10%); linolénico 3 (2,9%). Se manifiesta
que las grasas esenciales presentes en el chocho como el &cido linoleico tiene propiedades en
etapas criticas del desarrollo humano durante la gestacion a nivel uterino y en los primeros

meses postparto (Villacrés et al., 2006, p.4-5).

Tabla 2-2: Contenido nutricional del grano de chocho

COMPONENTE CHOCHO AMARGO (%) CHOCHO DESAMARGADO (%)
= Proteina 47.80 54.05
= Grasa 18,90 21,22
g3 Fibra 11,07 10,37
23 Cenizas 452 2,54
= Extracto libre de nitrogeno 17.62 11.82
Potasio 1.22 0,02
z Magnesio 0,24 0,07
. E Calcio 0.12 0,48
sy Fosforo 0.60 0,43
2z Hierro (pmm) 78.45 74.25
= c Zinc (pmm) 42 84 63.21
= Manganeso (pmm) 36,72 18.47
Cobre (pmm) 12.65 7,99
Alcaloides (%) 3.2 0,03

Fuente: (Llerena Luis, 2022)

2.2.1.3. Calidad microbioldgica del grano de chocho desamargado

La calidad microbioldgica se determina por los microrganismos presentes en los alimentos y
hace referencia a dos aspectos: la calidad higiénico-sanitaria y la calidad comercial. Por lo
general, los alimentos no son productos estériles y su carga microbiana varia dependiendo del

tipo de alimento.

Segin la Normativa NTE INEN 2390, el chocho desamargado debe cumplir con ciertos
requisitos para que pueda ser de consumo humano. Mediante un andlisis microbioldgico se
determina los agentes etiolégicos y los valores que debe tener este alimento para que sea seguro

para el consumidor (NTE INEN 2390, 2013).



Tabla 3-2. Analisis microbiol6gico del chocho desamargado

Requisitos Unidad Valor Método de ensayo
Recuentos aerobios totales UFC/g 18x102— 1x10° NTE INEN 1529 -5
Recuentos coliformes totales UFC/g 10- 102 NTE INEN 1529 -7
Recuento hongos y levaduras UFC/cm? 0-5x10? NTE INEN 1529 -10
Escherichia coli Ausencia NTE INEN 1529 -8

Fuente: NTE INEN 2390, 2003

2.2.1.4. Ceviche de chochos de la ciudad de Riobamba

El ceviche de chochos o cevichocho es una de los platos méas sencillos, saludables y deliciosos
de Ecuador, tiene su origen hace mas de 20 afios en la Sultana de los Andes, Riobamba y fue
declarado plato tradicional de la provincia de Chimborazo por el Instituto Nacional de

Patrimonio Cultural del Ecuador (Gobierno Auténomo Descentralizado de Riobamba, 2020).

El cevichocho es preparado con chocho, jugo de tomate, cuero de cerdo, cebollas vy
generalmente se acompafia de limon, aji y canguil. Su alto valor nutritivo se lo confiere al
chocho, también conocido como altramuz, una leguminosa con alto contenido de proteina,

vitamina, calcio y otros minerales (Hernandez, 2021).

llustracién 1-2: Ceviche de chochos de Riobamba.

Fuente: (Gobierno Auténomo Descentralizado de Riobamba, 2020).
2.2.2. Enfermedades trasmitidas por alimentos (ETA’S)

Las enfermedades transmitidas por alimentos (ETA’S) constituyen un problema de salud
publica a nivel mundial, se definen como el sindrome originado por la ingestiéon de alimentos
y/o agua, que contengan agentes etiolégicos, en cantidades suficientes, que afecten la salud del

consumidor a nivel individual o colectivo (MsP, 2021).



La contaminacion de los alimentos puede producirse en cualquier etapa del proceso que va de la
produccién al consumo de alimentos. Puede deberse a agentes como bacterias, virus, parasitos,
productos quimicos y toxinas ya sea del agua, la tierra o el aire. La manifestacién clinica mas
comun de una enfermedad transmitida por los alimentos consiste en la aparicion de sintomas

gastrointestinales (MsP, 2021).

2.2.2.1. Tipos de Enfermedades trasmitidas por alimentos

Las ETA’S pueden deberse a diferentes microorganismos presentes en alimentos y segln su

naturaleza, distinguiéndoles en tres principales.

Infecciones ————— Intoxicaciones Toxiinfecciones
l \ \

G agente usa al alimenD G)n provocadas por el consumo D é’” enfermedades producidas
como vehiculo y este alimentos  contaminados  con por la ingesta de alimentos
desarrolla su  accion sustancias  toxicas de  origen contaminados por
patdgena en el hospedero quimico o abidtico y al ser ingeridas microorganismos  patogenos
dependiendo su virulencia. por el hombre origina una provocando alteraciones en el

intoxicacion. fruto.

- AN AN /

lustracion 2-2. Tipos de ETA

Fuente: Gonzalez, 2019

Realizado por: Carrillo, Erika, 2023.

2.2.2.2. Sintomas mas comunes de las ETA

Los sintomas dependen del microorganismo y el drgano que afecte. Unas de las manifestaciones
mas comunes son los sintomas gastrointestinales como nauseas, vomitos, calambres
estomacales y diarrea. Las enfermedades trasmitidas por alimentos pueden también afectar al

sistema neuroldgico, a nivel ginecoldgico, inmunoldgico, etc.

2.2.2.3. Causas de las ETA

La manipulacion incorrecta de los alimentos durante todo el procedimiento de preparacion es
una de las consecuencias mas comunes por la cual se producen ETA. En la mayoria de los casos

las ETA tienen una etiologia viral pero el mayor nimero de hospitalizaciones y defunciones son

provocadas por agentes bacterianos responsables de las toxiinfecciones alimentarias. Los
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sintomas de las toxiinfecciones se manifiestan poco después de haber consumido alimentos

contaminadas con las toxinas de estos microorganismos (Fernéndez, 2022; p.2288).

2.2.2.4. Microorganismos que producen ETA’S

° Staphylococcus aureus

La bacteria Staphylococcus aureus, uno de los patégenos que méas afectan a los seres humanos,
fue descubierto en 1880 y fue observado por primera vez por Alexander Ogston. El
microorganismo fue aislado de una infeccién de herida quirdrgica donde se observé que era

capaz de producir abscesos (Torres y Pacheco, 2021: p.458).

Staphylococcus aureus es una de las principales bacterias implicadas en las enfermedades
transmitidas por alimentos (ETA). Se conoce que es muy dificil de tratar y puede colonizar e
invadir las células del huésped. Esto se debe a su fisiopatologia pues posee mecanismos de
resistencia como la formacion de biopeliculas, dando como resultado la formacion de una

matriz extracelular compuesta principalmente por proteina, polisacaridos y éacidos nucleicos
(Garzon et al, 2019: p.26).

Esta bacteria es muy resistente y estd ampliamente distribuida en el medio ambiente
encontrandose en el aire, la leche, el agua potable, las aguas residuales, la comida o en el equipo
donde los alimentos han sido elaborados. La mejor manera de evitar la intoxicacion alimentaria
por Staphylococcus aureus es evitar que los alimentos se mantengan a una temperatura insegura

(entre 40 °F y 140 °F) durante méas de 2 horas (Zendejas y Flores 2014, pp.131).

° Coliformes totales

Los coliformes totales son bacilos gran negativos, no esporulados, aerobios pertenecientes a la
familia Enterobacteriaceae, en la gran mayoria son moviles ya que poseen flagelos peritricos.
Son fermentadores de la lactosa a temperaturas de 35 °C + 2 °C, ademas tienen importancia

como indicadores de contaminacién del agua y alimentos (Campuzano et al, 2015: p.83).

Estas bacterias se pueden encontrar en el intestino de los humanos y animales, pero también en
suelo, semillas y vegetales. La mayor parte de bacterias coliformes son inofensivos para los
humanos, pero algunos pueden causar enfermedades leves y otras bacterias presentes en el agua

pueden provocar enfermedades graves (Swistock, 2020). ESto microrganismos pueden ser
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eliminados con facilidad mediante un tratamiento térmico por lo que someter los alimentos a

calor es recomendable para reducir y eliminar la contaminacidn (Rodriguez 2020, p.15).

Las bacterias de que se encuentran dentro de este grupo son:; Escherichia coli y miembros de los
géneros Enterobacter, Citrobacter, Klebsiella. Tienen una importancia relevante como

indicadores de contaminacién del agua y los alimentos (Rodriguez 2020, p.15).

° Escherichia coli

Escherichia coli es un bacilo gram negativo, anaerobio facultativo de la familia
Enterobacteriaceae, tribu Escherichia. Esta bacteria se encuentra comunmente en el sistema
digestivo de humanos y animales de sangre caliente. La mayoria de las cepas de E. coli son
inofensivas, sin embargo, algunas causan enfermedades y pueden contaminar los alimentos, el
agua y el medio ambiente. Se informa que miles de personas se infectan y mueren a causa de E.

coli cada afio (FAO 2014, pp.1-2).

Un problema emergente en enfermedades trasmitidas por alimentos lo constituye las variedades
productoras de toxina Shiga (STEC) de las cuales el serotipo O157:H7 es probablemente el mas
estudiado al momento. Otros serotipos considerados como patdégenos potenciales y problema de
salud publica por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) son 026:H11, 0103:H2, O111:
NM, 0113:H21 y 0145: NM. Todas estas cepas presentan potencial para causar diarrea, colitis

hemorrégica, sindrome urémico hemolitico y dafio renal (Vélez et al, 2022, p.2).

Esta bacteria se trasmite por ingerir alimentos contaminados, como carne picada cruda, leche
cruda, hortalizas y semillas crudas que se encuentran contaminadas. La E. coli se elimina al
cocer los alimentos hasta alcanzar alrededor de los 70 °C 0 mas (Vélez M, et al, 2022: p.2). Para el
aislamiento, la identificacion y la caracterizacion de cepas de E. coli se aplican métodos

tradicionales, métodos in vivo e in vitro y de biologia molecular (Rodriguez 2020, p.465).

. Hongos y levaduras

Aunqgue hay algunas especies facultativas, la mayoria son aerdbicos. Su dieta es heterétrofa y
obtiene su energia de los compuestos organicos del suelo y el agua. Las levaduras son hongos
unicelulares esféricos, alargados y ovalados que tienen diferentes colores: blanco, rosa, beige o
rojo. El tamafio de los hongos y lavaduras varia de 2,5 a 10 micrones de ancho y de 4,5 a 21

micrones de largo (Campuzano, et al, 2015: p.83).

12



Estos microrganismos se encuentran en la naturaleza y forman parte de la flora alimentaria
normal o como contaminantes. Solo un pequefio porcentaje de levaduras (25%) cambian los
alimentos usando carbohidratos, acidos organicos, proteinas y lipidos provocando el deterioro y

olores desagradables, ademas de cambiar el sabor, color de los alimentos (Campuzano, et al, 2015:
p.83).

No solo la accion deteriorante es de importancia, los hongos y levaduras que logran contaminar
alimentos sintetizan micotoxinas, provocando infecciones o reacciones alérgicas a personas

sensibles a los antigenos flngicos (Ecuabiouvm, 2021).

° Aerobios mesofilos

Los aerobios mesdfilos son microorganismos capaces de desarrollase en presencia de oxigeno a
temperaturas optimas entre 30 °C y 40°C. Con el conteo de microorganismos mesofilos se
estima la microflora total de bacterias sin especificar. La presencia de aerobios mesdfilos refleja
la calidad sanitaria en materia de alimentos, incluyendo las condiciones higiénicas de la materia
prima y como fue manipulada durante la elaboracion. Un recuento bajo de aerobios mesofilos
no asegura la ausencia de patdgenos o toxinas, ni un recuento elevado indica la presencia de
flora patégena. Solo en alimentos obtenidos por fermentacion se pueden encontrar valores

elevados. Dentro de este grupo se encuentran bacterias como Escherichia coli (Diaz, 2014).

2.2.2.5. Método de ensayo para el control microbiolégico en alimentos.

o Control microbiolégico de Staphylococcus aureus

La normativa NTE INEN 1529-14 describe el método de recuento en placa de siembra por
extension en superficie para determinar el nimero de células viales de S. aureus cuagulase
positivo. Esta norma utiliza el agar Baird-Parker para el aislamiento y recuento de la bacteria
presente en alimentos, cosméticos 0 agua de piscinas. Por lo general inhibe a organismos

diferentes de los estafilococos (NTE INEN 1529).

El agar Baird-Parker es un medio altamente nutritivo, selectivo y diferencial para el aislamiento
y enumeracion. Este medio utiliza la yema de huevo y telurito para detectar estafilococos
coagulasa positios en alimentos, piel, suelo y aire. Tiene caracteristicas importantes, la lipolisis
y la protedlisis con el objetivo de identificar y aislar la bacteria Staphylococcus aureus. Las

cepas de estafilococos coagulasa positivos (Staphylococcus aureus) producen colonias con
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halos claros y un color negro debido a la reduccidn del telurito en teluro (Rodriguez & Zhurbenko,

2018).

o Control microbioldgico de coliformes totales

El método para determinar la alta carga microbiana de coliformes totales esta indicado en la
normativa técnica ecuatoriana INEN 1 529-7 para el control microbioldgico de los alimentos
por la técnica de recuento de colonias. Esta norma aplica la técnica por siembra en profundidad
en agar Cristal Violeta rojo neutro bilis (VRBD) (NTE INEN 1529).

