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Resumen

Las enfermedades transmitidas por alimentos se generan por el consumo de alimentos
contaminados, siendo mayor en aquellos alimentos que se consumen crudos/frescos
como la fresa (Fragaria x ananassa). En el presente estudio se compar6 4 opciones de
desinfeccién que incluyen vinagre con concentracion de acido acético al 2,5 y 5%, acido
citrico y acido hipocloroso en muestras obtenidas en dos supermercados de la ciudad
de Cuenca, Ecuador. Se realiz6 un estudio del tipo descriptivo y observacional. Las
muestras fueron procesadas por duplicado en el laboratorio de Microbiologia de
Alimentos de la Universidad de Cuenca y se determind el recuento bacteriano mediante
siembra en placas Petrifim para aerobios meséfilos, y E.coli/coliformes y para
Salmonella spp. por el método tradicional. Se utilizé la Prueba T para medias de
muestras emparejadas con significancia del 0,05% para establecer las diferencias
significativas entre las poblaciones pre y post proceso de desinfeccion. De manera
general para los microrganismos testeados y las diferentes muestras, exceptuando
Salmonella spp. (por ausencia en el crecimiento) se observé una tendencia en la cual el
vinagre a una concentracion de acido acético al 5% presentd mayor porcentaje de
efectividad (98,50% a 99,98%), seguida de vinagre con acido acético al 2,5% (94,67%
a 99,97%), acido citrico (94,57% a 99,97%) y, finalmente el &cido hipocloroso (59,76%
a 94,55%). Estos resultados demostraron que la carga microbiana en UFC/g se
encontraba dentro de los limites microbioldgicos permitidos para Frutas y Hortalizas
semiprocesadas (desinfectadas), de acuerdo con la Norma NTS N° 071
MINSA/DIGESA-V.01.

Palabras clave del autor: alimentos contaminados, higiene alimentaria,
control de alimentos
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Abstract

Foodborne diseases are caused by the consumption of contaminated food, being higher
in those foods that are consumed raw/fresh such as strawberries (Fragaria x ananassa).
In the present study, 4 disinfection options were compared, including vinegar with a
concentration of acetic acid at 2.5 and 5%, citric acid and hypochlorous acid in samples
obtained in two supermarkets in the city of Cuenca, Ecuador. A descriptive and
observational study was performed. The samples were processed in duplicate in the
Food Microbiology laboratory of the University of Cuenca and the bacterial count was
determined by seeding in Petrifilm plates for mesophilic aerobes, and E.coli/coliforms
and for Salmonella spp. by the traditional method. The T-Test was used for means of
matched samples with significance of 0.05% to establish the significant differences
between the pre and post disinfection populations. In general, for the tested
microorganisms and the different samples, with the exception of Salmonella spp. (due to
lack of growth) a trend was observed in which vinegar at a concentration of acetic acid
at 5% had a higher percentage of effectiveness (98.50% to 99.98%), followed by vinegar
with 2.5% acetic acid (94.67% to 99.97%), citric acid (94.57% to 99.97%) and finally
hypochlorous acid (59.76% to 94.55%). These results showed that the microbial load in
CFU/g was within the microbiological limits allowed for semi-processed fruit and
vegetables (disinfected), according to NTS Standard N° 071 MINSA/DIGESA-V.01.

Authors keywords: contaminated food, food hygiene, food control
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Introduccion

Las Enfermedades Transmitidas por los Alimentos (ETA) son, un problema de salud
publica provocadas por la ingesta de alimentos contaminados con agentes fisicos,
guimicos y/o microbiolégicos, representando una significativa tasa de mortalidad y
morbilidad en los sistemas de salud publica y el comercio internacional. Segun la
Organizacién Mundial de la Salud (OMS), 600 millones de personas alrededor del
mundo se enferman debido a la ingesta de alimentos contaminados, y 420 000 personas
mueren por esta causa (OMS, 2015). En paises en vias de desarrollo como el Ecuador,
existe una alta incidencia de enfermedades producidas por el consumo de alimentos
gue no reunen requisitos de calidad e inocuidad. Segun la Subsecretaria Nacional de
Vigilancia, Prevencion y Control de la Salud Publica, las ETA son frecuentemente
causadas por microorganismos como Salmonella sp., Salmonella typhi, Shigella, S.
aureus pertenecientes al grupo de aerobios mesdfilos, E. coli, coliformes totales,
Rotavirus, Virus de la Hepatitis A, resultando en 11 048 casos reportados desde
diferentes casas de salud (Ministerio de Salud Publica, 2022). Estas enfermedades
gastrointestinales se encuentran entre las cinco principales causas de morbilidad, segun

el Instituto Nacional de Estadistica y Censos (INEC).

La contaminacion de los alimentos que se consumen crudos/frescos como frutas y
verduras se produce principalmente por microorganismos patégenos y ocurre a lo largo
de su vida util (Kopper et al., 2009). La mayoria de los microorganismos patégenos se
encuentran inicialmente en frutas enteras o en la superficie de los vegetales que crecen
en el suelo como es el caso de las fresas. Se trata de una de las frutas de mayor
aceptacion mundial (Kessel Domini, 2012), por su alto contenido de vitamina C, taninos,
flavonoides y antocianinas. En Ecuador, la fresa estda presente en la mayoria de
canastas familiares, con el 60% del volumen producido destinado al consumo nacional
en fruta fresca (Garcés Venegas, 2015). Sin embargo, las practicas inadecuadas de
desinfeccion de frutas y verduras son un riesgo significativo para quienes las consumen
(Chéavez et al., 2015).

Por lo que es necesario garantizar la calidad e inocuidad y asi eliminar al maximo los
microorganismos patdgenos gue pueden afectar la salud del consumidor (Salgado, I, et
al., 2020). El saneamiento después de la cosecha es vital para todos los productos
frescos, ya que puede reducir las pérdidas por deterioro microbiano (Garcia-Robles
etal., 2017).

Erika Fernanda Calle Torres — Jennifer Alexandra Plaza Quezada
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Ante la preocupacion por la calidad e inocuidad de los alimentos, el mercado mundial
ha desarrollado una variedad de productos quimicos y fisicos disefiados para la
desinfeccion efectiva, especialmente en el contexto del riesgo epidemioldgico actual
(OIRSA, 2020). La desinfeccion es wuna técnica sencilla que disminuye
significativamente la presencia de microorganismos patégenos causantes de ETA
(Rahman, M., et al, 2021). El uso de agentes desinfectantes en el agua para el lavado
de las frutas y hortalizas es particularmente efectivo para disminuir la carga bacteriana,

en especial a los microorganismos patégenos.

Dentro de los agentes desinfectantes mas empleados destacan los compuestos
clorados, acidos organicos y compuestos de oxigeno activo los cuales se diluyen
formando una solucion acuosa y, se trata el alimento mediante inmersion o aspersion
(Severino, 2023). Los &acidos organicos como el acido citrico y acético se usan
comunmente en el lavado de frutas y verduras (Ortiz-Sola et al., 2020). El vinagre retine
propiedades quimicas comparables con otros desinfectantes mostrando efecto
antibacteriano contra patégenos como Escherichia coli, Salmonella typhimurium entre

otros, y algunos hongos (Caceres Espitia et al., 2022).

Basado en lo anterior, el estudio tuvo como objetivo comparar la efectividad
antimicrobiana del vinagre a diferentes concentraciones frente a desinfectantes
comerciales disponibles en la ciudad de Cuenca, en fresas expendidas en los diversos

supermercados de la ciudad.

Erika Fernanda Calle Torres — Jennifer Alexandra Plaza Quezada
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Objetivos

Objetivo general

Comparar la efectividad antimicrobiana del vinagre frente a desinfectantes comerciales

en fresas expendidas en los supermercados de la ciudad de Cuenca.

Objetivos especificos

e Determinar la efectividad del vinagre frente a los desinfectantes comerciales
mediante el andlisis microbioldgico de Aerobios Mesdbfilos, E. coli/coliformes y
Salmonella en fresas pre y post desinfeccion.

e Comparar la carga microbiana inicial y después de la desinfeccién de las fresas
para evaluar la actividad antimicrobiana del vinagre y de los desinfectantes
comerciales.

e Determinar la concentracién efectiva del vinagre para la desinfeccion de fresas.

Erika Fernanda Calle Torres — Jennifer Alexandra Plaza Quezada
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Marco Teérico

1.1 Contaminacién de alimentos

La contaminacion de alimentos se define como la presencia y/o aparicién de material
atipico en los alimentos que pueden llegar a comprometer su calidad y seguridad para
el consumo humano (Kamala & Kumar, 2018).