El agar VRBD es un medio selectivo para realizar investigaciones y recuento de bacterias
coliformes en alimentos, productos lacteos y materiales de importancia sanitaria. Este medio de
cultivo posee es su composicion peptona y extracto de lavadura que proporciona nutrientes
necesarios para el crecimiento bacteriano. La presencia de las sales biliares junto con el cristal
violeta impide el desarrollo de microorganismos gran positivos, mientras la lactosa es el
hidrante de carbono fermentable y el indicador de pH es el rojo neutro (Rossi, 2022). En el método
indicado se debe utilizar una temperatura de incubacién de 30 + 1°C en productos refrigerados y

para productos en temperatura ambiente por 24 + 2 horas es de 30 £ 1°C (NTE INEN 1529).

o Control microbiolégico de Escherichia coli

La norma técnica ecuatoriana NTE INEN 1529-8 proporciona métodos de deteccidn, recuento y
confirmacion de Escherichia coli por la técnica de ndmero méas probable. La normativa
menciona que se debe incubar a los medios de simple y doble concentracion en la incubadora

(4.3.2) a 37 °C por 24 h + 2 h. Si no existe presencia de gas inocular hasta 48 h + 2 h (NTE INEN
1529-8:2016).

El agar con Eosina y azul de metileno (también denominado E.A.M) es un medio de cultivo
compuesto de lactosa como fuente de carbono y dos colorantes, eosina y azul de metileno el
cual favorece el desarrollo microbiano, ademas permite que todas las especies de la familia

Enterobacteriaceae se desarrollen (Lopardo, 2016).

El agar E.A.M es un medio ligeramente selectivo para enterobacterias, permite el cultivo,
aislamiento y diferenciacion de organismos gram-negativos inhibiendo a mayoria de bacterias
gram-positivos por accion de la eosina y azul de metileno, ademas acttan como indicadores de
fermentacion de la lactosa (Rodriguez y Zhurbenko, 2018). Cuando una cepa utiliza la lactosa poseen

centro oscuro con periferia azulada o rosado, en cambio las que no son incoloras. Las cepas de
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Escherichia coli presentan un color caracteristico oscuro brillante y metélico a diferencia de
otras enterobacterias cuyas colonias son rosadas (Enterobacter spp. o Klebsella spp.) (Lopardo,

2016).

o Control microbioldgico de mohos y levaduras viables

La normativa encargada de establecer las condiciones para cuantificar el nimero de unidades
propagadoras de mohos y levaduras es la Norma Técnica Ecuatoriana NTE INEN 1529-
10:2013. En la cual detalla que el método de cultivo debe contener extracto de levadura, glucosa
y sales minerales a una temperatura de 22°C y 25°C utilizando la técnica de recuento en placa

por siembra a profundidad (NTE INEN 1529).

El agar Sabouraud es un medio ampliamente utilizado para el cultivo y desarrollo de hongos y
levaduras (Lopardo, 2016). Su pH acido de aproximadamente 5,6 favorece el crecimiento de
hongos y es inhibitorio para algunas especies de hongos y flora bacteriana. ElI medio inoculado

se incuba durante 3 a 4 dias a 25+2°C (Rodriguez y Zhurbenko, 2018).

o Control microbioldgico de aerobios mesofilos

La normativa NTE INEN 1529-5 establece el método para cuantificar la carga microbiana en
muestras de alimentos destinados para el consumo humano o animal. Esta norma utiliza el agar
PCA con el fin de inocular un microorganismo vital en un medio sélido para que se reproduzca
y forme colonias visibles. Se incuba a 30 °C por 72 horas y luego cuenta el nimero de colonias

formadas. El conteo sirve para calcular la cantidad de microorganismos presentes en el alimento
(NTE INEN 1529).

El Plate Count Agar o agar PCA es un medio utilizado para el recuento de bacterias aerobias en
agua y alimentos, mediante el método de inoculacion superficial o en profundidad. Este medio

de cultivo también determina poblaciones microbianas por su alto contenido nutricional
(Basualdo 2020).

2.2.3. Desinfeccion de alimentos
Los desinfectantes son sustancias ampliamente utilizados para disminuir la contaminacion de

alimentos por patdgenos, inhibiendo el desarrollo de los microorganismos que ponen en riesgo

la salud humana. Existe gran variedad de métodos utilizados para reducir la carga microbiana en
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productos que se consumen enteros o cortados. El uso de estos métodos reduce el riesgo de

contraer una ETA y previene brotes por alimentos (Garcia 2018, pp.11-12).

Para evaluar si el método de desinfeccién es eficaz por lo general se determina por la
disminucién de la carga microbiana en el alimento, mediante porcentaje, en érdenes o unidades
logaritmicas (log). Los métodos quimicos se basan en utilizar desinfectantes que han
demostrado ser moderadamente eficiente. Muchos agentes quimicos son de gran interés en los
altimos afos pues se pueden utilizar en el lavado de alimentos con la intencién de reducir la

contaminacion microbiana y prevenir enfermedades trasmitidas por alimentos (Garcia 2018, pp.11-
12).

2.2.3.1. Cloro
El cloro es un elemento quimico de simbolo CI, nimero atémico 17 y masa atomica 35,453

gr/mol. Por lo general, se encuentran en formas de cloro gaseoso, hipocloritos o cloraminas
(Medina 2022).

Cloro gaseoso Cloro liquido Cloro solido Cloramidas
*Es peligroso *El hipoclorito de *El hipoclorito de *Son derivados
Dificil de sodio es de uso calcio se disuelve organicos del
dosificar mas frecuente con dificultad en cloro
-Se utiliza para  *Posee un efecto agua fria *Su actividad es
purificar el agua o desinfectante. *Posee un elevado inferior al
fabricar diversos poder de hipoclorito

productos
quimicos.

antisepsia siendo
empleado como
desinfectantes

para el agua de

sodico, pero con
menos poder de
irritacion sobre la
piel

piscinas

llustracién 3-2: Formas del cloro

Fuente: Medina, 2022
Realizado por: Carrillo, Erika, 2023.

En cualquier caso, el cloro en ampliamente utilizado para diferentes necesidades. El hipoclorito
de sodio es un compuesto quimico de formula NaClO. Es uno de los desinfectantes méas

utilizados debido a su eficacia y costo accesible.

Puede ser empleado para la limpieza de superficies que estan en contacto con los alimentos,

cocinas, pisos y diversos elementos que deban eliminar microorganismos nocivos para la salud
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humana. El hipoclorito de sodio es letal para virus, bacterias, pero su capacidad desinfectante

disminuye para esporas bacterianas, hongos y protozoarios (Medina 2022).

Para la desinfeccion de alimentos como frutas u hortalizas, se recomienda utilizar el hipoclorito
de sodio en concentraciones entre 50 a 200 ppm., con un tiempo de contacto de 1 a 2 minutos

para conseguir una reduccion de la carga microbiana de entre 1y 2 Log UFC/cm? (Medina 2022).

. Mecanismo de accion

El cloro comercial suele ser una solucion de hipoclorito de sodio en agua, por lo general en
concentraciones que varian de 2% a 5%. El hipoclorito de sodio se mezcla con agua
trasformando su estructura en &cido hipocloroso y en el anion hipoclorito (Medina 2022).

Su accion desinfectante se debe a la liberacion del cloro libre (cantidad de &cido hipocloroso)
que junto al agua y en un medio &cido y neutro posee la capacidad oxidante fuerte que combina
el grupo amino de las proteinas bacterianas para formar cloramina y liberar oxigeno, es decir

destruye los microorganismos por oxidacion (Gonzalez 2015, p.66).

Otro mecanismo plantea que, el acido hipocloroso ingresa a la célula de la bacteria mediante la
membrana del citoplasma actuando sobre proteinas y acidos nucleicos, inhibiendo la sintesis de

proteina y alterando el ADN celular (Davidovich 2021, p.23).

El cloro junto con el agua es una solucion inestable, factores como la luz artificial y solar
afectan su accion desinfectante por lo que es importante tomar precaucion cuando se realiza la
desinfeccion. Ademas, la accién bactericida disminuye el entrar en contacto con materia

organica y al aumentar el pH (Davidovich 2021, p.23).

2.2.3.2. Vinagre

El vinagre es una solucion ampliamente utilizada en la preparacion de alimentos. En su
composicién se encuentra el &cido acético, una sustancia que dependiendo su concentracién le
confiere el efecto antimicrobiano a la solucién. La férmula del acido acético es CH3-COOH y

también es el principal encargado del sabor y olor caracteristicos del vinagre (Caceres et al. 2021,
pp. 445-446).

El vinagre blanco es una clase de vinagre con una concentracion relativamente alta de acido

acético a comparacion de otros que existen en el mercado, por lo que es una excelente opcion
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para implementar protocolos de desinfeccién. Por lo antes mencionado, las propiedades
quimicas del vinagre se pueden comparar con otros desinfectantes (como el hipoclorito de
sodio) de acuerdo con su efecto antibacteriano sobre microorganismos patdégenos y ciertos
hongos causantes de ETA’S (Caceres, et al, 2021; pp. 445-446). El vinagre comercial elimina hongos,
microorganismos como bacterias, microbacterias, algunos virus y otros gérmenes, también

posee gran efectividad contra bacterias como Escherichia coli y Streptococcus (Juste 2020).

. Mecanismo de accion

El vinagre al tener un pH &cido situado en el 2.4 en la escala de pH tiene la capacidad de
acidificar el medio donde se aplica proporcionando asi propiedades antibacterianas (Céceres, et al,
2021; pp. 445-446). Su gran poder desinfectante puede llegar a acabar con el 95% de las bacterias

gue se encuentran en una superficie (Juste 2020).

La eliminacion de bacterias no solo se debe a su acidez, si no a varios mecanismos que puede
provocar toxicidad en el microorganismo. Los 4cidos débiles como el &cido acético pueden
traspasar la membrana de la bacteria de forma maés sencilla que los &cidos fuertes, debido a que
existe un equilibrio en sus formas ionizadas y no ionizadas. El pH de las células bacterianas
posee valores alrededor de 7,6 por lo tanto el &cido acético que se encuentra dentro de la célula

se disociard y acidificara el citoplasma (Hoyos 2019, pp.13-14).
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CAPITULO III
3. MARCO METODOLOGICO
3.1.  Metodologia de la investigacion
3.1.1. Localizacién de la investigacion
El presente trabajo experimental se realiz6 en el Laboratorio de Analisis Bioquimicos y
Bacterioldgicos que se encuentra ubicado en la Facultad de Ciencias de la Escuela Superior
Politécnica de Chimborazo.
3.1.2. Tipoy disefio de investigacion
El trabajo de investigacion curricular tuvo un disefio experimental, se basa en el desarrollo de
un método de desinfeccion mediante el uso de distintas concentraciones de cloro y vinagre
comercial para disminuir la carga microbiana presente en el chocho desamargado, el cual serd
de ayuda para mejorar la calidad microbioldgica del ceviche de chochos.
3.2. Disefio experimental

3.2.1. Poblacion de estudio y/o tamafio de muestra y/o método de muestreo

La poblacion de estudio fue el chocho desamargado utilizado en la preparacién del ceviche de

chochos.

La recoleccion de la muestra se realizé en lugares de expendio de ceviche de chochos en la
cuidad de Riobamba, se obtuvo aproximadamente 500 mg de chocho desamargado que fueron
empleados en el trabajo experimental.

3.2.2.  Muestra

El estudio se realizé con 10 muestras de chochos desamargados que cumplen con los criterios

de inclusion y exclusion para el desarrollo de un método de desinfeccion para disminuir la carga

microbiana.
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3.2.3. Método de muestreo

Se utiliz6 el muestreo aleatorio que nos permitio seleccionar la muestra de varios lugares de

expendio de ceviche de chochos ubicados en la ciudad de Riobamba.

3.2.4. Criterio de inclusion

Fueron considerados aquellas muestras que se obtuvieron en los distintos puestos de expendio

de ceviche de chochos ubicados en la ciudad de Riobamba.

3.2.5. Criterio de exclusidon

La muestra se excluye cuando no pertenezcan a los puestos de expendio de ceviche de chochos.

3.3. Instrumentos de investigacion

3.3.1. Equipos

e  Céamara de flujo laminar

e Balanza analitica

3.3.2. Materiales

e  Cajas Petri de vidrio

e  Fundas para esterilizacién
e Asade drigalsky

e  Matraces Erlenmeyer

e  Pipetas automaticas 100uL
e  Mecheros de alcohol

e  Tubos de ensayo

3.3.3. Sustancias y reactivos

e  Chocho desamargado (500mg)
e  Hipoclorito de sodio

e Vinagre comercial
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Autoclave

Estufa bacterioldgica

Pera de succion
Probeta

Vaso de precipitacion
Espatula

Gradilla para tubos
Reverbero

Puntas para pipeta

Agua destilada
Alcohol al 70%
Agua potable
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e  Placas petrifilm para coliformes e  Agar Baird Parker
e Agar PCA e Agar Sabouraud

e  Agar Eosina azul de metileno
3.4. Técnicas empleadas
3.4.1. Recoleccion de la muestra

Se realiz6 un muestreo aleatorio de diez muestras de ceviche de chochos que se expenden por
vendedores ambulantes en la ciudad de Riobamba, siguiendo la normativa NTE INEN 1529-
2:2013 que corresponde a la toma, envid y preparacion de muestras para andlisis
microbioldgico. Las muestras fueron trasladadas al laboratorio de andlisis bioquimicos y
bacterioldgicos de la ESPOCH para ser analizadas.

3.4.2. Preparacion de la muestra

e Se procedio a desinfectar el area de trabajo, materiales y equipos que se utilizaran.
o  Se pes6 10g de muestra de chochos.

e  Serealizo la desinfeccion de la muestra con hipoclorito de sodio y vinagre.

Para la desinfecciéon del chocho desamargado se realizd los calculos respectivos para cada
concentracion de hipoclorito de sodio (25ppm, 50ppm, 75ppm), y vinagre comercial (750ppm,
1000ppm, 1250ppm).

FORMULA—»  Dpc=Va (%)

Dpc: Dosis de cloro o vinagre para afiadir
Va: Volumen de agua de la solucién
ppm: Parte por mill6n necesario para gque tenga un efecto desinfectante

%C: Concentracion de cloro o vinagre.
e  Secolocd las muestras en fundas ziploc debidamente rotuladas.

e Se homogenizd cada muestra y se trasladaron a la camara de flujo laminar para evitar

contaminacion.
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3.4.3. Elaboracién de soluciones para siembra de microorganismos

3.4.3.1. Preparacién de agua de peptona

Agua de peptona
v

Sc peso v disolvio en un Erlenmeyer 0,12gr de medio en 117 ml de agua

v

Sc agito hasta que ¢l medio sc disuclva.

¥

Sc tomo agua de peptona v sc colocd 9 ml en tres tubos de ensayo permanccicndo
90 ml de agua de peptona en ¢l Erlenmeyer.

¥

Se cubrid cada tubo de ensayo y ¢l Erlenmeyer con gasa y algoddn.

L
Se autoclavo (13psi, 121 °C, 15 minutos) para que sca un medio estérl.

llustracion 1-3. Procedimiento para preparar agua de peptona

Fuente: NTE INEN 1529-1, 2013.
Realizado por: Carrillo, Erika, 2023.

3.4.3.2 Preparacion de agares

Agar PCA, EMB, Baird Parker y Sabouraud
v

Se peso el agar PCA, EMB, Baird Parker y Sabouraud segiin los célculos realizados.

v

Se coloco cada medio en un Erlenmeyer vy se disolvid con agua destilada.

v

Se autoclavao (15psi, 121 °C, 15 minutos) para que sea un medio estérl.

4!____.

Para el agar
Baird Parker
se colocd la

Se dejo enfiar hasta que se encuentre a una temperatura
aproxmmada de 35°C

v ..
emulsion de

Se plaqued en cajas Petr1 previamente estériles. huevo

llustracion 2-3: Procedimiento para preparacion de agares.

Fuente: Rodriguez y Zhurbenko, 2018
Realizado por: Carrillo, Erika, 2023.
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3.4.4. Metodologia para cultivo de microorganismos

3.4.4.1. Preparacién de diluciones

Diluciones
v
Se pes6 10 g de la muestra de chocho desamargado previamente homogeneizado
]
L, R Se afiadio los 10 g de muestra al erlenmeyer con los 90 ml de
Dilucion 10°
J agua peptonada
. ) Con una pipeta automatica se tomé 1ml de la dilucion 101 y se
[ Dilucién 102 .
J colocd en un tubo con 9ml de agua de peptona y se homogenizo.

[ Dilucion 103 ]—» De la dilucién 102 se toma 1ml y se coloca en otro tubo con 9ml
de agua de peptona y se homogeniza.

[ Dilucion 10 ]—> Con la dilucion 10 se tomé 1ml para colocarlo en otro tubo con
9ml de agua de peptona y después se homogenizo.

llustracion 3-3: Procedimiento para preparar diluciones

Fuente: NTE INEN 1529-1, 2013. (Norma Técnica Ecuatoriana para Preparacion de Medios de Cultivo y Reactivos)
Realizado por: Carrillo, Erika, 2023.
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3.4.4.2. Siembra de microorganismos presentes en la muestra

Siembra de microorganismos

v

Se tom6 100uL con ayuda de una pipeta automatica de la dilucién 103y 10+
v
Se colocd los 100uL en el agar PCA, EMB, Baird Parker y Sabouraud

v

Se sumergio el asa de drigalsky en alcohol para posteriormente acercarlo a la llama del

mechero hasta que el alcohol se consuma por completo.

v

Con el asa de drigalsky estéril se extiende la muestra por todo el medio de cultivo.
\ \
Agar PCA [ Agar EMB ] [ Agar Baird Parker ] [ Agar Sabouraud ]
\ \ \ \

Sellar las cajas e Incubar las placas Invertir las cajas Petri Incubar las placas,
incubarlas en la estufa invertidas de 35 °C e incubar entre 35°C 0 con las tapas
a 30°C £ 1°C durante a 37 °C por 24. 37°C durante 24h+2h. superiores en
48/75 horas. posicion vertical a 25
\ \ °C+1°Cdurante 5
Observar el Observar el dias.
Observar el crecimiento y crecimiento y anotar \
crecimie,:nto y anotar anotar el nL’_Jmero de el numero de colonias. Contar las colonias de
el nimero de colonias. levaduras y las
colonias. colonias de mohos.
Positivo para Las colonias de
Escherichia coli: Staphylococcus
colonias de color aureus son negras u
azulado con brillo oscuras intensas,
brillantes. convexa.

llustracion 4-3: Procedimiento para siembra de microorganismos.

Fuente: NTE INEN 1529-1:2013 (Norma Técnica Ecuatoriana para preparacion de medios de cultivo y reactivos)
Realizado por: Carrillo, Erika, 2023.

- Se tomd 100uL con ayuda de Se colocé los 100Ul en
Placas Petrifilm para una pipeta automéaticade la | las placas petrifilm
coliformes totales dilucion 1023y 10+
Incubar en la estufa a 30°C + Se cierra con cuidado y se
1°C durante 24h etiqueta.

llustracion 5-3: Procedimiento para siembra de coliformes totales

Fuente: Rocio Pérez Padilla, 2017.
Realizado por: Carrillo, Erika, 2023.
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3.5. Analisis estadistico

Para la ejecucion del analisis estadistico y analisis de datos, se utiliz6 programas de informética

especializados, como Microsoft Excel y SPSS

joﬁcsc(i)éﬁ:de PASO 2: PASO 3: Eilgéigi(gnllc:le PASO 5:
Hipotesis (H, Definir oc Prueba de la prueba Calcular
y H,) (alfa) normalidad estadistica. P-valor
Alfa= Prueba T de Student o
0,05=5% Shapiro T de Wilcoxon

llustracion 6-3: Procedimiento para realizar el analisis estadistico.

Fuente: Cerna Blanca, et al. 2019
Realizado por: Carrillo, Erika, 2023.

En este estudio se realiz6 la prueba de normalidad de Shapiro — Wilks para conocer que los
valores de las variables sigan una distribucién normal y asi posteriormente ejecutar la prueba t-
Student, para las muestras que no presentaron una distribucion normal se empled la prueba de

Wilcoxon.

Al realizar el anlisis estadistico en el programa IBM SPSS STATISTICS se utiliz6 la prueba
paramétrica de t-Student para muestras relacionadas la cual se efectud con el fin de contrarrestar
las hipétesis (Ho y Hi) sobre sus medias poblacionales en un solo grupo. Se emple6 el valor p,

para determinar un factor significativo, comparandolo con un valor alfa de 0,05.

Si el p-valor < o, se rechaza Ho (se acepta Hs).

Si el p-valor > o, no se rechaza Ho (se acepta Ho) (Cerna, et al. 2019; pp. 28- 33).

3.5.1. Planteamiento de la hipoétesis

Ho: Los recuentos microbioldgicos son los mismos antes y después de la desinfeccion.

H.: Los recuentos microbioldgicos son diferentes antes y después de la desinfeccion.
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CAPITULO IV

4. ANALISIS E INTERPRETACION DE RESULTADOS

En el presente capitulo se describen los resultados obtenidos en el recuento microbiolégico,
antes y después de que el chocho desamargado sea sometido a un método de desinfeccion con el
uso de cloro y vinagre a diferentes concentraciones. Ademas, se evalla la reduccion de la carga
microbiana de S. aureus, E. coli, enterobacterias, coliformes totales, hongos y levaduras y
aerobios mesdfilos, en el chocho desamargado que se comercializa en los ceviches de chochos.

4.1.  Recuento de colonias presentes en el chocho desamargado

4.1.1. Staphylococcus aureus

Los resultados se obtuvieron del analisis microbiolégico de 10 muestras de chocho
desamargado, fueron recolectados de locales que comercializan ceviche de chochos en la ciudad
de Riobamba. Para el recuento de S. aureus se utilizé el método de siembra por extension en
superficie en agar Baird Parker, las colonias se presentaron de color negro oscuro con halos

claros, fueron contados y transformados a UFC/g.

Tabla 1-4: Recuento microbiolégico de S. aureus antes y después de la desinfeccion con cloro

Muestra  Carga inicial Carga microbiana después de la desinfeccion
(UFClg) Cloro Reduccién Cloro Reduccién Cloro 75 Reduccion

25 ppm en LOG 50 ppm en LOG ppm en LOG
(UFCIg) UFClg (UFCIg) UFClg (UFC/g) UFClg

1 8,2E+03 2,2E+03 0,57 1,2E+03 0,83 3,5E+02 1,37

2 1,9E+03 2,0E+02 0,97 5,0E+01 1,57 0,0E+00 3,27

3 1,7E+04 3,3E+03 0,72 1,4E+03 1,08 4,5E+02 1,58

4 7,8E+03 1,8E+03 0,64 9,5E+02 0,91 1,5E+02 1,72

5 4,6E+03 4,5E+02 1,01 2,0E+02 1,36 1,0E+02 1,66

6 1,4E+04 1,5E+02 1,97 0,0E+00 4,14 0,0E+00 4,14

7 2,3E+03 1,1E+03 0,31 2,0E+02 1,05 0,0E+00 3,35

8 2,6E+03 1,3E+03 0,31 4,0E+02 0,80 1,5E+02 1,23

9 5,8E+03 1,7E+03 0,54 6,0E+02 0,98 2,5E+02 1,36

10 5,2E+03 9,0E+02 0,76 1,5E+02 1,54 5,0E+01 2,02

Realizado por: Carrillo, Erika, 2023.

En la tabla 1-4 se observa la carga microbiana inicial correspondiente a la muestra de chochos

sin desinfectar y la reduccion de esta, aplicando la desinfeccion con cloro a tres concentraciones
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diferentes (25ppm, 50 ppm y 75 ppm), durante un tiempo de 3 minutos para ser lavadas
posteriormente con agua potable. Asi mismo sefiala la reduccién en LOG UFC/g que ejercid las

soluciones desinfectantes sobre el chocho desamargado.

S. aureus es una de las bacterias mas patdgenas en alimentos, liberan enterotoxinas que
provocan nauseas y voOmitos cuando son ingeridos. Los motivos mas frecuentes de la
contaminacién en alimentos se deben a la manipulacién inadecuada, pues su principal fuente de
contagio es el contacto directo e indirecto con la mucosa de la piel, descamacién normal de piel
0 aerosoles provenientes del tracto respiratorio al estornudar o hablar (Santamaria, et al. 2011; p.31).
Por tal motivo, se puede observar que las muestras analizadas que no han sido tratadas con cloro

contienen una carga microbiana alta, siendo de riesgo para el consumidor.

Al analizar el conteo obtenido respecto al crecimiento de Staphylococcus aureus después de
realizadas la desinfeccion podemos considerar que el cloro a 25 ppm logré reducciones de hasta
1 LOG en el 20% de las muestras mientras que en la mayoria presentd solo reducciones
menores de 1 LOG, en cuanto al cloro a 50 ppm existié disminuciones superiores a la
concentracién menor pudiendo eliminar por completo el crecimiento de Staphylococcus aureus
en una muestra. El cloro a 75 ppm fue la concentracion que result6 ser la méas eficaz para la
desinfeccion presentando reducciones de 3 a 4 LOG, inhibiendo el crecimiento total en el 30%

de las muestras.