La contaminacién alimentaria puede darse durante la vida util del alimento y se dividen
en tres categorias:

1. Contaminacion biologica: ocurre cuando microorganismos como bacterias,
hongos, virus o parasitos dafinos colonizan los alimentos. Son causa
comun de intoxicacion, infeccibn o toxicoinfeccion, y deterioro de los
alimentos. Aunque todos los alimentos pueden llegar a albergar
microorganismos patégenos, algunos pueden ser mas vulnerables a sufrir
este tipo de contaminacion.

2. Contaminacién quimica: es producida cuando los alimentos han sido
contaminados por algin tipo de sustancia quimica. Se incluyen
agroquimicos como pesticidas o plaguicidas, agentes de limpieza y/o
toxinas.

3. Contaminacidn fisica: se refiere a la presencia de cualquier material extrafio
como huesos, vidrio, cabellos, ufias, joyas o metal en los alimentos que
pudiesen causar dafio al consumidor.

(Sadiku et al., 2022).
En los alimentos que se consumen crudos/frescos la contaminacion biologica es
predominante, ademas produce el deterioro de los alimentos, causando grandes

pérdidas para la industria y sus consumidores (Sagar et al., 2018).

1.1.1 Fuentes de contaminacion

Las fuentes de contaminacidn son mayores en alimentos que crecen en el suelo, como
es el caso de vegetales y frutas. Ademas, estas fuentes varian segun la regién
geogréafica y del tipo de alimento, ya que cada cultivo presenta una combinacion
especifica de factores de riesgo ambiental, como la topografia, las interacciones con
otros agentes y el uso de la tierra. Generalmente, los alimentos que se desarrollan a
nivel del suelo tienden a contaminarse durante su vida util. A continuacion, se describen
las fuentes de contaminacién de las etapas mas importantes de la vida util de dichos

alimentos:

Erika Fernanda Calle Torres — Jennifer Alexandra Plaza Quezada
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Fase de pre cosecha:

e Precipitaciones a través de la absorcion de suelos y aguas subterraneas
contaminados.

e Fertilizantes crudos (o desechos) y compost.
e Exposicién a agua contaminada (riego o inundacion).
e Transmision de insectos.
e Contaminacion fecal producida por animales o vida silvestre.

(Alegbeleye et al., 2018)

Fase post cosecha:
e Manipulacion humana.
e Equipo de cosecha.
e Contenedores de transporte.
e Insectos.
e Agua de enjuague y hielo.
(Mostafidi et al., 2020)

La mayoria de los microorganismos patdgenos se encuentran inicialmente en frutas
enteras o en la superficie de los vegetales que crecen en el suelo, los cuales son
productos que se venden al consumidor crudos/frescos y en gran mayoria sin recibir
algan proceso posterior a su cosecha (Mostafidi etal., 2020). La prevalencia de
enfermedades gastrointestinales vinculadas al consumo de frutas y verduras ha ido en
aumento debido al creciente interés por dietas mas saludables (Balali et al., 2020). Dado
al minimo procesamiento de este tipo de alimentos frescos, y la carencia de tratamientos
post cosecha para reducir o eliminar microorganismos, se vuelven susceptibles a la
contaminacion biolégica (Garcia-Robles etal.,, 2017). Las frutas como la fresa,
frambuesa y otras bayas, y vegetales como hojas y hierbas para ensaladas que son
comercializados enteros y a granel presentan mayor contaminacion, ya que no son
sometidos a ningun tratamiento de desinfeccién o lavado para la reduccion de la carga

microbiana presente en su superficie (H. Zhang et al., 2020).

El control microbiolégico post cosecha es una de las operaciones mas importantes para
evitar que las ETA se propaguen y mantener la calidad y seguridad del alimento. Por
ello, se ha implementado estrategias que indican el uso de sustancias desinfectantes
con el objetivo de minimizar la contaminacion con patégenos y reducir las pérdidas por

deterioro microbiano (Garcia, J., et al 2017).

Erika Fernanda Calle Torres — Jennifer Alexandra Plaza Quezada
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1.2 Fresas

Las fresas (Fragaria x ananassa) son frutas blandas consumidas durante todo el afio,
destacan por su alto nivel nutricional en micronutrientes (Steinka & Kukutowicz, 2018).
Sin embargo, es una fruta extremadamente perecedera y se deteriora rapidamente en
comparacion con otras frutas debido a su alta tasa de respiracién postcosecha (Ong &
Nyam, 2022). Las fresas contienen aproximadamente un 90% de agua en relacion a su
peso (Muncan et al., 2022), una actividad acuosa (aw) entre 0,90 a 0,99 (Urzua, 2016),
y un pH que oscila entre 3y 4,5 (Harris & Mitcham, 2007; Mostafidi et al., 2020; Oliveira
etal., 2019). Su potencial redox se sitla entre 202 a 204 mV, lo que permite el
crecimiento de microorganismos aerobios y anaerobios facultativos (Harris & Mitcham,
2007). Estas caracteristicas, junto con su vulnerabilidad al dafio mecanico, hacen que
las fresa sean particularmente un alimento muy susceptible a la contaminacion

microbiana (Satitmunnaithum et al., 2022).

Los microorganismos patégenos se originan en el entorno en el que crecen las plantas.
En el caso de las fresas, cuyos cultivos se desarrollan a pocos centimetros del suelo y
no superan los 50 cm de altura, la proximidad a la tierra facilita la contaminaciéon por
microorganismos patogenos (Salgado-Escobar et al., 2020). Los més comunes
asociados a productos frescos que crecen en el suelo son Listeria
monocytogenes, Clostridium botulinum, Salmonella enterica serovar Typhimurium,
especies de Shigella y E. coli 0157:H7 (Mostafidi et al., 2020).

Se ha demostrado que la microbiota presente en fresas sanas es compleja e incluye
patégenos vegetales como hongos, levaduras y bacterias que se denominan como
agentes de deterioro (Ponce Navarro, 2022). Entre los principales hongos y levaduras
encontrados se encuentran los del género Penicillium, Aspergillus, Fusarium, Candida,
Rhodotorula, Cryptococcus, entre otros (Bovi et al.,, 2019). Asi como, bacterias del

género Enterobacter y Pseudomonas.

Asi mismo, se han reportado microorganismos patégenos oportunistas en las fresas
incluyendo Klebsiella, E. coli, Shigella, Salmonella spp y Listeria (Argyropoulou et al.,
2021; Balali etal., 2020; Ortiz-Sola, et al., 2020). Como ya hemos mencionado, la
propagacion de estos microorganismos puede ocurrir en diversas etapas, como el
cultivo, cosecha, desplazamiento post cosecha, empaque, el transporte, el
almacenamiento, el procesamiento y la venta para consumo humano (Mostafidi et al.,
2020).
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1.3 Enfermedades transmitidas por alimentos

Se ha estimado que alrededor del 12% de las ETA en los Ultimos afios, estan
fuertemente relacionadas con el consumo de productos frescos, incluidas frutas y
verduras (Balali et al., 2020).

Una ETA se define como un sindrome originado por el consumo de agua y/o alimentos,
que contengan agentes etioldgicos, los cuales, si se encuentran en cantidades
suficientes, afectaran al bienestar individual y colectivo de los consumidores
(Organizacion Mundial de la Salud & Organizacion Panamericana de la Salud, 2022).
Esta contaminacion se produce en cualquier etapa durante el procesamiento de los
alimentos, desde su produccion hasta que el producto llega a los usuarios y posterior
consumo. De manera que, los sintomas gastrointestinales se convierten en la
manifestacioén clinica mas comun. (Ministerio de Salud Publica, 2022).

Estos agentes etiologicos se clasifican en:

¢ Fisicos: se considera a cualquier objeto presente en el alimento. Por ejemplo:
fragmentos de vidrio, metal, madera, material de envasado, etc.

e Quimicos: compuestos organicos y/o inorganicos que pueden resultar
nocivos o toxicos a corto, mediano o largo plazo. Se consideran: metales
pesados, pesticidas, promotores de crecimiento, etc.

e Biologicos: debido a seres bidticos microscépicos y macroscépicos como
bacterias, parasitos, hongos, y agentes infecciosos acelulares como los
virus.

(Fernandez et al., 2021).

Las ETA de origen biologico pueden clasificarse en:

e Infecciones: resultado del consumo de alimentos que contienen
microorganismos patdgenos vivos. Se caracterizan por que producen invasion
en el huésped, se multiplican y alteran los tejidos de este. Ej. Salmonella,
Shigella, Listeria, Yersinia, virus hepatitis A, etc.

e Toxiinfecciones: ocasionada por bacterias no invasivas, las cuales presentan la
capacidad de colonizar, esporular y liberar toxinas. Se encuentran: Vibrio
cholerae, Bacillus cereus, E. coli (enterotoxigénica), etc.