En un estudio que hace referencia al uso de hipoclorito de sodio como desinfectante frente a
Staphylococcus aureus aislados de alimentos menciona que mientras mayor el tiempo de
contacto, mayor sera la inactividad de la bacteria. También explica que la tasa de mortalidad
dependera de la exposicion y las caracteristicas microbianas (Both, et al. 2009: pp.257-258). Esta
reflexion comprueba la efectividad del cloro pues refleja que la concentracion mas alta es decir
de 75 ppm tendra mayor desinfeccion a comparacion de las demas. Esto se puede explicar por la
accion del hipoclorito de sodio al mezclarse con el agua, el resultante o cloro libre que es el
encargado de dar la accion bactericida es decir atacar la membrana citoplasmatica tendra mejor

eficacia mientras mayor sea su concentracion en la dilucién (Davidovich 2021, pp.23-26).

Teniendo en cuenta lo antes mencionado y basandonos en la Normativa sanitaria de Perd, el

valor normal que debe presentar S. aureus en alimentos preparados sin tratamiento térmico

como ceviches es de 10 UFC/g- 10> UFC/g, de acuerdo con los resultados obtenidos la

concentracion de cloro 25 ppm presenta valores por encima de lo establecido, el cloro a 50 ppm

pudo disminuir la presencia de S. aureus en el 30% de las muestras Illegando a los limites

establecidos. Con el uso de cloro a 75 ppm se puede notar que el 70% de muestras alcanzan los
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parametros establecidos por la normativa permitiendo convertirse en un productor apto para el

CONSUMO (DIGESA, 2003, pp. 1-24).

Tabla 2-4: Recuento microbioldgico de S. aureus antes y después de desinfeccidn con vinagre

Muestra Carga Carga microbiana después de la desinfeccion
inicial Vinagre Reduccién  Vinagre Reduccién Vinagre Reduccion

(UFClg) 750ppm en LOG 1000ppm en LOG 1250ppm en LOG

(UFCIg) UFClg (UFC/g) UFC/g (UFCIg) UFClg
1 8,2E+03 3,8E+03 0,34 3,1E+03 0,43 1,9E+03 0,64
2 1,9E+03 3,0E+02 0,79 0,0E+00 3,27 0,0E+00 3,27
3 1,7E+04 6,8E+03 0,40 2,5E+03 0,83 2,4E+03 0,85
4 7,8E+03 3,4E+03 0,37 1,2E+03 0,81 1,1E+03 0,87
5 4,6E+03 1,4E+03 0,52 5,0E+02 0,96 1,0E+02 1,66
6 1,4E+04 6,5E+02 1,33 5,5E+02 1,40 4,0E+02 1,54
7 2,3E+03 1,4E+03 0,21 3,5E+02 0,81 1,0E+02 1,35
8 2,6E+03 4,5E+02 0,75 2,5E+02 1,01 5,0E+01 1,71
9 5,8E+03 3,2E+03 0,25 1,1E+03 0,74 9,5E+02 0,78
10 5,2E+03 3,1E+03 0,23 2,2E+03 0,37 3,5E+02 1,17

Realizado por: Carrillo, Erika, 2023.

En la tabla 2-4 se observa los valores obtenidos del recuento de colonias en el agar Baird Parker
cuando la muestra mantiene las condiciones en las que fue vendida o carga inicial y el después
de haberse tratado con vinagre (acido acético al 3%) con concentraciones de 750 ppm, 1000
ppm y 1250 ppm. También se detalla las reducciones de la carga de S. aureus segun la

concentracion en la que fue desinfectada.

Se puede evidenciar que después de haberse realizado la desinfeccion del chocho con vinagre a
750 ppm, el 90% de las muestras tienen reducciones menores a 1 LOG detallando el nivel més
alto que fue de 1,33 LOG. En cuanto al vinagre 1000 ppm demostré poder reducir mayor
cantidad de carga microbiana obteniendo 1 LOG de eliminacién en dos muestras, Ilegando hasta
un maximo de eliminacién de 3 LOG. Estos valores son similares al vinagre a 1250 ppm pues se

puede observar reducciones entre 1y 3 LOG.

Los estudios establecen que, al acido acético como alternativa para la desinfeccién efectiva, los
resultados de sus investigaciones demostraron que el vinagre con 4 % de acido acético reducia
de manera efectiva los microrganismos indicadores comunes de higiene como S. aureus.
Ademaés, se menciona que también fue analizado el cloro como uno de los desinfectantes mas
usados, sin embargo, este compuesto puede dejar residuos como resultado de aplicaciones de

uso inadecuado, por tal motivo se usaron alternativas como el vinagre (Ayhan y Bilici, 2022; p.25).
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El efecto bactericida del vinagre se debe a la capacidad del &cido acético para acidificar el
medio, alterando la membrana del citoplasma o interfiriendo con el metabolismo del ADN,
dicha eficacia dependerd de la concentracion en la que se encuentre el &cido acético en el

vinagre (Caceres, 2021; pp.445-446).

Guiandonos de la Normativa sanitaria de Perd, solo una muestra desinfectada con cloro a 50
ppm esté dentro de los pardmetros establecidos, mientras que en el caso del vinagre a 1250 ppm
el 40 % de muestras cumplen con la normativa que especifica los limites de S. aureus (10
UFC/g- 10?2 UFC/g) (DIGESA, 2003, pp.1-24).

Tabla 3-4: Andlisis estadistico para recuento de S. aureus antes y después de la desinfeccion
Prueba Cloro 25 Cloro 50 Cloro 75  Vinagre 750  Vinagre 1000 Vinagre
estadistica ppm ppm ppm ppm ppm 1250 ppm

*p-valor 0,004 0,002 0,002 0,007 0,003 0,006
*Prueba t-student
Realizado por: Carrillo, Erika, 2023.

En la tabla 3-4 se observa el analisis estadistico realizados para los recuentos microbioldgicos
realizado para la bacteria Staphylococcus aureus, en donde se puede mencionar que los valores
de p obtenidos son menores a 0,05, por lo tanto, la hipdtesis nula es rechazada, es decir existe
una diferencia significativa en los valores del recuento microbiano antes y después de realizarse
la desinfeccion del chocho desamargado con el cloro (25 ppm, 50ppm y 75 ppm) y el vinagre
(750 ppm, 1000 ppm y 1250 ppm), por este motivo los métodos de desinfeccion empleados

tienen efectos desinfectantes significativos sobre la bacteria S. aureus para disminuir su carga.

La bacteria S. aureus es destruida de manera eficaz por los desinfectantes comdnmente
utilizados sin embargo algunas cepas producen una capa Ilamada biopelicula la cual ayuda a
adherirse a diferentes superficies, estas biopeliculas bacterianas originan resistencia a
sanitizantes y generan enzimas degradadoras de sustancias antimicrobianas (Navia et al. 2010,
pp.124-125). Cabe recalcar que en el presente estudio existié una reduccién favorable de la carga
microbiana, pero existen factores que podrian disminuir o alterar la efectividad del tratamiento,
tales como: tiempo de contacto del alimento con el desinfectante, concentracion del cloro o

vinagre o caracteristicas bacterianas.
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4.1.1.1. Gréfica de comparacion entre cloro y el vinagre para S. aureus

—&— Carga inicial == Cloro 25ppm Cloro 50ppm Cloro 75ppm
== Vinagre 750ppm =—@=—Vinagre 1000ppm === Y\/inagre 1250ppm

1,8E+04
1,6E+04
1,4E+04
1,2E+04
1,0E+04
8,0E+03
6,0E+03
4,0E+03
2,0E+03
0,0E+00

llustracion 1-4: Disminucién de carga microbiana con cloro y vinagre para S. aureus
Realizado por: Carrillo, Erika, 2023.

En la ilustracion 1-4 se observan los resultados de las reducciones que presentaron las 10
muestras con respecto a la bacteria S. aureus con las diferentes concentraciones del cloro y
vinagre. Segun el grafico, el cloro a 75 ppm presenta valores menores a comparacion de las
demas soluciones desinfectantes, seguido por el cloro 50 ppm y vinagre 1250ppm. Debido a la
alta carga microbiana inicial presente en el chocho desamargado no se pueden apreciar
adecuadamente las concentraciones gque disminuyeron considerablemente por ende se realizé

una nueva tabla con las tres concentraciones que tuvieron mejor eficacia al desinfectar el

chocho.
3,0E+03
2,5E+03
2,0E+03
1,5E+03
1,0E+03
5,0E+02
0,0E+00 A/
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
e Cloro 50ppm === Cloro 75ppm Vinagre 1250ppm

llustracion 2-4. Disminucion de carga con cloro 50, 75 ppm y vinagre 1250 ppm para S. aureus
Realizado por: Carrillo, Erika, 2023.
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4.1.2. Escherichia coli

Para el recuento de Escherichia coli se utilizé el agar EMB, las colonias presentaron un color
verde metalico caracteristico de esta bacteria. Se cont6 las colonias a las 24 h después de la

inoculacion y los resultados obtenidos fueron transformados a UFC/g.

Tabla 4-4: Recuento microbioldgico de E. coli, antes y después de la desinfeccion con cloro.

Muestra Carga Carga microbiana después de la desinfeccion
(m':%%) Cloro Reduccion Cloro Reduccion  Cloro 75  Reduccion

25 ppm en LOG 50 ppm en LOG ppm en LOG
(UFClg)  UFClg (UFCIg) UFC/g  (UFClg) UFClg

1 1,1E+04  3,9E+03 0.45 1,2E+03 0,08 6,5E+02 1,23

2 1,3E+03 0,0E+00 3,10 0,0E+00 3,10 0,0E+00 3,10

3 1,5E+02 0,0E+00 2,18 0,0E+00 2,18 0,0E+00 2,18

4 7,0E+02  0,0E+00 2.85 0,0E+00 2.85 0,0E+00 2.85

5 1,5E+02 0,0E+00 2,18 0,0E+00 2,18 0,0E+00 2,18

6 5,0E+01 0,0E+00 1,70 0,0E+00 1,70 0,0E+00 1,70

7 2,5E+02  0,0E+00 2.40 0,0E+00 2.40 0,0E+00 2.40

8 2,3E+03 9,0E+02 0,40 1,5E+02 1,18 0,0E+00 3,35

9 15E+02  0,0E+00 218 0,0E+00 218 0,0E+00 218

10 2,4E+03  3,5E+02 0,84 5,0E+01 1,68 0,0E+00 3,38

Realizado por: Carrillo, Erika, 2023.

En la tabla 4-4 se reportan los resultados obtenidos del recuento microbioldgico del chocho
desamargado, con el empleo de cloro como desinfectante para tres concentraciones diferentes,
las 10 muestras fueron sometidas a un tiempo de exposicién de 3 minutos para posteriormente

ser lavadas dos veces con agua potable.

E. coli es una de las bacterias patdgenas mas comunes de trasmision alimentaria. Cada afio
perjudican la salud de millones de personas, muchas de las veces con consecuencias graves 0
mortales. Esta bacteria se trasmite por contaminacion fecal del agua, contaminacion cruzada o
por superficies y utensilios de cocina contaminados (Bergaglio, 2020; p.3). El recuento
microbioldgico del chocho desamargado tuvo como resultado la presencia de E. coli en todas las
muestras analizadas, lo que es indicativo de la contaminacién durante el proceso de
desamargado, la mala manipulacién y deficiente higiene en el puesto de venta de ceviches de

chocho.

La efectividad del cloro como desinfectante fue muy notoria ya que se logro la disminucion de
la carga bacteriana con respecto a E. coli. En la mayoria de las muestras se pudo eliminar por

completo su crecimiento presentando valores de 0, determinando que la concentracion mas baja
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de 25 ppm ya causa una desinfeccion adecuada y eficaz cuando la carga microbiana del chocho
sin desinfectar no es tan alta. Sin embargo, hubo muestras con crecimientos mayores para lo
cual es necesario aumentar la concentracion de cloro a 50 ppm o 75 ppm para llegar a los

valores que se desea.

En la Normativa NTE INEN 2390 nos detalla los requisitos que debe presentar el grano de
chocho desamargado, en el cual nos revela que E. coli debe ser ausente en las muestras que se
expenderian en el ceviche de chocho, por lo tanto, después de comparar resultados se puede
determinar que en la mayor parte de muestras se elimind por completo al usar cloro a 75 ppm y
de este modo el alimento se encuentra dentro de los parametros establecidos y es apto para el

consumo humano (NTE INEN, 2004).