¢ Intoxicaciones: debido al consumo de sustancias quimicas denominadas toxinas
gue provienen del metabolismo de los microorganismos como bacterias y hongos

en cantidades suficientes que afectan a la salud. Puede ser producida por: S.
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aureus, Clostridium botulinum. Asi como micotoxinas producidas por hongos del

género Fusarium, Penicillium, Aspergillus, etc.

(OMS & OPS, 2017).

Para que se produzca una ETA, es necesario que exista la cantidad suficiente de células
para causar infeccion o producir toxinas. Existen ciertos factores que participan en el
desarrollo de microorganismos en los alimentos como la fresa, son las caracteristicas
intrinsecas (caracteristicas propias del alimento), y las caracteristicas extrinsecas (del

entorno) en el cual se encuentra el alimento (Urzla, 2016).

1.4 Control microbiolégico de alimentos

Es un proceso que proporciona informacion en cuanto a la calidad del producto bruto y
a las condiciones sanitarias en las cuales esté siendo procesado (Erkmen, 2021). Es
una etapa crucial dentro de los procesos productivos, ya que asegura el cumplimiento
de los parametros de calidad y seguridad para el consumidor. Por lo que, la seguridad
de los alimentos va a depender de factores como la calidad de las materias primas y de
la correcta aplicacion de las practicas de manipulacién, almacenamiento y distribucion.
El grado de cumplimiento de los pardmetros microbiol6gicos permitidos es un indicador

esencial de la inocuidad alimentaria (Le6n et al., 2023).

Actualmente, el Ecuador no cuenta con una normativa especifica que establezca los
limites microbiolégicos permitidos para todos los alimentos crudos/frescos incluyendo
las frutas. Debido a esto, se debe adoptar normativas de otros paises, siendo la horma
Sanitaria Peruana (NTS N° 071-MINSA/DIGESA-V.01) la mas empleada, considerando
la proximidad y similitud de las zonas geograficas. Esta norma determina los limites
microbiologicos para la obtencidon de la calidad e inocuidad para los alimentos de
consumo humano. En el apartado dedicado a “Frutas, hortalizas, frutos secos y
similares” se detallan los requisitos microbiolégicos especificos tanto para las frutas sin
ningun tratamiento y aquellas que han sido semi procesadas (lavadas, desinfectadas,
peladas, cortadas y/o precocidas) (ver anexo 1 y 2). Entre los microorganismos a
analizar se incluyen: Aerobios mesofilos, E. coli/coliformes totales y Salmonella. Estos
microorganismos son indicadores clave que permiten detectar de manera oportuna un
manejo inadecuado o contaminacion de los alimentos, incrementando el riesgo de

presencia de patdgenos perjudiciales para la salud humana.
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1.4.1 Microorganismos indicadores de condiciones de manejo

e Aerobios mesofilos

Son microorganismos que crecen a temperaturas moderadas, entre 20 °C y 45 °C, con
una temperatura de crecimiento 6ptima en el rango de 35 °C a 37 °C. Son capaces de
desarrollarse en condiciones aerdbicas, lo que los convierte en uno de los indicadores
microbiolégicos mas generales y extensivos de la calidad de los alimentos. Su presencia
evidencia la idoneidad del control de temperatura y saneamiento durante su

procesamiento, asi como en su transporte y almacenamiento (Zuberer & Zibilske, 2021).

Muchas especies bacterianas implicadas en la biodegradacion de los alimentos son
mesdfilas y dentro de este grupo se encuentran: Staphylococcus aureus, Salmonella
sp., Streptococcus pyogenes, Streptococcus pneumoniae, Proteus vulgaris y cepas

especificas de Escherichia coli (Schiraldi & De Rosa, 2016).

1.4.2 Microorganismos indicadores de contaminacion fecal

e Escherichia coli

Es un microorganismo perteneciente a la familia Enterobacteriaceae, es un bacilo gram
negativo que suele presentar movilidad, mide aproximadamente 0,5 micrémetros de
longitud y 3 um de ancho, fermentador de azicares como la lactosa, produciendo acido
y gas. Es un organismo mesdéfilo, ya que posee la capacidad de crecer en temperaturas
de entre 7 °C hasta los 50 °C. Sin embargo, su temperatura éptima de crecimiento es
de 37 °C. Es una bacteria no termorresistente y puede permanecer en condiciones de
refrigeracion durante tiempos prolongados. E. coli 0157:H7, es un patégeno duradero
que puede sobrevivir largos periodos de tiempo en el agua, especialmente a
temperaturas frias. En comparacion con otros patdgenos transmitidos por los alimentos,
E. coli O157: H7 es mas resistente a algunos acidos organicos y puede sobrevivir bien
en alimentos y bebidas acidas como es caracteristico de las fresas. Los estudios han
demostrado que se puede mantener fresco y vivo en alimentos acidos durante semanas
(Mritunjay y Kumar, 2015). Los sintomas producidos por esta bacteria incluyen diarrea,

célicos estomacales y vémito.
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e Salmonella sp.

Las especies de Salmonella pertenecen a la familia Enterobacteriaceae, son bacilos
gram negativos, no esporulantes que miden 0,5 um de largo y 1-3 um de ancho
aproximadamente, son bacterias moviles, aerobios facultativos, formadores de gas.
Ademas, fermentan la glucosa, producen sulfuro de hidrogeno; no generan indoles y
son ureasa negativa. Se desarrollan a temperaturas de entre 5°C a 47°C, siendo los
37°C su temperatura 6ptima de crecimiento. Tienen la capacidad de multiplicarse en
muchos alimentos sin afectar las cualidades de este, haciéndolos aceptables
visualmente y apetecibles para los consumidores. La salmonelosis se caracteriza por
ser de tipo gastrointestinal, que principalmente se manifiestan con diarrea y calambres

intestinales (Kusstatscher et al., 2020).

1.5 Desinfeccion de alimentos

La desinfeccion es un procedimiento que permite eliminar, matar, inactivar, inhibir o
minimizar a un gran namero de microorganismos encontrados en productos como frutas
ylo verduras, y en las instalaciones donde se procesan dichos alimentos (Gémez-Lépez,
2012).

1.5.1 Tipos de desinfeccion

Los dos tipos de desinfeccion mas empleados por la industria alimentaria son:

e Desinfeccion fisica

Emplea tratamientos fisicos para inhibir, destruir o eliminar microorganismos

indeseables sin involucrar aditivos antimicrobianos. Los cuales se subdividen en:

a) Tratamientos térmicos: buscan reducir la actividad antimicrobiana y
enzimatica de los alimentos mediante el aumento de la temperatura. Se
menciona: el escaldado, pasteurizacion, coccion, etc. (Lafarga et al.,
2019).

b) Tratamientos no térmicos: Alta presion hidrostatica (HPP), campo
eléctrico pulsado, radiacion UV, irradiacion, entre otros (Pérez etal.,
2017)
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e Desinfeccion quimica
Consiste en el uso de sustancias organicas e inorganicas, que se conocen como
agentes desinfectantes los cuales se pueden encontrar en estado liquido o gaseoso, y
permiten la inhibicion, destruccion y eliminacién de microorganismos indeseables,
mediante procesos como la inmersién, en el cual los alimentos son sumergidos en una
solucion desinfectante durante un tiempo determinado (Van de Velde et al., 2019), o
aspersion, mediante el empleo de un atomizador se rocia la solucion desinfectante

directamente a los alimentos (Universidad Pontificia Bolivariana, 2022).

1.6 Agentes desinfectantes

Los desinfectantes son reactivos quimicos antimicrobianos que permiten lograr
condiciones higiénicas adecuadas y se utilizan para eliminar y/o disminuir el riesgo de
infeccién por patdgenos. Un agente desinfectante debe ser efectivo, seguro, facil de
utilizar, y no debe dejar residuos que afecten las caracteristicas sensoriales de los
productos (Yemis, 2020). Su accién esté condicionada por factores como: el tiempo de
contacto con el alimento, temperatura, concentracion, pH del medio, cantidad y
localizacion de los microorganismos (Betelgeux, s. f.).

Los agentes desinfectantes pueden clasificarse de acuerdo con su naturaleza quimica

en agentes desinfectantes organicos y agentes desinfectantes inorganicos.