Tabla 5-4: Recuento microbioldgico de E. coli, antes y después de desinfeccion con vinagre

Muestra Carga Carga microbiana después de la desinfeccion
mi;:r:?cbi;a;na Vinagre  Reduccion Vinagre  Reduccion Vinagre Reduccion

(UFClg) 750ppm en LOG 1000ppm en LOG 1250ppm en LOG

(UFClg) UFClg (UFClg) UFClg (UFCl/g) UFC/g
1 8,2E+03 1,1E+03 1,02 5,0E+01 235 0,0E+00 4,05
2 19E+03  (0E+00 3,10 0,0E+00 3.10 0,0E+00 3,10
3 L7E+04  0,0E+00 2.18 0,0E+00 2,18 0,0E+00 2,18
4 78E+03 0 OE+00 2.85 0,0E+00 2.85 0,0E+00 2,85
5 46E+03 0 0E+00 2.18 0,0E+00 218 0,0E+00 2,18
6 14E+04  (.0E+00 1,70 0,0E+00 1,70 0,0E+00 1,70
7 2,3E+03 0,0E+00 2.40 0,0E+00 240 0,0E+00 2,40
8 2,6E+03 1 5E+02 1,18 0,0E+00 3,35 0,0E+00 3,35
9 58E+03  50E+01 0,48 0,0E+00 2,18 0,0E+00 2,18
10 5,2E+03 1,5E+02 1,20 0,0E+00 3,38 0,0E+00 3,38

Realizado por: Carrillo, Erika, 2023

La tabla 5-4 detalla el crecimiento microbiano sin desinfectar y luego de haber permanecido en
agua con vinagre a concentraciones de 750 ppm, 1000 ppm y 1250 ppm. También se especifica

de forma organizada la reduccion LOG de carga microbiana en la muestra.

En un articulo cientifico “Microbiological qualityand antimicrobial efficacy of combined
oregano essential oil and acetic acid on fresh lettuce” menciona que el acido acético, durante 5
minutos presento inhibicion del patdgeno E.coli y sus caracteristicas organolépticas no fueron
afectadas. También indica que la eficacia de desinfectantes varia con la concentracién, tiempo

de exposicion y temperatura (ljabadeniji et al. 2020).
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En el presente estudio se puede comprobar que la concentracion determind la eficacia del
desinfectante. Por eso se puede decir que el vinagre a 750 ppm fue el que menor reduccion
obtuvo, mientras que con el vinagre 1000 ppm solo el 10% de las muestras presentd
crecimiento, en comparacion del vinagre a 1250 ppm que inhibié por completo el crecimiento
de E. coli.

Siguiendo los requisitos microbioldgicos designados en la Normativa NTE INEN 2390 que
debe presentar el chocho desamargado para tu expendio, el vinagre 1000 ppm y 1250 ppm
ayudan a que se cumpla con los parametros detallados es decir que la bacteria E. coli no esté
presente y logra que la leguminosa no represente un peligro para la salud (NTE INEN, 2004).

Tabla 6-4: Analisis estadistico para recuentos de E. coli antes y después de desinfeccion

Prueba Cloro Cloro Cloro Vinagre Vinagre Vinagre
estadistica 25ppm 50 ppm 75 ppm 750 ppm 1000 ppm 1250 ppm

*p-valor | 0,005 0,005 0,005 0,005 0,005 0,005

*Prueba de Wilcoxon

Realizado por: Carrillo, Erika, 2023.

En la tabla 6-4 se observa el andlisis estadistico de los recuentos microbioldgicos para E. coli,
los valores obtenidos para las diferentes concentraciones del cloro y el vinagre son similares.
Los valores p no son mayores a 0,05, por lo tanto, se acepta la hipétesis alternativa, en otras
palabras, existe una diferencia significativa en la carga microbiana antes y después de haberse
realizado la desinfeccion. Se puede mencionar que los desinfectantes utilizados son eficaces y

ayudan a disminuir la carga microbiana.

Estos resultados se pueden comparar con otros estudios realizados, como en un articulo donde
se empled el uso de acido acético para desinfectar fresas contaminadas de E. coli en el cual

todos los tratamientos evaluados redujeron la carga microbiana de forma significativa (p<0,05)
(Donatti et al. 2020).
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4.1.2.1. Gréafica de comparacion entre cloro y el vinagre para E. coli

1,2E+04
1,0E+04
8,0E+03
6,0E+03
4,0E+03

2,0E+03

0,0E+00 —e

1

=@= Carga inicial
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Vinagre 1250ppm

lustracion 3-4: Disminucion de carga microbiana con cloro y vinagre para E. coli.
Realizado por: Carrillo, Erika, 2023.

Como se observa en la ilustracion 3-4, el vinagre a 1250 ppm y 1000 ppm son las
concentraciones que mejor favorecieron a la reducciéon de E. coli presentando valores de 0,
motivo por el cual se aprecian en la parte inferior del grafico. Seguido a estas concentraciones el
cloro 75 ppm también pudo reducir de forma considerable la carga microbiana presente en el

chocho desamargado.

4.1.3. Enterobacterias

Los resultados obtenidos del recuento microbioldgico pertenecen al grupo denominado
Enterobacterias, los cuales fueron inoculados en agar EMB y presentaron colonias incoloras o

de coloracién &mbar. Se excluyeron aquellas colonias que presentaron color verde metalico pues

son caracteristico de E. coli, bacteria que se cuantific6 de forma individual.

Tabla 7-4: Recuento para Enterobacterias antes y después de desinfeccion con cloro

Muestra Carga
inicial
(UFClg)

2,8E+04
1,6E+05
1,4E+05
2,9E+04
4,6E+04
2,6E+04

D OB~ W N

Carga microbiana después de la desinfeccion

Cloro
25 ppm
(UFClg)
4,9E+03
2,1E+04
1,9E+04
6,5E+03
7,7E+03
1,7E+04

Reduccién

en LOG

UFClg
0,75
0,90
0,86
0,66
0,78
0,19
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Cloro
50 ppm
(UFClg)
2,4E+03
1,1E+04
1,0E+04
3,9E+03
4,5E+03
1,0E+04

Reduccion

en LOG

UFClg
1,07
1,17
1,13
0,88
1,02
0,40

Cloro 75
ppm
(UFClg)
9,5E+02
7,2E+03
5,2E+03
1,6E+03
2,3E+03
5,4E+03

Reduccion

en LOG

UFClg
1,46
1,36
1,43
1,28
1,31
0,68



7 2,6E+04 6,9E+03 0,58 2,2E+03 1,08 8,5E+02 1,49

8 7,2E+04 2,7TE+04 0,43 1,5E+04 0,68 8,8E+03 0,91
9 ‘ 6,3E+04 3,9E+04 0,21 2,1E+04 0,49 1,3E+04 0,68

10 ‘ 6,4E+04 7,3E+03 0,94 3,8E+03 1,23 2,3E+03 1,44
Realizado por: Carrillo, Erika, 2023.

En la tabla 7-4 se muestran los resultados del recuento de microorganismos que crecieron en el
agar EMB a excepcion de la bacteria E. coli. Se observa la carga microbiana de enterobacterias
presentes en el chocho desamargado previa a la desinfeccion, asi como después de realizarse la
desinfeccion.

La familia de las enterobacterias incluye microorganismos patégenos para el humano como
Salmonella spp, E. coli, especies de gran importancia en la mortalidad infantil. Las
enterobacterias presentes en los alimentos al entrar en contacto con el organismo pueden ser las
causantes de infecciones, su gravedad depende de la virulencia de la especie y las caracteristicas
del huésped (Saira 2021, pp.1-2). Las Enterobacterias se presentan en los alimentos por
manipulacién no higiénica o almacenamiento inadecuado, su contaminacién se debe a origen

fecal (Giménez 2020, pp.43-45).

En la tabla 9-4 se evidencia reduccidon microbioldgica de enterobacterias con el uso de cloro,
donde la accién de la solucién desinfectante en su concentracién de 25 ppm no demuestra una
reduccién significativa de microrganismos, en la mayoria de las muestras existe una
disminucién menor al 1 LOG, mientras que a 50 ppm y 75 ppm se observa que pudo eliminar 1

LOG, produciendo una desinfeccidn casi similar en estas dos concentraciones.

Segln una tesis sobre la desinfeccion de esparragos con el uso de cloro, indica que este
desinfectante disminuye casi en su totalidad la presencia de Enterobacterias, cabe mencionar
que el crecimiento de estas bacterias en su investigacion fue bajo, mientras que en el chocho sin
desinfectar utilizado como muestra se obtuvo gran cantidad de carga microbiana lo cual al

realizarse la desinfeccion no provocé una disminucion considerable (Delgado 2019, p.12).
Entonces se puede mencionar que el cloro si ayuda a que disminuya la carga microbiana sin

embargo la cantidad de eliminacion dependera de la carga microbiana inicial de la muestra y

factores como morfologia del alimento o concentracion del desinfectante (Quispe 2020, pp.38-39).
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Tabla 8-4: Recuento para Enterobacterias antes y después de desinfeccion con vinagre

Muestra Carga Carga microbiana después de la desinfeccion
inicial Vinagre Reduccién  Vinagre Reduccion  Vinagre Reduccion
(UFClg) 750ppm en LOG 1000pp en LOG 1250ppm en LOG
(UFClg) UFClg m UFClg (UFClg) UFClg
(UFClg)

1 2,8E+04 7,0E+03 0,60 4,2E+03 0,82 2,4E+03 1,06
2 1,6E+05 2,9E+04 0,76 1,7E+04 0,99 7,6E+03 1,34
3 1,4E+05 3,3E+04 0,62 2,0E+04 0,83 1,0E+04 1,14
4 2,9E+04 8,7E+03 0,53 5,3E+03 0,75 1,5E+03 1,29
5 4,6E+04 1,1E+04 0,64 6,9E+03 0,83 3,9E+03 1,07
6 2,6E+04 1,9E+04 0,13 1,5E+04 0,24 1,2E+04 0,34
7 2,6E+04 8,2E+03 0,50 5,6E+03 0,67 2,9E+03 0,95
8 7,2E+04 4,5E+04 0,20 2,0E+04 0,56 1,7E+04 0,64
9 6,3E+04 4,6E+04 0,14 2,7E+04 0,36 2,2E+04 0,46
10 6,4E+04 4,4E+04 0,16 3,1E+04 0,31 9,0E+03 0,85

Realizado por: Carrillo, Erika, 2023

En la tabla 8-4 se detalla el uso de vinagre en tres concentraciones diferentes como
desinfectante para el chocho desamargado. En el cual se puede observar que se obtuvo una
disminucién minima. El vinagre a 750 ppm tiene valores bajos de reduccién de carga
microbiana, mientras que en el vinagre a 1000 ppm existe mayor eliminacién, pero ninguna
muestra supera el 1 LOG, a 1250 ppm ya se puede identificar mayor inhibicién de

Enterobacterias, el 50% de muestras analizadas redujeron su carga microbiana en 1 LOG.

En un articulo cientifico sobre la evaluacion de la calidad microbiolégica y efecto del lavado en
lechuga, se hace el uso de vinagre al 5% como desinfectante donde se demuestra que se
disminuye la carga microbiana desde el minuto 0. En la investigacion se menciona el uso de 3
tiempos de lavado (0, 15 y 30 minutos) en donde se detalla que a los 30 min hubo una
disminucion significativa hasta que en algunas muestras no presenté crecimiento de
Enterobacterias, es decir la accion desinfectante aumentaria segun el tiempo al que sea sometido

el alimento a la solucién (Giménez 2020; pp.43-45).

La disminucidn de la carga microbiana en las 10 muestras analizadas del chocho desamargado
no es mayor a 1 LOG y podria deberse a factores como el tiempo pues en el analisis se utilizé 3
minutos. Si se busca una mayor reduccion de carga se deberia evaluar aumentar el tiempo

establecido.
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Tabla 9-4: Analisis estadistico de Enterobacterias antes y después de desinfeccién
Prueba Cloro Cloro Cloro Vinagre Vinagre Vinagre
estadistica 25ppm 50 ppm 75 ppm 750 ppm 1000 ppm 1250 ppm
*p-valor | 0,006 0,004 0,003 0,015 0,006 0,004

*Prueba t-student
Realizado por: Carrillo, Erika, 2023.

En la tabla 9-4 se encuentran los valores de p-valor segln la prueba t-student que pertenecen a
las tres concentraciones de cloro y vinagre. El p-valor de las 6 concentraciones son menores al
nivel de significancia (p<0,05) esto quiere decir que la Ho se rechaza, entonces si existié una
diferencia significativa en la carga microbiana de Enterobacterias antes y después de realizarse
la desinfeccion. Entonces se puede mencionar que los tratamientos utilizados sobre el chocho

desamargado son eficaces para reducir la carga microbiana.

En el estudio antes mencionado de Giménez Viviana y colaboradores (2020) también obtuvo
diferencias estadisticas significativas en la desinfeccion de la lechuga. Por ello, se asegura que
la solucion de cloro y vinagre reducen de forma considerable la carga microbiana de
Enterobacterias.

4.1.3.1. Gréfica de comparacion entre cloro y el vinagre para Enterobacterias

1,8E+05
1,6E+05
1,4E+05
1,2E+05
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e Carga inicial e ClOro 25ppm Cloro 50ppm Cloro 75ppm
e \/iNagre 750ppm == \/inagre 1000ppm ====\/inagre 1250ppm

llustracion 4-4: Disminucion de carga microbiana con cloro y vinagre para Enterobacterias.
Realizado por: Carrillo, Erika, 2023
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En la ilustracion 4-4 se puede observar la disminucion de carga microbiana con respecto a las
Enterobacterias. El cloro a 75 ppm seguido por el cloro 50 ppm y el vinagre 1250 ppm son las
concentraciones que se encuentran en la parte inferior de la grafica, es decir son los que menor

cantidad de Enterobacterias presentaron durante la realizacion del trabajo experimental.