1.6.1 Agentes desinfectantes orgénicos

Son sustancias permitidas en las industrias alimentarias y reconocidas como
Generalmente Reconocido como Seguro (GRAS) segun la Administracion de Alimentos
y Medicamentos (FDA, 2001), que se aplican sobre la superficie de frutas y hortalizas,
por sus propiedades antimicrobianas. Se utilizan como conservantes alimentarios, ya
que pueden actuar como antimicrobianos, evitando el deterioro de los alimentos por
bacterias y hongos, o como antioxidantes, retardando o previniendo cambios de color,
sabor o textura y retrasando el enranciamiento (Feliziani et al., 2016). Actualmente se
esta evaluando su uso como agentes desinfectantes. Los acidos organicos tienen la
capacidad de matar a los microorganismos al reducir el pH ambiental y celular de los
microorganismos, lo que altera el transporte de membrana y permeabilidad (Rico et al.,
2007).
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e Acido acético
También denominado 4cido etanoico, es un compuesto organico, de aspecto liquido y
transparente, con olor a acre y acido, de formula quimica CH3COOH (Wagner, 2002).
Es soluble en agua debido a que el anién acetato [C2H302] -, se presenta como la base
fuerte conjugada del acido acético, este ion tiene alta solubilidad en agua debido a la
formacion de puentes de hidrégeno, ademéas es soluble en alcohol, éter, glicerina,
acetona, benceno (Céaceres Espitia et al., 2022). Es elaborado exclusivamente a partir
de productos que contienen azlcares mediante doble fermentacion, alcohdlica y acética
(Wood, B.J., 2014). La concentracion a la cual el acido acético presenta su actividad
antimicrobiana esta entre 2,5% y 5%. El efecto antimicrobiano se atribuye
principalmente a su forma no disociada, ingresa por la pared celular de la bacteria
mediante difusion pasiva, en donde se da un cambio del pH interno y finalmente,
produce la muerte celular (Caceres Espitia et al., 2022). Este &cido organico débil se
encuentra en el vinagre, el cual se obtiene a partir de la dilucién de &cido acético glacial
en agua. El vinagre es una sustancia de uso comun, especialmente el vinagre blanco,

en el cual el acido acético se encuentra en concentracion de hasta el 5%.

e Vinagre
El vinagre es la solucién diluida de acido acético, miscible en agua (Wood, B.J., 2014) y
se caracteriza por su fuerte aroma debido a la presencia de acido acético, seguido de
otros acidos organicos, ésteres, cetonas y aldehidos que contribuyen a sus propiedades

organolépticas (Caceres Espitia et al., 2022).

Existen varios tipos de vinagre, tales como: vinagre blanco, de arroz, balsamico, etc.,
los cuales se obtienen utilizando diferentes materiales crudos, cepas de levaduras y
bacterias, y procesos fermentativos (Ho et al., 2017). A partir de la materia prima que se
emplee y del proceso usado para la obtencion del vinagre, lo podemos clasificar en
vinagre natural o fermentado y vinagre sintético. El natural es producto de una serie de
fermentaciones de distintas frutas, mientras que el sintético se obtiene de una dilucion
acuosa de acido acético. El vinagre es empleado principalmente como condimento de
mesa o de productos procesados como mayonesa, mostaza, conservas, etc. Pero
también puede ser empleado como desinfectante, principalmente el vinagre sintético,
ya que no contiene trazas de azucares como subproductos del proceso de elaboracion,

haciéndolo mas eficaz (Arias Flores, 2019).

El vinagre posee propiedades antibacterianas, y este efecto es un resultado que

depende principalmente de la concentracion del &cido acético en la solucién con agua.
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Las concentraciones de acidez que han presentado efectividad se encuentran entre
2,5% y 5 % para restringir el crecimiento de microorganismos como Staphylococcus

aureus y al 0,1% para E. coli (Caceres Espitia et al., 2022).

e Acido citrico

Es un acido tricarboxilico (CsHsO7), se caracteriza como un polvo cristalino incoloro con
sabor acido e inodoro completamente soluble en agua, e industrialmente se obtiene de
la fermentacion de almidén de maiz y soluciones de azlcar, o extraida a partir de frutas
acidas (FDA, 1992). Naturalmente se encuentra en plantas y tejidos animales,
principalmente en frutas acidas como lima, limon, pifia, tomate, fresa, etc. Entre sus
usos estan: conservante, acidulante, saborizante, agente secuestrante y emulsificante
(EliUz, 2020), asi como desinfectante, y sanitizante de alimentos en una concentracion
al 4% (Lafarga et al., 2019).

e Acido lactico
Es un acido tricarboxilico con formula C3HsO3. Se utiliza a concentraciones de entre 2%
a 5%. Su mecanismo de accién consiste en inducir el estrés oxidativo en las bacterias
mediante la formacion de radicales libres que producen la muerte celular (Feliziani et al.,
2016).

1.6.2 Agentes desinfectantes inorganicos

e Agentes clorados

Los desinfectantes a base de cloro se utilizan ampliamente en la industria de productos
frescos (Chen & Hung, 2017), presentan efecto bactericida y microbicida, se usan a
bajas concentraciones (Yemis, 2020). Para procesos de desinfeccion, el uso de cloro
gaseoso e hipoclorito de sodio y calcio son utilizados para la formacién de &cido
hipocloroso, que presenta mayor accién antimicrobiana (Feliziani etal., 2016). Al
disolver cloro gaseoso en agua esta forma acido hipocloroso y acido clorhidrico
produciéndose el equilibrio de la reaccion.
(1) Cl, + H,0 5 HOCl+ H*+Cl™

A su vez el &cido hipocloroso se encuentra en equilibrio con su forma disociada, el ion
hipoclorito (OCI").
(2) HOCl s H* +o0Cl™
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El &cido hipocloroso es el compuesto que presenta actividad frente a los
microorganismos. Sin embargo, su accion es dependiente del pH, entre 4-6 donde
predomina la forma no disociada y es el responsable directo de la accion bactericida.
Pero cuando el pH desciende alun mas, se forma cloro gaseoso (Garmendia & Vero,
2006).

e Acido hipocloroso (HOCI): es una sustancia antimicrobiana atéxica, no irritante
y no corrosiva (Eryilmaz & Palabiyik, 2013). Es considerado como uno de los
acidos halogenados mas fuertes, y con alto poder oxidante, propiedad a la cual
se le confieren la accién bactericida (Garmendia & Vero, 2006). La concentracion
a la cual presenta esta actividad es de entre 0,1 a 2% causando asi la pérdida
respiratoria en las membranas bacterianas, debido a la unién irreversible con las
enzimas de membrana, asi como de proteinas estructurales, causando la muerte
celular (Mufioz-Castellanos et al., 2021).

e Hipoclorito (OCI): es el producto de la reaccion de cloro con productos
causticos, formando hipoclorito de sodio, calcio, etc. (Pérez etal., 2017).
Presenta actividad bactericida, y se utiliza a concentraciones de 0,5% al 2%.
Esta sustancia es un agente oxidante que produce la ruptura de la membrana
celular y la inactivacion de enzimas de la membrana plasmatica (Yemis, 2020).

o Dibxido de cloro (ClOy): es un radical libre monomeérico y se disuelve facilmente
en agua. Debido a que no se ioniza en el agua, se ve poco afectado por el pH.
Presenta similar accion que el hipoclorito, pero al ser un gas disuelto con menor
fuerza de oxidacion conserva su actividad por mas tiempo, ademés de no formar
compuestos cancerigenos. El dioxido de cloro se utiliza principalmente para la
desinfeccion del agua potable (Feliziani et al., 2016). Sin embargo, es usado
como agente desinfectante de frutas y hortalizas. La desventaja de este
desinfectante es su alta inestabilidad en temperaturas mayores a 30°C y cuando
es expuesto a la luz (Garmendia & Vero, 2006).

e Agentes con oxigeno activo

e Ozono
Es un gas (Os), se caracteriza por ser un agente oxidante fuerte y de potente de
amplio espectro microbicida, es activo contra bacterias, hongos, virus y esporas.
Su accion se basa en reaccionar con los polisacaridos para romper los enlaces
glicosidicos, oxidar los grupos sulfhidrilos y aminoacidos de proteinas y péptidos

(Khadre et al., 2001). Se aprobé el ozono para el procesamiento de alimentos y
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se clasifica dentro del grupo GRAS para aplicaciones acuosas y gaseosas para

Su uso en contacto directo con alimentos minimamente procesados como las

frutas y verduras (FDA, 2001).

e Acido peracético

Es un fuerte oxidante, que proviene de la mezcla de perdxido de hidrégeno y &cido
acético, lo cual lo hace eficaz en la mayoria de los microorganismos (Garmendia &
Vero, 2006). Su actividad desinfectante se basa en la liberacion de oxigeno activo,
donde los enlaces sulfhidrilos y azufre de las proteinas, enzimas y otros metabolitos
se oxidan y que los dobles enlaces reaccionen interrumpiendo la funcién de la
membrana citopldsmica de las lipoproteinas y el transporte a través de la dislocacion
o ruptura de las paredes celulares (Kitis, 2004). En 2001 fue aprobada por la
Administracion de Alimentos y Medicamentos para la desinfeccién directa de frutas

y verduras a una concentracion de entre 40-80 ppm (FDA, 2001).
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Metodologia
2.1 Tipo de estudio

Se desarrollé un estudio observacional del tipo descriptivo.