Asi mismo, por la cantidad de carga microbiana inicial Enterobacteria no se puede apreciar con

claridad dichas concentraciones por lo que se ha realizado la figura 13-4 para una mejor

visualizacion.

2,5E+04
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1,0E+04 N
5,0E+03 \ /J

0,0E+00

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
e C|oro 50ppm Cloro 75ppm Vinagre 1250ppm

llustracion 5-4: Disminucion de carga con cloro 50, 75 ppm y vinagre 1250 ppm para

Enterobacterias.
Realizado por: Carrillo, Erika, 2023.

4.1.4. Hongos y levaduras
Las 10 muestras de chochos obtenidas de lugares que expenden ceviche de chochos fueron
sembradas en agar Sabouraud, se observo colonias blangquecinas después de 4 dias de haber sido

inoculadas. Las colonias presentes fueron cuantificadas y transformadas a UFC/g para

posteriormente conocer su reduccion en LOG.

Tabla 10-4: Recuento para hongos y levaduras antes y después de desinfeccidn con cloro

Muestra  Carga Carga microbiana después de la desinfeccion
(S;%?é) Cloro25  Reduccion  Cloro50  Reduccion Cloro Reduccion
ppm en LOG ppm en LOG 75 ppm en LOG
(UFC/g) UFClg (UFC/g) UFClg (UFC/g) UFClg
1 2,7E+05  1,3E+05 034 5,4E+04 0,70 1,9E+04 117
2 1,3E+05  55E+04 0,38 3,8E+04 0,54 7,6E+03 1,24
3 1,0E+05  4,9E+04 0,32 3,1E+04 0,52 9,1E+03 1,05
4 2,5E+05  1,3E+05 0.29 5,9E+04 0,62 1,9E+04 1,13
&) 1,7E+05  6,2E+04 043 3,8E+04 0,65 2,0E+04 0,92
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6 19E+05  4,4E+04 0,64 2,2E+04 0,95 1,8E+04 1,03
7 1,1E+05  2,5E+04 0,65 8,6E+03 112 3,7E+03 1,49
8 22E+05  9,5E+04 0,36 4,5E+04 0,68 1,6E+04 115
9 1,3E+06  1,6E+04 1,90 1,5E+04 1,01 1,6E+03 2,89
10 1,9E+05  9,7E+03 1,29 3,8E+03 1,70 1,6E+03 2,07

Realizado por: Carrillo, Erika, 2023.

En la tabla 10-4 se reportan los resultados para las muestras de chocho desamargado antes y
después de haberse realizado la desinfeccion con cloro para tres concentraciones diferentes, las
muestras fueron sometidas a un tiempo de exposicion de 3 minutos para posteriormente ser

lavadas e inoculadas en agar Sabouraud.

Los hongos son microrganismos capaces de generar micotoxinas, sustancias nocivas para el ser
humano. Estas no son eliminadas durante el procesamiento de los alimentos por lo que son los
responsables de intoxicaciones graves en el organismo afectado. La presencia de los hongos y
levaduras se les asocia a la produccién de deterioro y descomposicién de los alimentos (Serrano &
Cardona, 2015; pp.143-146). En las 10 muestras analizadas se presentd cargas microbianas superiores
a las presentadas en la normativa la Normativa NTE INEN 2390 que nos indica los valores que
debe tener el chocho desamargado para que sea un alimento seguro para el consumidor son de 0
— 5 x 102 UFC/cm?® (NTE INEN, 2004). La presencia de altas cargas microbianas de hongos y
levaduras se puede deber al agua que se utiliza en el lavado del chocho el cual debe ser
cambiado de forma frecuente. En estudios realizados, el 90% de muestras que fueron analizadas

obtuvieron la presencia de hongos y levaduras en niveles altos de 10° UFC/g (Loja y Sanmartin;
2014: p.55).

Partiendo de este determinante se realiz6 la desinfeccion del chocho en el cual pudimos obtener
reducciones de la carga microbiana. Con el uso de cloro a 25ppm y 50 ppm se pudo reducir
valores entre 1 LOG y otros valores menores, mientras que al usar cloro a 75 ppm se observan

reducciones considerables, presentando en las muestras eliminaciones de 1y 2 LOG.

El estudio realizado concuerda con un articulo donde evaluaron el hipoclorito de sodio a
diferentes concentraciones (5% y 10%) durante 5 minutos de inmersion a los explantes de
banano. Se determind que la concentracion de 10% inhibié por completo la contaminacion
presente mientras que con cloro al 5% present6 un 37,5% de hongos y bacterias, resultando ser

mas eficaz el hipoclorito de sodio al 10% (Mongelés 2020, pp. 47-50).
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Tabla 11-4: Recuento para Hongos y levaduras antes y después de desinfeccion con vinagre

Muestra Carga Carga microbiana después de la desinfeccion
(Lnllcé%]) Vinagre Reduccién  Vinagre  Reduccion Vinagre Reduccion

750ppm en LOG 1000ppm en LOG 1250ppm en LOG
(UFClg) UFClg (UFClg) UFClg (UFClg) UFClg

1 2,7E+05  1,8E+05 0,17 1,4E+05 0,29 7,4E+04 057

2 1,3E+05  8,4E+04 0,20 5,6E+04 0,37 3,1E+04 0,63

3 1,0E4+05  2,7E+04 058 4,9E+04 0,32 2,3E+04 065

4 2,5E+05  1,3E+05 0,27 8,0E+04 045 4,4E+04 0,75

5 1,7E4+05  9,3E+04 0.25 4,8E+04 054 2,8E+04 078

6 1,9E405  9,7E+04 0,30 1,7E+04 1,06 8,5E+03 1,36

7 1,1E+05  57E+04 0,30 1,6E+04 0,86 6,3E+03 1,25

8 2,2E+05  1,4E+05 0.19 1,1E+05 0,32 6,1E+04 055

9 1,3E+06  8,4E+04 117 3,6E+04 1,54 2,6E+04 1,68

10 19E+05  7,9E+03 1,38 4,8E+03 1,60 2,6E+03 1,86

Realizado por: Carrillo, Erika, 2023.

En la tabla 11-4 se presentan reducciones de la carga microbiana con vinagre a comparacion de
la muestra que fue inoculada sin haber recibido algin tratamiento. Con el vinagre de 750 ppm se
obtuvieron reducciones menores a 1 LOG en el 80% de muestras mientras que el resto supero el
1 LOG. El vinagre a 1000 ppm y 1250 ppm tuvieron reducciones similares a la concentracion
menor, se observa que en este caso 3 muestras superan 1 LOG.

En un estudio realizado sobre la desinfeccion de fresas utilizando &cido acético a 5% se pudo
observar diferencias significativas cuando se utiliza el tratamiento. Ademas, nos menciona sobre
la aplicacion de tratamientos ultrasénicos combinado con &cido acético en donde present6
resultados més eficaces al comparar con desinfectantes convencionales como el cloro. Sin
embargo, también se pudo notar que al paso de los dias se presentaba descomposicion por causa
de mohos y levaduras, explican que esto se debe al tratamiento utilizado y la disminucion de
pH, ya que las levaduras son mas resistentes a pH bajos, o puede deberse a que esporas
sobrevivieron a la desinfeccion y permitié que los hongos y levaduras crezcan (Donatti et al, 2020;
pp.9).

Tabla 12-4: Anélisis estadistico de los recuentos microbioldgicos para Hongos y levaduras

Prueba Cloro Cloro Cloro Vinagre Vinagre Vinagre
estadistica 25ppm 50 ppm 75 ppm 750 ppm 1000 ppm 1250 ppm

*p-valor | 0,002 0,000 0,000 0,012 0,001 0,000

* Prueba t-student
Realizado por: Carrillo, Erika, 2023.
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En la tabla 12-4 se presenta el analisis estadistico para hongos y levaduras. Los valores
obtenidos no superan el valor de significancia (p<0,05) por tal motivo, la hipdtesis nula se
rechaza y la alternativa se acepta. Entonces segun lo antes mencionado tanto el cloro y vinagre
habrian disminuido de forma significativa el crecimiento de hongos y bacterias. Se puede
mencionar que ambos desinfectantes son eficaces y tiles para mejorar la calidad del chocho

desamargado.

4.1.4.1. Gréfica de comparacion entre cloro y el vinagre para hongos y levaduras.

—&— Carga inicial —— Cloro 25ppm Cloro 50ppm Cloro 75ppm
== Vinagre 750ppm —@=—Vinagre 1000ppm === \/inagre 1250ppm

1,4E+06
1,2E+06
1,0E+06
8,0E+05
6,0E+05
4,0E+05
2,0E+05

0,0E+00
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

llustracion 6-4: Disminucién de carga microbiana con cloro y vinagre para hongos y levaduras.
Realizado por: Carrillo, Erika, 2023

En la ilustracion 6-4 se puede observar la disminucidon de carga microbiana con respecto a
hongos y levaduras. Las concentraciones de cloro (25 ppm, 50 ppm y 75 ppm) y vinagre
(750ppm, 1000ppm y 1250 ppm) redujeron de manera considerable el crecimiento de mohos y

levaduras.
La carga microbiana inicial no permite diferenciar que concentracion del desinfectante obtuvo

valores menores de crecimiento por tal motivo se realiz6 otra grafica para que se pueda apreciar

la variacion.
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—— Cloro 25ppm

Cloro 50ppm

Cloro 75ppm

== \/inagre 750ppm —@=—Vinagre 1000ppm =—+=\inagre 1250ppm

2,0E+05
1,8E+05
1,6E+05
1,4E+05
1,2E+05
1,0E+05
8,0E+04
6,0E+04
4,0E+04
2,0E+04
0,0E+00

llustracion 7-4: Comparacion entre cloro y vinagre para hongos y levaduras.

Realizado por: Carrillo, Erika, 2023.

10

La ilustracion 7-4 muestra que el cloro a 75 ppm fue el desinfectante que disminuyd en mayor

cantidad la carga fangica presente del chocho desamargado, seguido se encuentra el cloro 50

ppm y el vinagre 1250 ppm, ambas concentraciones se distribuyen casi a la par en la grafica.

4.1.5. Aerobios mesofilos

Los resultados obtenidos pertenecen al andlisis microbiolégico de las 10 muestras de chochos

que fueron adquiridos en locales que comercializan ceviches de chochos en la ciudad de

Riobamba. Para el recuento de aerobios mesdfilos se utilizd Agar PCA vy se cuantificaron todas

las colonias que hayan crecido en el medio.

Tabla 13-4: Recuento para aerobios mesofilos antes y después de la desinfeccion con cloro

Muestra Carga
inicial
(UFClg)

2,1E+05
2,5E+05
4,2E+05
3,6E+05
2,7E+05
8,9E+05
3,1E+05
2,5E+05
4,5E+05

© 00 N oo o b~ W N P

Carga microbiana después de la desinfeccion

Cloro 25
ppm (UFC/qg)

5,3E+04
1,3E+05
9,5E+04
8,7E+03
5,9E+03
3,1E+04
1,3E+04
1,5E+05
2,7E+05

Reduccion

en LOG

UFC/g
0,60
0,29
0,64
1,61
1,66
1,46
1,36
0,23
0,23
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Cloro
50 ppm
(UFClg)
2,7TE+04
6,5E+04
4,8E+04
4,2E+03
2,0E+03
2,4E+04
8,3E+03
8,6E+04
9,6E+04

Reduccion
en LOG
UFC/g
0,90
0,59
0,94
1,93
2,14
1,57
1,57
0,46
0,67

Cloro 75
ppm
(UFClg)
7,6E+03
1,3E+04
2,9E+04
2,4E+03
8,5E+02
1,7E+04
2,3E+03
4,4E+04
5,3E+04

Reduccion
en LOG
UFClg
1,45
1,29
1,16
2,18
2,51
1,73
2,12
0,75
0,93



10 ‘ 2,0E+06 6,0E+04 1,52 3,4E+04 1,78 2,2E+04 1,96
Realizado por: Carrillo, Erika, 2023.

En la tabla 13-4 se observa el crecimiento de aerobios mesofilos antes y después de realizarse la
desinfeccion con cloro a 25 ppm, 50 ppm y 75 ppm. Cada concentracion de cloro fue diluida en
agua para posteriormente colocar la muestra de chocho desamargado durante 3 minutos. La

muestra se enjuago y se realizo la siembra.

Los aerobios mesofilos son microorganismos que permiten determinar la calidad sanitaria de
alimentos. La alta carga microbiana de aerobios mesoéfilos no indica la presencia de
microorganismos patégenos o alguna toxina, mientras que una baja carga microbiana no
demuestra su ausencia. Los alimentos con una manipulacién correcta, pero vida corta pueden
presentar aerobios mesdfilos, debido a esto, la elevada carga microbiana depende de la vida del
producto como de las condiciones en las que se mantienen. El recuento de aerobios mesdéfilos
no precisa los diferentes tipos de microorganismos, sino estiman el microbiota total presente en

los alimentos (Edher 2020: pp.10-11).