2.2 Area de estudio

Se recolectaron muestras de envases de 1 kg de fresas frescas de dos marcas
comerciales, considerando la fecha de empaquetado, con un maximo de siete dias antes
del analisis de dos supermercados de la ciudad de Cuenca, durante el periodo febrero
- marzo 2024 y los andlisis se realizaron en el Laboratorio de Microbiologia de Alimentos

de la Facultad de Ciencias Quimicas de la Universidad de Cuenca.

2.3 Muestreo y tamafio de la muestra

Los desinfectantes empleados para el estudio se seleccionaron en base a su
composicién quimica, la cual debia estar bien detallada en la etiqueta del producto y
contener un solo agente desinfectante. Unicamente, dos marcas cumplieron con este
requisito, D1 a base de extracto de semillas y pulpa de citricos (acido citrico) y D2 (acido
hipocloroso). Estos dos desinfectantes se contrastaron con el 4cido acético glacial al
100%, del cual se prepararon diluciones a una concentracién de 2,5% y 5% con agua
destilada.

Las muestras de fresas frescas se recolectaron en los dos supermercados mas
concurridos de la ciudad de Cuenca reportados en el estudio de Cérdova & Escanddn,
2018. Se seleccionaron dos marcas de fresa, M1 del supermercado 1 y M2 del
supermercado 2, considerando las mismas condiciones de almacenamiento en percha
de venta al publico y el envase de plastico. De cada marca se selecciond un producto,
mediante un muestreo aleatorio simple. Cada producto seleccionado se rotulé de
acuerdo a la NTE INEN 1750 (NTE INEN, 1994), y fue transportado en condiciones de
refrigeracion de 2 a 8 °C hasta el Laboratorio de Microbiologia de Alimentos de la

Universidad de Cuenca.

2.4 Materiales, equipos y reactivos

2.4.1 Insumos y reactivos usados para el proceso de desinfeccién
Materiales
e Recipientes plasticos

e Cernidores plasticos
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e Balones de aforo de 1000 ml
e Vasos de precipitacion

e Gasas

Equipos

e TermoOmetro

e Potenciémetro

e CronGmetro

Reactivos
e Agua destilada

e Agua potable
« Acido acético glacial conc. 100%
o Desinfectantes comerciales a base de acido citrico y acido hipocloroso

¢ Alcohol etilico al 70%

2.4.2 Insumos y reactivos usados para la técnica de siembra de aerobios
mesobfilos y coliformes totales.
Materiales

e Tubos tapa rosca

e Pipetas serolégicas de 10,5y 1 mL
e Matraz de Erlenmeyer de 500 mL

e Varillas

e Gradillas para tubos

e Peras de succién

e Vasos de precipitacion de 500 mL

e Papel aluminio

e Lampara de alcohol

e Fundas estériles 24 oz

e Stomacher

e Cucharas
e Cuchillos
Equipos

e Autoclave N° serie 91997, marca All American, modelo 930
o Estufa Fanem Modelo 002 CB a 37 £ 1°C

e Contador de colonias marca Quebec

e Cocineta de gas N° serie 92086

o Refrigerador ecasa
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Balanza Analitica N° serie 14952, marca Ohaus, modelo Scout I
Licuadora marca Oster

Crondmetro

Reactivos

Agua de Peptona al 0.1%
Agua destilada

Placas Petrifilm

29

2.4.3Insumos y reactivos usados paralatécnica de siembraen placa para

Salmonella

Materiales

Tubos tapa rosca

Cajas petri

Pipetas serologicas de 10,5y 1 mL
Matraz de Erlenmeyer de 500 mL
Varillas

Gradillas para tubos

Peras de succion

Vasos de precipitacion de 500 mL
Papel aluminio

Gasas algodén

Lampara de alcohol

Fundas estériles 24 oz
Stomacher

Cucharas

Equipos

Autoclave N° serie 91997, marca All American, modelo 930
Estufa Memmerta41.5 + 1°C

Contador de colonias marca Quebec

Cocineta de gas N° serie 92086

Refrigerador ecasa

Balanza Analitica N° serie 14952, marca Ohaus, modelo Scout I
Licuadora marca Oster

Cronémetro

Reactivos

Agua de Peptona al 0.1%

Erika Fernanda Calle Torres — Jennifer Alexandra Plaza Quezada



UCUENCA 30

e Agua destilada
o Caldo tetrationato verde brillante
e Caldo selenito cistina

e Agar Salmonella-Shigella (SS)

2.5 Métodos y técnicas de analisis

2.5.1 Método de desinfeccidn por inmersion

El método de desinfeccién aplicado fue por inmersién, que consistié en sumergir a los
alimentos en una solucion desinfectante durante un periodo de tiempo especifico para
eliminar o reducir significativamente los microorganismos presentes (Universidad
Zaragoza, 2024). Para garantizar las mismas condiciones en el momento de la
desinfeccion se midié la temperatura en °C y el pH del agua potable empleada. Se
siguieron las instrucciones de uso sefialadas en la etiqueta de cada una de las marcas
de desinfectantes como se indica en la Tabla 1. Para el 4cido acético glacial al 2,5y 5

% se empled el mismo tiempo de inmersidn sin enjuague.

Tabla 1

Instrucciones de uso de los desinfectantes comerciales

Desinfectante | Modo de uso:

1. Limpiar los alimentos con agua corriente.
2. Anfadir 4 cucharadas del producto en un
D1 litro de agua.

3. Sumergir los alimentos durante 5 minutos.

4. No requiere enjuague.

1. Limpiar los alimentos con agua corriente.

2. Diluir 3 cucharadas en un litro de agua.
D2 . . .

3. Sumergir los alimentos durante 5 minutos.

4. No requiere enjuague.

En la Figura 1 se describe el método de desinfeccion aplicado para las fresas.

Figura 1

Esquema de los procesos de desinfeccion aplicado a las fresas. Elaborado por el
autor, 2024.
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( Proceso de desinfeccion )

Y

En 4 envases plasticos
previamente sanitizados colocar 1
litro de agua potable.

A

Medir el pH y la temperatura del
agua potable

|
y v

Vinagre: preparar las soluciones
con acido acético glacial 100% y
agua destilada a una conc. de 2.5%
y 5%

Desinfectantes comerciales: seguir
las instrucciones de uso de cada
marca indicadas en la tabla 1.

Pesar 50g de muestra
—| previamente mezcladas en el
envase.

'

Sumergir las fresas durante 5
minutos, retirar el agua sin
enjuagar.

2.5.2 Andlisis microbioldgico de la muestra

Los parametros analizados fueron seleccionados en base a la norma NTS N° 071-
MINSA/DIGESA que aplica para las fresas, en donde se indica el andlisis de los
siguientes pardmetros microbioldgicos: Aerobios mesofilos, E. coli/coliformes, y

Salmonella sp (ver Anexo 1y 2).

2.5.2.1 Recuento microbiol6gico mediante placas petrifilm.

Se us6 el método de recuento en placas petrifilm por su aplicacion sencilla y por ser un
método aprobado por la Asociacién Internacional de Quimicos Analiticos (AOAC) (FDA,
2020).

e Escherichia coli/Coliformes totales:

Las placas Petrifilm para el Recuento de E. coli/coliformes contienen agar selectivo Bilis
Rojo-Violeta (VRB), un agente gelificante soluble en agua fria, presenta un indicador de
actividad de la glucuronidasa facilitando la enumeraciéon de las colonias. Las colonias
de coliformes se muestran con un color rosa salmoén dentro del agar VRB (3M, 2015).
Mientras que, para la determinacion de E. coli, las placas contienen beta-glucuronidasa
gue al reaccionar con el indicador producen una coloracién azul o rojo-azul, por lo que,

las colonias tipicas se muestran de dicho color (FDA, 2020). En la Figura 2 se describe
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el proceso de analisis efectuado para la determinacion de E. coli/coliformes en las fresas

pre y post desinfeccion.

e Aerobios mesoéfilos

Las Placas Petrifilm para el Recuento de Aerobios meséfilos son un medio de cultivo
listo para su uso, que contiene nutrientes del Agar Standard Methods, un agente
gelificante soluble en agua fria y un indicador tetrazolio que facilita la enumeracion de
colonias (3M, 2021). A continuacién, se describe el proceso de andlisis efectuado para

la determinacion de Aerobios mesofilos en las fresas pre y post desinfeccién (Figura 2).