Al analizar los resultados obtenidos en el recuento de aerobios mesofilos se puede mencionar
gue existié una disminucién de carga microbiana considerable con el uso de cloro. El 50% de
muestras desinfectadas con cloro a 25 ppm no superaron el 1 LOG de reduccién, mientras que el
resto de las muestras disminuyeron de forma considerable presentando la mayor eliminacién de
1,62 LOG, al utilizar cloro a 50 ppm una de las muestras analizadas supero los 2 LOG de
reduccidn siendo el maximo de desinfeccion 2,14 LOG, por Gltimo, el cloro 75 pudo reducir 2
LOG en el 30% de las muestras.

En un articulo cientifico sobre distintos métodos para limpiar e higienizar huevos, se hace uso
de cloro a 50 ppm y 100 ppm durante 3 minutos sobre aerobios mesdéfilos, se menciona
reducciones en los conteos y su eficacia en la eliminacion de microorganismos. Ademas,
recomiendan preseleccionar de forma visual el alimento, eliminando rastros de suciedad o
material externo que pueda contener para que su desinfeccion sea mas efectiva (Dos Santos Neto,
2019). Segun lo antes mencionado y los resultados obtenidos, podemos deducir que el uso de
cloro es util si se desea eliminar carga bacteriana que proviene de la incorrecta manipulacion
por lo cual es una opcion de tratamiento. Cabe mencionar que para una mejor disminucion de
aerobios mesdfilos previo a la desinfeccion se deberia descartar cualquier agente externo al
chocho desamargado como materias primas que contribuyen al aumento de carga microbiana

mediante contaminacion cruzada.
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Tabla 14-4: Recuento para aerobios mesofilos antes y después de desinfeccidn con vinagre.

Muestra Carga Carga microbiana después de la desinfeccion
inicial Vinagre Reduccion  Vinagre  Reduccion  Vinagre Reduccion

(UFCl/g) 750ppm en LOG 1000ppm en LOG 1250ppm en LOG

(UFClg) UFClg (UFClg) UFClg (UFClg) UFClg
1 2,1E+05 2,9E+04 0,87 1,9E+04 1,04 6,4E+03 1,52
2 2,5E+05 9,8E+04 0,41 2,1E+04 1,08 4,6E+03 1,74
3 4,2E+05 5,6E+04 0,87 3,4E+04 1,09 1,5E+04 1,46
4 3,6E+05 4,7E+04 0,88 3,2E+04 1,05 2,1E+04 1,22
5 2,7TE+05 2,5E+04 1,04 1,3E+04 1,32 8,7E+03 1,50
6 8,9E+05 1,8E+04 1,70 1,5E+04 1,79 7,3E+03 2,09
7 3,1E+05 6,2E+04 0,69 2,7TE+04 1,05 2,0E+04 1,18
8 2,5E+05 1,6E+05 0,18 1,4E+05 0,26 8,7E+04 0,45
9 4,5E+05 2,7E+05 0,22 2,5E+05 0,26 1,0E+05 0,65
10 2,0E+06 6,0E+04 1,53 4,0E+04 1,70 2,7E+04 1,87

Realizado por: Carrillo, Erika, 2023.

En la tabla 14-4, se menciona el recuento de aerobios mesofilos que fueron sembrados antes y
después de ser desinfectados con tres diferentes concentraciones de vinagre (750 ppm, 1000
ppm y 1250 ppm). Se hizo uso de agua potable para realizar la dilucion del vinagre en donde
fueron colocados los chochos durante 3 minutos y después se enjuag6. Ademas, se encuentra las

reducciones en LOG de cada concentracion.

En los resultados obtenidos se puede observar que el vinagre 750 ppm disminuy6 1 LOG de
carga microbiana en el 30% de muestras, mientras que en el resto obtuvo valores menores. El
vinagre 1000 ppm obtuvo reducciones por encima de 1 LOG en el 80% de muestras y la
concentracion mas alta, es decir vinagre 1250 ppm tuvo eliminaciones casi similares, sin

embargo, en una muestra redujo 2 LOG de aerobios mesofilos.

Es importante mencionar un estudio donde concluyen sobre el efecto del vinagre blanco al 5%
en lechuga, dicha investigacion la realiza en tres tiempos (0, 15 y 30 min). Los resultados
obtenidos fueron favorables pues lograron disminuir la carga microbiana desde el minuto cero,
sin embargo, se menciona que lavar la lechuga solo con agua ya redujo un porcentaje de la
carga microbiana. Estos resultados se pueden comparar con los valores obtenidos, dado que se
obtuvo reducciones elevadas de hasta 2 LOG a pesar de utilizar una concentracion menor de

acido acético (3%) y un tiempo de 3 minutos (Padilla et al. 2020).
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Tabla 15-4: Anélisis estadistico de aerobios mesdfilos antes y después de desinfeccion
Prueba Cloro Cloro Cloro Vinagre Vinagre Vinagre

estadistica 25 ppm 50 ppm 75 ppm 750 ppm 1000 ppm 1250 ppm

*p-valor ‘ 0,030 0,018 0,015 0,030 0,024 0,017

*Prueba t-student

Realizado por: Carrillo, Erika, 2023.

Los datos obtenidos en la tabla 15-4 pertenecen al analisis estadistico de los recuentos
microbioldgicos para aerobios mesofilos. Los p-valores que presentaron son menores al nivel de
significancia (p<0,05) es decir las concentraciones de cloro (25 ppm, 50 ppm, 75 ppm) vy
vinagre (750 ppm, 1000 ppm, 1250 ppm) utilizadas eliminaron de forma significativa la carga
microbiana e inhibieron el crecimiento de aerobios mesdéfilos en el chocho desamargado. Con
este analisis se determina que ambos compuestos son eficaces para desinfectar y mejorar la

calidad microbioldgica del chocho desamargado.

4.1.5.1. Gréfica de comparacion entre cloro y el vinagre para aerobios mesofilos

2,5E+06
2,0E+06
1,5E+06
1,0E+06

5,0E+05

0,0E+00 &A

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

e Carga inicial e Cloro 25ppm Cloro 50ppm Cloro 75ppm
e \/iNnagre 750ppm == \/inagre 1000ppm ==\/inagre 1250ppm

llustracion 8-4: Disminucion de carga microbiana con cloro y vinagre para aerobios mesoéfilos.

Realizado por: Carrillo, Erika, 2023.

En la ilustracién 8-4 se observa la disminucién de carga microbiana inicial comparandolas con
las cargas que se obtuvo después de haberse realizado la desinfeccion. EI chocho desamargado
presento valores altos de aerobios meséfilos 1o que no permite que se observe la distribucion de
las concentraciones de cloro (25 ppm, 50 ppm y 75 ppm) y vinagre (750ppm, 1000ppm y 1250

ppm) por tal motivo se realizo6 otra gréfica solo con los desinfectantes utilizados.
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3,0E+05
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2,0E+05
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Cloro 50ppm

7
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Cloro 75ppm
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lustracion 9-4: Comparacion de concentraciones de cloro y vinagre para aerobios mesofilos.

Realizado por: Carrillo, Erika, 2023.

En la ilustracion 9-4 se observa que el cloro 75 ppm se encuentra en la parte inferior de la
grafica, seguidos por el vinagre 1250 a ppm y cloro a 50 ppm. Estas tres concentraciones serian
las que presentaron mayor eficacia al inhibir el crecimiento de aerobios meséfilos en el chocho

desamargado pudiendo asi mejorar con la calidad microbiolégica del alimento.

4.1.6. Coliformes totales

Los datos del recuento de coliformes totales fueron obtenidos de la siembra de las 10 muestras
de chocho desamargado en placas petrifilm que contienen Bilis Rojo-Violeta. Cuando hubo

crecimiento mayor a 150 colonias se cuantificO uno o mas cuadrados representativos y se

multiplicé por 20 para conocer el estimado de la placa.

Tabla 16-4: Recuento para coliformes totales antes y después de desinfeccién con cloro.

Muestra Carga
microbiana
inicial
(UFC/g)
6,6E+04
2,2E+04
3,5E+04
8,8E+04
1,4E+05
1,2E+05
7,2E+04
7,5E+04

0o N o o B~ W N e

Carga microbiana después de la desinfeccion

Cloro 25
ppm
(UFCl/g)
2,0E+04
4,8E+03
6,0E+03
1,4E+04
3,9E+04
7,2E+04
5,6E+03
1,5E+04

Reduccio
en LOG
UFC/G

0,52
0,65
0,76
0,80
0,57
0,22
1,11
0,71

n
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Cloro
50 ppm
(UFClg)
9,5E+03
2,5E+03
3,4E+03
9,6E+03
1,5E+04
4,3E+04
4,9E+03
9,6E+03

Reduccion
en LOG
UFC/G

0,84
0,94
1,01
0,96
0,99
0,45
1,17
0,90

Cloro
75 ppm
(UFCl/g)
6,5E+03
1,6E+03
2,0E+03
2,9E+03
5,0E+03
2,4E+04
3,1E+03
5,9E+03

Reduccion
en LOG
UFC/G

1,01
1,13
1,24
1,48
1,46
0,71
1,37
1,11



9 9,2E+04 4,4E+04 0,32 3,2E+04 0,46 2,6E+04 0,55
10 6,2E+04 5,6E+03 1,04 4,1E+03 1,18 3,1E+03 1,30
Realizado por: Carrillo, Erika, 2023.

La tabla 16-4 representa el recuento de Coliformes totales antes y después de desinfectar el
chocho desamargado con cloro (25 ppm, 50 ppm, 75 ppm), en el transcurso de 3 minutos para
posteriormente ser enjuagado y sembrado. También se observa la reduccién en LOG de cada

una de las concentraciones utilizadas.

Las coliformes totales son bacterias gram (-) presentes en la vegetacién como también en el
intestino de animales. La presencia de estas bacterias es indicativa de contaminacion fecal,
demuestran una mala higiene en los alimentos y un inadecuado tratamiento. Estas bacterias
indican los niveles de contaminacion y limpieza en el agua siendo un indicador por excelencia
de contaminacion fecal. Cuanto mayor sea la carga microbiana de las coliformes en agua, mayor

sera la contaminacion y representara riesgos para la salud (Torres & Matamoros, 2019; pp.43-46).

Segun los resultados presentados en la tabla 18-4 podemos observar que el cloro a 25 ppm pudo
disminuir hasta 1,11 LOG mientras que el resto de las muestras presentan una reduccién menor.
El cloro a 50 ppm obtuvo reducciones casi similares, en el 70% de las muestras no lograron
eliminar mas de 1 LOG encontrandose valores inferiores. En cambio, el cloro 75 ppm posee
reducciones de sobre el 1 LOG en el 80% de las muestras lo cual nos indica que se obtuvo una

disminucién considerable de coliformes totales.

El estudio realizado sobre la presencia de coliformes totales en huevos comerciales y la
utilizacién de distintos métodos de limpieza demuestra la eficiente eliminacion de estas
bacterias con el lavado de cloro a 100 ppm durante 3 minutos, con una frecuencia de reduccion
del 100% contra coliformes totales a comparacién del uso de cloro a 50 ppm que aun presento

carga microbiana.

Ademas, se menciona que la eficacia del desinfectante varia de acuerdo con factores
ambientales o carga microbiana inicial (Dos Santos, 2019). Segun lo antes mencionado el cloro 50
ppm ya ayuda a que disminuya la carga de coliformes totales y como se puede observar en los
resultados se obtuvo reducciones considerables. En el estudio mencionado con el uso de cloro a
100 ppm se obtuvo casi la eliminacion total de coliformes totales, pero se debe considerar que la
carga inicial no fue tan elevada como en el caso del chocho desamargado por ende la efectividad

del cloro disminuyo.
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Tabla 17-4: Recuento para coliformes totales antes y después de la desinfeccion con vinagre.

Muestra Carga Carga microbiana después de la desinfeccion
inicial Vinagre  Reduccion  Vinagre  Reduccion Vinagre Reduccioén

(UFClg) 750ppm en LOG 1000ppm en LOG 1250ppm en LOG

(UFClg) UFClg (UFClg) UFClg (UFClg) UFClg
1 6,6E+04 3,6E+04 0,26 2,4E+04 0,44 1,2E+04 0,73
2 2,2E+04 6,6E+04 0,24 4,4E+03 0,41 2,8E+03 0,62
3 3,5E+04 5,8E+04 0,29 4,8E+03 0,47 2,7E+03 0,98
4 8,8E+04 3,8E+04 0,36 2,5E+04 0,54 1,5E+04 0,78
5 1,4E+05 5,0E+04 0,46 3,4E+04 0,63 1,7E+04 0,93
6 1,2E+05 3,6E+04 0,52 2,4E+04 0,70 1,3E+04 0,95
7 7,2E+04 3,2E+04 0,35 1,6E+04 0,65 1,2E+04 0,78
8 7,5E+04 3,2E+04 0,37 2,8E+04 0,43 1,7E+04 0,65
9 9,2E+04 5,2E+04 0,25 3,7E+04 0,40 2,7E+04 0,53
10 6,2E+04 3,2E+04 0,29 2,8E+04 0,35 2,2E+04 0,45

Realizado por: Carrillo, Erika, 2023

En la tabla 17-4 se observa el recuento de microorganismos que pertenece a las 10 muestras de
chocho desamargado comprados en locales de ceviches de chochos en Riobamba, los valores
demuestran la carga inicial es decir sin haber recibido ningun tratamiento de desinfeccion y la
disminucién de coliformes totales con el uso de vinagre como desinfectante. Ademas, se detalla

las reducciones en LOG segun la concentracion utilizada (750 ppm, 1000 ppm, 1250 ppm).

Observamos que las tres concentraciones utilizadas del vinagre no superaron el 1 LOG de
reduccion, con el uso de vinagre a 750 ppm solo se obtuvieron valores cercanos a 0,20 LOG
siendo el maximo de eliminacion de 0,52 LOG. La concentracion de 1000 ppm posee valores
cercanos al vinagre a 750 ppm, siendo el mayor valor de reduccion de 0,70 LOG. Por ultimo, el
vinagre a 1250 ppm obtuvo un mé&ximo de 0,98 LOG siendo la concentracién que obtuvo una

disminucion mayor de coliformes totales.

En la investigacion sobre la desinfeccion de fresas, reportan el uso de &cido acético como un
método de desinfeccion para mejorar la calidad microbiol6gica. Las fresas fueron sumergidas
durante 5 minutos en la solucion desinfectantes y se escurrieron durante 10 minutos. Se obtuvo
reducciones entre 0,89 y 1,45 log UFC/g de coliformes totales por lo tanto al comparar los
resultados con los obtenidos del chocho desamargado se puede decir que hubo una disminucion
Log ligeramente menor, tomando en cuenta que el tiempo en el que se sumergieron las fresas

fue mayor al de los chochos (Donatti et al. 2021).
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Tabla 18-4: Anélisis estadistico para coliformes totales antes y después de la desinfeccion
Prueba Cloro Cloro Cloro Vinagre Vinagre Vinagre

estadistica 25 ppm 50 ppm 75 ppm 750 ppm 1000 ppm 1250 ppm

*p-valor ‘ 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000

* Prueba t-student y Wilcoxon
Realizado por: Carrillo, Erika, 2023.

Después de realizado el andlisis estadistico de los recuentos microbioldgicos para Coliformes
totales, se observa en la tabla 18-4 que los valores obtenidos de p-valor tanto en el cloro y
vinagre son de 0,000, estos valores son menores a 0,05 por lo tanto, la hipotesis nula se rechaza,
demostrando que existe una disminucién significativa de la carga microbiana. El andlisis
estadistico se realizd6 para conocer si los desinfectantes utilizados mejoran la calidad
microbioldgica del chocho desamargado y por ende la del ceviche de cochos y si son eficaces

reduciendo la carga microbiana.

4.1.6.1. Gréfica de comparacion entre y el vinagre para coliformes totales

1,6E+05
1,4E+05
1,2E+05
1,0E+05
8,0E+04
6,0E+04
4,0E+04
2,0E+04

0,0E+00
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

=@=—Carga inicial =@ Cloro 25ppm Cloro 50ppm Cloro 75ppm
=@=—\/inagre 750ppm ==@=\/inagre 1000ppm ==@==\/inagre 1250ppm

llustracion 10-4: Disminucion de carga con cloro y vinagre para coliformes totales.

Realizado por: Carrillo, Erika, 2023.

En la figura 18-4 se representa la disminucién que los desinfectantes provocaron en la carga
microbiana presente en el chocho desamargado. La carga inicial que pertenece a la muestra sin
ningun tratamiento se puede visualizar de color azul y sobrepasa todos los valores de las
concentraciones de cloro y vinagre por lo que se encuentra en la parte superior. Mientras que el
cloro 75 ppm seguido del vinagre 1250 ppm se encuentran en la parte inferior, como indicativo

a que existio la disminucion de carga bacteriana.

49



4.2.  Desinfectantes con mayor efectividad

Segun lo antes mencionado y de acuerdo con los resultados obtenidos, el cloro a 50 ppm, 75
ppm vy el vinagre 1250 ppm son las concentraciones que alcanzaron la mayor disminucion de
carga microbiana en S. aureus, E. coli, Enterobacterias, aerobios mesofilos, coliformes totales y
hongos y levaduras, el analisis estadistico comprueba que hay diferencia significativa de los tres

tratamientos antes y después de realizada la desinfeccion.

Si bien al aplicar concentraciones mayores de cloro (75 ppm) se pudo tener una disminucion
considerable en todas las bacterias no siempre es recomendable debido a los efectos toxicos de
los residuos del cloro en el alimento. Ademas, resultan tratamientos poco eficaces para el
control de brotes de ETAS, puede ser corrosivo, formar radicales libres y también podria variar

las propiedades organolépticas (sabor, color, olor) en este caso del chocho desamargado (Barrios,
et al, 2022; pp.268-269).

Los tratamientos con cloro 50 ppm y vinagre a 1250 ppm resultaron también ser efectivos
después del cloro a 75 ppm y son significativamente similares entre si, como se puede observar
en la tabla 21-4 donde se muestra el andlisis estadistico realizado para conocer si existe 0 no una
diferencia significativa de estos dos tratamiento comparandolos con el cloro a 75 ppm, estos
resultados nos indica que el acido acético en una concentracion de 1250 ppm vy el cloro a 50
ppm pueden reemplazar al cloro a 75 ppm.

El vinagre o acido acético es un producto apto para el consumo humano y no es toxico, lo cual
lo hace una excelente alternativa para desinfectar alimentos sin temor a efectos secundarios, por

ende, es una alternativa mas econémica y segura para el consumidor (Arias, 2019; pp.3-7).

Tabla 19-4: Andlisis estadistico para determinar la diferencia significativa entre desinfectantes

Cloro 50ppm — Cloro 75ppm Cloro 75ppm — Vinagre 1250ppm
E. coli 0,586 0,330
Enterobacterias 0,137 0,117
Aerobios mesofilos 0,108 0,401
S. aureus 0,061 0,074
Mohos y levaduras 0,622 0,261
Coliformes totales 0,313 0,123

* Prueba t-student para dos muestras suponiendo varianzas iguales
Realizado por: Carrillo, Erika, 2023.
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4.3, Socializacién del desinfectante mas eficaz a vendedoras de ceviche de chochos

La socializacion fue realizada en la ciudad de Riobamba a diferentes puestos de venta de
ceviches de chochos, mediante la entrega de volantes con informacion acerca del procedimiento
gue se realiza para una desinfeccidn adecuada con el fin de mejorar la calidad microbiol6gica

del chocho desamargado.

\1/

¢Sabes que son las ETAS? \

ENFERMEDADES TRANSMITIDAS POR ALIMENTOS 3
{

ﬁﬁ, Los microorganismos pueden llegar a los z

Son enfermedades provocadas por el alimentos en cualquier momento, desde que
consumo de agua o alimentos & son producidos en el campo hasta que son v

contaminados con bacterias, virus o servidos.
parasitos, o bien por las sustancias téxicas
que aquellos producen. Lo preporacion y manipulacion de los

Pueden provocar sintomas como: vémitos, alimentos son factores clave en el desarrollo
de ETAS, por lo que la octitud de los

dolores abdominales, diarrea y fiebre. expendedores resulta muy Importante para
prevenirlas.
ESTUDIOS DETERMINARON QUE LOS CHOCHOS UTILIZADOS EN LA ELABORACION
DE CEVICHE DE CHOCHOS NO SE ENCUENTRAN DENTRO DE LOS LIMITES DE LA
NORMATIVA SANITARIA CONSTITUYENDO UN RIESGO PARA LA SALUD DEL
CONSUMIDOR.
RECOMENDACIONES PARA PREVENIR ETAS DESINFECCION DE ALIMENTOS

Los desinfectantes son sustancias ampliamente utilizados
para disminuir la contaminacién de alimentos

Mantenga la higiene (lavese las manos).
Desinfecte los alimentos (frutas, verduras,
leguminosas).

Separe los alimentos crudos de los cocidos. v \(

Mantenga los alimentos a temperaturas seguras x 0 Q
No manipular los alimentos conjuntamente con el

dinero. N

Use agua y alimentos sequros

llustracion 11-4: Volante con informacidn de las enfermedades de transmision alimentaria.
Realizado por: Carrillo, Erika, 2023.
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o =
COMO LIMPIARY DESINFECTAR

EL CHOCHO DESAMARGADO W

mm/n

&

-EN 1 LITRO DE AGUA POTABLE AGREGAR 3 CUCHARADAS DE
VINAGRE COMERCIAL.
-EN 5 LITROS DE AGUA POTABLE AGREGAR 1 CHUCHARADA DE
CLORO COMERCIAL .

e |

SUMERGIR EN LA SOLUCION DESINFENCTANTE
LOS CHOCHOS

u\

DEJAR REPOSAR DURANTE 3 MINUTOS

IRECUERDA!

Lévate las manos antes y
después de manipular los

alimentos

4 ENJUAGAR CON ABUNDANTE AGUA Y ESTARA LISTO
PARA CONSUMIR

llustracion 12-4: Volante con informacion de la desinfeccién del chocho desamargado.
Realizado por: Carrillo, Erika, 2023.
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CAPITULO V

5. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1. Conclusiones

e  Serealizo el recuento de microorganismos indicadores de calidad sanitaria, presentes en los
chochos desamargados que se expenden en los puestos de venta de ceviches de chochos. Los
recuentos obtenidos de aerobios totales, coliformes totales, Staphylococcus aureus, E. coli,
hongos y levaduras estan por encima de los valores establecidos en la normativa NTE INEN
2390: 2004 Leguminosas. Grano desamargado de chocho. Requisitos, siendo indicativos de

mala manipulacidn e higiene constituyendo un riesgo para el consumidor.

e Se evalud que la solucion de cloro 75 ppm resultd ser la mas eficaz para inhibir el
crecimiento de microrganismos, en comparacion con las concentraciones del cloro (25 ppm, 50
ppm) y vinagre (750 ppm, 1000 ppm). El cloro a 50 ppm y vinagre a 1250 ppm tuvieron
disminuciones similares de carga microbiana en el chocho desamargado, sin embargo, no son
mayores al del cloro a 75 ppm. Las concentraciones y los tiempos en los que se aplicaron los
tratamientos de desinfeccién son factores que determinan la eficacia de los desinfectantes.

e En la socializacion de resultados a las vendedoras ambulantes de ceviches de chochos se
les recomendo la utilizacién de un proceso sencillo de desinfeccion del chocho desamargado,
gue consiste en sumergir los chochos durante 3 minutos en una solucion desinfectante: vinagre
comercial 1250 ppm (1L agua potable + 3 cuchadas de vinagre) o cloro comercial 50ppm (5L
agua potable + 1 cucharadita de cloro) posterior dos enjuagues con agua potable, con este

procedimiento se garantiza una disminucién de la carga microbiana del chocho desamargado.

5.2, Recomendaciones

e Realizar pruebas bromatoldgicas al chocho desamargado con el fin de verificar que su

composicion o cualidades organolépticas no se vean afectada por la desinfeccion.
e Es recomendable realizar un lavado con agua potable antes de someter al chocho

desamargado a la desinfeccion, con el fin de eliminar materia externa y materia organica que

puedan afectar a la accion del desinfectante.
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e Se recomienda que se analicen diferentes tiempos de desinfeccion para conocer si existe
mayor disminucion de carga microbiana y si es significativamente mayor al utilizado en este

trabajo experimental.

e  Se sugiere investigaciones sobre la desinfeccion del chocho desamargado con y sin cascara

para conocer si existe diferencia al usar el tratamiento.
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ANEXOS

ANEXO A: PREPARACION DE MUESTRA Y SIEMBRA DE CHOCHO DESAMARGADO

Pesaje de la muestra Preparacién de la solucion desinfectante de
cloro y vinagre a diferentes concentraciones

Desinfeccion del chocho con cloroy | Preparacion de diluciones en agua peptonada
vinagre

Sembrado de las muestras




ANEXO B: CARGA MICROBIANA DEL CHOCHO ANTES DE LA DESINFECCION

S. aureus

Aerobios meséfilos

Coliformes totales




ANEXO C: DESINFECCION DEL CHOCHO CON VINAGRE A 750 PPM, 1000 PPM, 1250 PPM

750 ppm 1000 ppm 1250 ppm
S. aureus = —

Enterobacterias y E.
coli




Hongos y levaduras

Aerobios mesofilos

Coliformes totales




ANEXO D: DESINFECCION DEL CHOCHO CON CLORO A 25 PPM, 50 PPM, 75 PPM

25 ppm

50 ppm

75 ppm

S. aureus




Enterobacterias y
E. coli

Hongos y
levaduras




Aerobios
mesofilos

Coliformes
totales




ANEXO E: SOCIALIZACION A COMERCIANTES DE CEVICHE DE CHOCHOS
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