Figura 2

Esquema para recuento microbiolégico con placas Petrifilm. Elaborado por el autor,

2024.

Recuento microbiolégico
mediante placas petriflim

v

Pesar 25 g de fresas
previamente mezcladas en
el envase en condiciones
de asepsia.

T
Y

Homogeneizar con 225ml
de agua de peptona 0.1%

|
A

Realizar diluciones
decimales con 9ml de agua
de peptona 0.1%

‘Aerobios meséfilos

Afiadir 1 ml de cada dilucion
en las placas Petrifilm

Colocar el difusor con el lado
rugoso hacia abajo en el centro de
la placa y presionar levemente
para distribuir la muestra

!

Incubar 48+3h horas J

a35+1°C

E.colilcoliformes

Colocar el difusor con el lado liso
hacia abajo en el centro de la
placa y presionar levemente para
distribuir la muestra

{

Coliformes: Incubar 24+ 2h a 35+

1°C
E.coli: Incubar 48+ 2h a 35t 1 °C
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2.5.2.2 Determinacién de Salmonella por método tradicional

La técnica para la deteccion de Salmonella en alimentos aplicada sigue la NTE INEN
1529-15:2009 (NTE INEN, 2009), y se describe un esquema general que consiste en

las siguientes etapas:

1. Pre-enriquecimiento: la muestra es enriquecida en un medio nutritivo no
selectivo, que tiene como funcidn restaurar aquellas células lesionadas.

2. Enriquecimiento selectivo: su propdsito es aumentar las poblaciones de
Salmonella e impedir el crecimiento de otros organismos presentes en la
muestra.

3. Siembra en placa en medios selectivos solidos: se utilizan medios
selectivos y diferenciales que permitan visualizar aquellas colonias que
presentan aspecto caracteristico y se las considera como Salmonella
presuntiva.

4. ldentificacion bioquimica y serolégica: se realiza un subcultivo de las
colonias de Salmonella presuntiva que se someten a pruebas bioquimicas
y serolégicas con el objetivo de confirmar su identificacion como miembros

del género Salmonella.

Este método es no cuantitativo y solo es aplicable para determinar la presencia o
ausencia de Salmonella en los alimentos. En la Figura 3 se describe el proceso de
andlisis efectuado para la determinacion de Salmonella en las fresas pre y post

desinfeccion.

Figura 3

Esquema para la determinacion de Salmonella. Elaborado por el autor, 2024.
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Determinacion de Salmonella por
método tradicional

Homogenizar 25 g de muestra en 225 mL de agua de
1. Pre-enriquecimiento | peptona. Dejar reposar por 60 minutos e incubar a
37°C por 18h.

> Enriouscimiento Realizar subcultlvo tqdrnando 1mL:e y Selenito cistina: 37+1 °C por 48h
2 LS || muestra preenriquecida en 10mL de caldo | | ayationato verde brillante 42-43°C
selectivo selenito cistina y caldo tetrationato verde por 48h

brillante e incubar.

. . \

Y

Tomar la muestra con asa de cultivo Vi ASpectO de las colonias: son
3. Siembra en medios sembrar en estria sobre placas de agar opacas o translucidas, incoloras de
selectivos y diferenciales ™ Salmonella-Shigella (SS). Incubar a 37+1 ™ color crema, con o sin centro

°C por 24h. negro.

2.6 Calculos

e Caélculo de UFC/g
Xc

V(n1 + 0,1(n2)) d

Recuentoen UFC/g =

Donde:

Xc= sumatoria de colonias en las placas escogidas

V= volumen en mililitros del inéculo sembrado en cada placa

nl= numero de placas contadas de la primera dilucién seleccionada
n2= numero de placas contadas en la segunda dilucién seleccionada
d=dilucién de la cual se obtuvieron los primeros recuentos

e Determinacién de efectividad de desinfectantes

Se realiz6 mediante la aplicacién de la siguiente formula:

namero de células sobrevivientes (UFC/g) x 100

100
cuenta viable inicial (UFC/g)

Efectividad (%) =

Los porcentajes de efectividad de los desinfectantes y del vinagre a concentraciones
de 2,5 % y 5 % fueron comparados mediante el andlisis estadistico.
2.7 Analisis estadistico

Los datos obtenidos fueron analizados estadisticamente en el programa Excel version

2019 desarrollado por Microsoft. Las diferencias significativas entre las poblaciones de
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bacterias antes y después de cada tratamiento y los porcentajes de efectividad de cada
tratamiento se determinaron mediante la Prueba T para medias de muestras
emparejadas con una significancia del 0,05%.
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Resultados y Discusion
En el presente estudio, se evalud la actividad antimicrobiana de diferentes soluciones
desinfectantes en fresas. Se comparé el vinagre en concentraciones de acido acético al
2,5% (V1) y 5% (V2), con desinfectantes comerciales a base de acido citrico (D1) y 4cido
hipocloroso (D2). Se realizaron analisis microbioldgicos antes y después de cada
desinfeccion, por duplicado, utilizando fresas adquiridas de dos supermercados: (M1)
de supermercado 1 y (M2) de supermercado 2. El muestreo y andlisis se efectuaron

durante un periodo de cinco dias consecutivos.

Se midié la temperatura y pH del agua potable utilizada en el proceso de desinfeccion

de las fresas, siendo 20°C y 7,6 respectivamente.
3.1 Analisis microbiolégico de M1

Los resultados del analisis microbiolégico pre-desinfeccibn mostraron la presencia
aerobios mesdfilos y coliformes totales en fresas expendidas en los supermercados, que
se compararon con resultados microbiol6gicos post-desinfeccion. Asi también, se

observa el porcentaje de efectividad de cada tratamiento (Tabla 2).

Tabla 2

Unidades formadoras de colonias en fresas pre y post desinfeccion y porcentaje de
efectividad de desinfectantes de M1

Aerobios mesoéfilos

Pre-desinfeccion Post-desinfeccién | (p<0,05) | % efectividad (p< 0,05)
V1 5,50x10* UFC/g 0,005 99,97 0,0003
V2 3,50x10t UFC/g 0,005 99,98 0,0002
1,80x10° UFC/g
D1 5,80x10* UFC/g 0,005 99,97 0,0003
D2 9,90x10% UFC/g 0,006 94,55 0,06**
Promedio 1,80x10° UFC/g 2,5x10% UFC/g

E. coli/coliformes

Vi 5,010t UFC/g 0,039 99,88 0,001

V2 3,50x10* UFC/g 0,039 99,91 0,0009
4,10x10* UFC/g

D1 8,50x10t UFC/g 0,04 99,79 0,002

D2 1,70X104UFC/g 0,053** 59,76 0,40**

Promedio 4,10x10* UFC/g 4,2X103 UFC/g

Salmonella
V1 - B
V2 Ausencia/25g Ausencia/25g - )
D1 - B
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D2 - )

*V1= 4cido acético al 2.5%; V2= acido acético al 5%; D1= desinfectante comercial a base de &cido citrico; D2= acido
hipocloroso. Los datos son el promedio de dos repeticiones. **No existen diferencias significativas (P > 0,05).

Como se observa, el tratamiento con V2 logré una reduccién significativa (p< 0,05), de
hasta 3,5 logaritmos en la carga microbiana para aerobios meséfilos, desde 1,80x10°
UFC/g antes de la desinfeccion hasta 5,50x10' UFC/g después del tratamiento. Ademas,
se observé una reduccién de tres logaritmos en la carga microbiana para coliformes
totales, de 4,10x10* UFC/g antes de la desinfeccion a 3,50x10! UFC/g después del
tratamiento. La efectividad alcanzada fue del 99,98% para aerobios mesofilos y 99,91%
para coliformes totales. Asimismo, los tratamientos con V1 y D1 también mostraron una

diferencia significativa (p< 0.05), en la reduccion microbiana.

Por otro lado, el tratamiento con D2 present6 una reduccion significativa en la carga de
aerobios mesofilos, pero no fue estadisticamente significativa (p< 0,05) para coliformes
totales. La reduccion observada fue de un logaritmo, disminuyendo la carga microbiana
de 4,10x10* UFC/g antes de la desinfeccion a 1,70x10* UFC/g después del tratamiento
y la efectividad alcanzada fue solo del 59,75%. La reduccién de la carga microbiana de
aerobios mesdfilos se resume en la (Figura 4) y de E. coli/coliformes totales en la
(Figura 5).

Figura 4

Recuento bacteriano pre y post desinfeccion de aerobios mesdfilos de M1

Crecimiento en UFC/g de aerobios meséfilos pre
y post desinfeccion de la Muestra 1

1,00E+06
1,82E+05 1,82E+05 1,82E+05 1,82E+05

1,00E+05
1,00E+04
1,00E+03
1,00E+02 5,50E+01 3,50E+01
1,00E+01
1,00E+00
V1 V2

Desinfectante

9,90E+03

5,80E+01 I
D1 D2

M Pre - desinfeccion M Post - desinfeccion

Recuento bacteriano en UFC/g
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Figura5

Recuento bacteriano pre y post desinfeccion de E. coli/coliformes de M1

Recuento bacteriano en UFC/g

Crecimiento en UFC/g de E. coli/coliformes prey
post desinfeccion de la Muestra 1

1,0E+05 4,1E+04

1,0E+04

1,0E+03

1,0E+02

1,0E+01

1,0E+00

M Pre - desinfeccion

4,1E+04 4,1E+04

5,0E+01

V1 V2

3,5E+01

Desinfecta

3.2 Anélisis microbiolégico de M2

nte

8,5E+01

D1

M Post - desinfeccion

4,1E+04

|17E+l4
D2
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Los resultados del analisis microbiol6gico pre-desinfeccidn mostraron la presencia

aerobios mesoéfilos y coliformes totales en las fresas M2 expendidas en los

supermercados, que se compararon con resultados microbioldgicos post-desinfeccién

(Tabla 3).

Tabla 3

Unidades formadoras de colonias en fresas pre y post desinfeccion y porcentaje de
efectividad de desinfectantes de M2.

Aerobios mesoéfilos

Pre-desinfeccion Post-desinfeccién | (p<0,05) | % efectividad (p< 0,05)
Vi 2,21x10° UFC/g 0,017 98,16 0,02
V2 2,30x10%2 UFClg 0,017 99,81 0,002
1,20x10° UFC/g
D1 6,0x103 UFC/g 0,019 95,04 0,05
D2 2,0x104 UFC/g 0,013 83,33 0,17**
Promedio 1,20x10° UFC/g 7,10x103 UFCl/g

E. coli/coliformes
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Vi 1,60x103 UFClg 0,011 94,67 0,053*
V2 4,50x102UFC/g 0,01 98,50 0,015
3,0x104 UFC/g
D1 1,63x103 UFCl/g 0,012 94,57 0,054**
D2 4,0x103 UFC/g 0,014 86,67 0,13**
Promedio 3,0x10*UFC/g 1,92x108 UFC/g
Salmonella
V1 - -
V2 - -
Ausencia/25¢g Ausencia/25¢g
D1 - -
D2 - -

*V1= 4cido acético al 2.5%; V2= 4cido acético al 5%; D1= desinfectante comercial a base de acido citrico; D2= acido
hipocloroso. Los datos son el promedio de dos repeticiones.

Como se observa, el tratamiento con V2 logré una reduccién significativa (p< 0,05), de
aproximadamente 2,7 logaritmos en la carga microbiana para aerobios mesofilos, desde
1,80x10° UFC/g antes de la desinfeccion hasta 2,30x10% UFC/g después del tratamiento.
Ademas, se noté una reduccién de 1,8 logaritmos en la carga microbiana para coliformes
totales, disminuyendo de 3,0x10* UFC/g antes de la desinfeccién a 4,50x10? UFC/g
después del tratamiento. La efectividad alcanzada fue del 99,81% para aerobios
mesofilos y 98,50% para coliformes totales. Asimismo, los tratamientos con V1 y D1
también mostraron una diferencia significativa (p< 0,05), en la reducciéon microbiana de
aerobios mesofilos y E. coli/coliformes totales. Sin embargo, el tratamiento con D2
present6 menor efectividad (83,33 y 86,67 %) en comparaciéon con los otros
tratamientos. La reduccion de la carga microbiana de aerobios mesofilos se resume en

la (Figura 6) y de E. coli/coliformes totales en la (Figura 7).

Figura 6

Recuento bacteriano pre y post desinfeccion de aerobios meséfilos de M2
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Crecimiento en UFC/g de aerobios meséfilos pre y
post desinfeccion de la Muestra 2

1,00E+06
1,20E+05 1,20E+05 1,20E+05 1,20E+05

,00E+04
,0E+03
,30E+02 I I
V2 D1 D2

Desinfectante
Recuento bacteriano pre y post desinfeccion de E. coli/coliformes de M2

1,00E+05

1,00E+04 21E+03

V1

B Pre - desinfeccion M Post - desinfeccién

1,00E+03
1,00E+02

1,00E+01

1,00E+00

Recuento bacteriano en UFC/g

Figura 7

Crecimiento en UFC/g de E. coli/coliformes pre y
post desinfeccion de la Muestra 2

oo LOOEF05 — 3,00E+04 3,00E+04 3,00E+04 3,00E+04
S~
O ,00E+03
= 1,00E+04 1,60E+03 J63E+03
50E+02
O 1,00E+03 ,
o
5 1,00E+02
g
(8]
8 1,00E+01
£ 1,00£+00
g V1 V2 D1 D2
(8]
2 Desinfectante

M Pre - desinfeccion M Post - desinfeccion

De manera general, la reduccion de la carga bacteriana de aerobios mesdéfilos y E.
coli/coliformes en las muestras M1 y M2, reflejan la efectividad de los tratamientos. En
este contexto, se observa que el tratamiento V2 es el mas efectivo, seguido del
tratamiento V1. Por su parte, los tratamientos D1 y D2 se ubican en las posiciones
subsiguientes en términos de efectividad. Los resultados del tratamiento V1 y V2,

mostraron valores de carga bacteriana de 3,50x10! UFC/g para aerobios mesofilos y
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5,50x10! UFC/g para E.coli/coliformes en la muestra M1, y 2,30x102 UFC/g y 2,21x10°
UFC/G, respectivamente en la muestra M2., con una reduccion de hasta 4 y 3

logaritmos.

Los 3 tratamientos aplicados (V1, V2 y D1) demostraron un porcentaje alto de
efectividad tanto para M1y M2. Se observa que el tratamiento V2 con una concentracion
de &cido acético al 5% alcanz6 una efectividad significativa del 99,98% para aerobios
mesofilos y del 99,91% para coliformes totales en la muestra M1; y 99,81% y 98,50%
respectivamente en la muestra M2. A continuacion, los tratamientos V1 (acido acético
al 2.5%) y D1 (desinfectante comercial a base de &cido citrico) presentaron un
porcentaje de efectividad similar entre 94,57% y 99,97% para aerobios mesdéfilos y
coliformes totales en las muestras M1 y M2. Por otro lado, el tratamiento D2
(desinfectante comercial a base de &cido hipocloroso) logré una reduccién no
significativa de la carga microbiana de aerobios mesdéfilos para la muestra M1y M2. Asi
también, el porcentaje de efectividad en coliformes totales fue de 59,76% demostrando

una reduccién minima no significativa (p > 0,05) como se observa en la (Figura 8).

Figura 8

Porcentaje de efectividad de desinfectantes sobre Aerobios Mesdbfilos y E. Coli/
coliformes en M1y M2

Porcentaje de efectividad de desinfectantes en M1y M2

100

95 99,97 99,97 99,88 99,79 i
90 95,04 94,67 94,57
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)
‘T 80
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o 75 99,98 99,91 99,81
g 70 94,55 e
a 86,67
65 83,33
60
55 59,76
50
Aerobios mesdfilos E. coli/coliformes Aerobios mesofilos E. coli/coliformes
M1 M2

V1l ®mV2 EDl1 =D2

En un estudio relacionado, Ortiz-Sola et al. (2020) evaluaron el uso de vinagre como
desinfectante contra L. monocytogenes y S. entérica, utilizando concentraciones de

acido acético de 2,5 y 5%. Reportaron una carga inicial antes de la desinfeccién de
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2,6x10* UFC/g y 5,0x10* UFC/g para L. monocytogenes y S. enterica, respectivamente.
Para el primer microorganismo reportado, la reduccién bacteriana fue de 2,5x10? UFC/g
al 2,5% de acido acético y 6,3x102 UFC/g al 5%, lo que represent6 una reduccion de 2
logaritmos con las dos concentraciones empleadas. Para S. enterica, la reduccion fue
6,3x102 UFC/g al 2,5% y 7,9x10® UFC/g al 5%, lo que corresponde a reducciones de 2
y 3 logaritmos, respectivamente. La actividad antimicrobiana del acido acético a una
concentracion de 5% demostré ser estadisticamente significativa (p< 0,05) y mas

efectiva que la concentracién de acido acético al 2,5%.

Los resultados obtenidos en este estudio son comparables con los reportados por
(Medina et al., 2007), quienes inocularon S. enterica, S. sonnei, y E. coli en agar nutritivo
con una poblacién inicial de 10° UFC/mL y utilizaron vinagre blanco con concentracién
de acido acético al 5%. Se observé unareduccién de S. enterica por debajo de los limites

de deteccién y la eliminando a la mayoria de células de E.coli.

Ademas, (Chang & Fang, 2007), inocularon E. coli O157:H7 en lechuga, logrando
niveles de entre 10* y 10’ UFC/g, luego fueron sometidas a soluciones de tratamiento
con vinagre a diferentes concentraciones. Se observé que el tratamiento de lechuga
inoculada (107 UFC/g) con vinagre comercial de arroz, que contiene acido acético al 5%
(pH 3,0) durante 5 min redujo la poblacion bacteriana en 3 logaritmos. Mientras que, en
la lechuga en la que se desarrollé una poblacion bacteriana de 10* UFC/g, la poblacion
disminuy6 hasta niveles indetectables. Por lo que el vinagre con concentracion de acido
acético al 5%, reduce de manera significativa la carga microbiana, incluso hasta niveles

indetectables.

A diferencia del vinagre, la disminucion de la carga bacteriana con &cido citrico es
menor. En la muestra M1, se observa una carga microbiana final de 5,8x10! para
aerobios mesodfilos y 8,50x10! en la determinacion de E. coli/coliformes. Mientras que,
en la muestra M2, la disminucién microbiana fue de hasta 6,0x10° y, 1,63x103
respectivamente. Estos resultados corresponden a una reduccion de hasta 4 y 2

logaritmos para aerobios mesofilos y de 3 y 1 logaritmos para E.coli/coliformes.

Estos resultados son consistentes con los obtenidos por (Sagong et al., 2011), quienes
evaluaron la eficacia de acido citrico como desinfectante en la lechuga. En su estudio,
se report6 un recuento inicial de E.coli de 2,3x108 UFC/mL, que al ser tratado con acido
citrico al 2% durante 5 minutos, se redujo a 1,9x10” UFC/mL. De manera similar,
(Rubinstein et al., 2013) concluyeron que la desinfeccion de hojas de espinaca con acido

citrico al 2% redujo al menos 2 logaritmos la poblacién de aerobios mesofilos 2,3x10°
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UFC/g. Ademas, la investigacién realizada por Chen et al. (2017), la desinfeccién de
manzanas inmersas en una solucion desinfectante a base de acido citrico por 5 minutos
produjo una reduccion de 1 logaritmo en la carga bacteriana disminuyendo de 4,0x103
a 1,3x10%? UFC/g.

Sin embargo, la solucion desinfectante a base de acido hipocloroso muestra una
reducida actividad antimicrobiana con diferencias no significativas (p< 0,05) entre la
poblacién bacteriana antes y después de la desinfeccién. La muestra M1 presenta una
carga bacteriana final de 9,9x10% UFC/g para aerobios mesofilos, y 1,70x10* UFC/g para
E. coli/coliformes, observandose una reduccion de méaxima de 2 logaritmos. Mientras
que, para la muestra M2, se observa una disminucién de 2x10* UFC/g y 4,0x10° UFC/g
respectivamente, con una reduccion de 1 logaritmo en Aerobios mesofilos y
E.coli/coliformes. Resultados que se asemejan a los obtenidos en el estudio realizado
por (C. Zhang et al., 2016), quienes evaluaron la efectividad del &cido hipocloroso en
hojas de cilantro, obteniendo una carga inicial de 10’ UFC/g de aerobios mesdfilos,
reduciéndose en 3 logaritmos (10* UFC/g) tras 5 minutos de tratamiento. De manera
similar, (Ventura, 2022), determinaron la efectividad del acido hipocloroso contra
Salmonella enterica en fresas, en donde la carga inicial fue de 107 y luego de aplicar el
tratamiento desinfectante a base de &cido hipocloroso tras 5 minutos de inmersion,

produjo una reduccion de menos de 2 logaritmos.

Pese a no observar crecimiento de Salmonella spp. en las muestras analizadas, algunos
autores mencionan al vinagre como un desinfectante eficaz contra estas bacterias

patégenas.

Los &cidos organicos son considerados como agentes antimicrobianos debido a su alta
capacidad de disminuir el pH del medio, el cual dafia la pared celular alterando el
transporte y permeabilidad de la membrana plasmatica microbiana, e inhibe reacciones
enziméticas. Su capacidad no se ve limitada, ya que pueden persistir en las superficies
durante un largo periodo de tiempo. Por lo que, el acido acético y citrico se utilizan
habitualmente en el lavado de frutas y verduras. La diferencia entra ambos radica en
que, la capacidad del 4cido acético es mayor debido a que presenta un pH mas bajo,
menor a tres. Mientras que, el acido citrico presenta un pH menor a cinco (Ortiz-Sola
et al., 2020).

Mientras que, el desinfectante a base de cloro, el acido hipocloroso, mediante
reacciones de oxidacion y disminucién del pH intracelular alteran el metabolismo

bacteriano, se genera debido a la inactivacion y dafio de proteinas y lipidos, produciendo
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la muerte celular. La razén de la reducida efectividad de este desinfectante podria
deberse a distintos factores, como la presencia de materia organica interferente restante
de la destruccion o dafio fisico de las bacterias, como es el caso de los exopolisacaridos,
son polimeros bioldgicos secretados por las bacterias, involucrados en la formacién de
biofilms que brindan proteccion a los microorganismos frente a factores adversos como
el pH, temperatura, procesos de desinfeccién, etc. Ademas, la estabilidad limitada
especialmente en soluciones diluidas, el pH de la solucion fuera del rango 6ptimo 5,5,
entre otras (H. Zhang et al., 2020).
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Conclusiones

Basado en los resultados del analisis microbiol6gico de fresas antes y después de la
desinfeccidn, se observé una notable efectividad en la reduccién de la carga microbiana

luego de aplicar los distintos tratamientos desinfectantes.

Se demostré que la carga microbiana en UFC/g después de los tratamientos empleados

cumple con los parametros microbiolégicos permitidos para Frutas y Hortalizas

semiprocesadas (desinfectadas), de acuerdo con la Norma NTS N° 071
MINSA/DIGESA-V (Anexo 1y 2).
Tabla 4
Unidades formadoras de colonias en fresas pre y post desinfeccion
Aerobios mesofilos
Parametros
Muestra M1 Muestra M2 microbiolégicos MINSA
Pre- Post-
Pre- Post- Pre- Post- desinfecci6 | desinfeccio
. - desinfeccié | desinfeccio . - n n
desinfeccién desinfeccién
n n m M m M
Vi 5,50x10? 2,21x103
V2 3,50x10? 2,30x102
1,80x105 1,20x105 - - 104 1086
D1 5,80x10! 6,0x103
D2 9,90x103 2,0x104
E. coli/coliformes
Vi 5,0x10 1,60x108
V2 3,560x10! 4,50x102
4,10x104 3,0x104 102 108 10 102
D1 8,50x10? 1,63x108
D2 1,70X10% 4,0x108
Salmonella
V1
V2 . . .
Ausencia/25¢g Ausencia/25g Ausencia/25g
D1
D2

Estos resultados indican que el uso de acido acético al 5% (V2) es una opcion efectiva
para la desinfeccion de fresas, mostrando una significativa reduccion en la carga
microbiana, especialmente para aerobios meséfilos y coliformes totales, en

comparacion con otros tratamientos evaluados.
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Ademads, se demostré que la efectividad de los cuatro métodos de desinfeccion
probados en esta investigacion esta influenciada por la concentracién del agente, el
tiempo de exposicion y la superficie del producto alimenticio, ya que mientras mas
compleja es la superficie en términos de porosidad y rugosidad, la inactivacién parece
ser mas complicada y reducida.
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Anexo 1.

Frutas y hortalizas frescas (sin ningun tratamiento)

Anexos

55

Agente Categoria | Clase | n | ¢ Limite por g.
microbiano
m M
Escherichia col 5 3 5|2 10? 10®
Salmonella sp. 10 0 | Ausencia/ 25g

Anexo 2.

Frutas y hortalizas frescas semiprocesadas (lavadas, desinfectadas, peladas, cortadas
ylo precocidas), refrigeradas y/o congeladas)

Agente Categoria | Clase | n | c Limite por g.
microbiano
m M
Aerobios meséfilos | 1 3 5|3 10* 10°
Escherichia coli 5 3 2 10 10?
Salmonella sp. 10 2 5| 0 | Ausencia/ 25g
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