ESCUELA SUPERIOR POLITECNICA DE CHIMBORAZO

FACULTAD DE CIENCIAS PECUARIAS
CARRERA AGROINDUSTRIA

“EFECTO DE UN ANTIMICROBIANO ELABORADO CON
Acetobacter aceti AISLADOS DEL BOSQUE PRIMARIO-PUNGALA
EN LA EMPRESA ARSAICO”

Trabajo de Integracion Curricular

Tipo: Trabajo Experimental

Presentado para optar al grado académico de:
INGENIERO AGROINDUSTRIAL

AUTOR:
JOE FERNANDO LALA HARO

Riobamba — Ecuador
2024



ESCUELA SUPERIOR POLITECNICA DE CHIMBORAZO

FACULTAD DE CIENCIAS PECUARIAS
CARRERA AGROINDUSTRIA

“EFECTO DE UN ANTIMICROBIANO ELABORADO CON
Acetobacter aceti AISLADOS DEL BOSQUE PRIMARIO-PUNGALA
EN LA EMPRESA ARSAICO”

Trabajo de Integracion Curricular

Tipo: Trabajo Experimental

Presentado para optar al grado académico de:
INGENIERO AGROINDUSTRIAL

AUTOR: JOE FERNANDO LALA HARO
DIRECTOR: ING. CESAR IVAN FLORES MANCHENO Ph.D.

Riobamba — Ecuador
2024



© 2024, Joe Fernando Lala Haro

Se autoriza la reproduccion total o parcial, con fines académicos, por cualquier medio o

procedimiento, incluyendo la cita bibliografica del documento, siempre y cuando se reconozca el
Derecho de Autor.



Yo, Joe Fernando Lala Haro, declaro que el presente Trabajo de Integracién Curricular es de mi
autoria y los resultados del mismo son auténticos. Los textos en el documento que provienen de
otras fuentes estan debidamente citados y referenciados.

Como autor asumo la responsabilidad legal y académica de los contenidos de este Trabajo de
Integracién Curricular; el patrimonio intelectual pertenece a la Escuela Superior Politécnica de

Chimborazo.

Riobamba, 19 de enero del 2024

Joe Fernandd Lala Haro
172340371-1



ESCUELA SUPERIOR POLITECNICA DE CHIMBORAZO
FACULTAD DE CIENCIAS PECUARIAS
CARRERA AGROINDUSTRIA

El Tribunal del Trabajo de Integracion Curricular certifica que: El Trabajo de Integracién
Curricular; Tipo: Trabajo Experimental, “EFECTO DE UN ANTIMICROBIANO
ELABORADO CON Acetobacter aceti AISLADOS DEL BOSQUE PRIMARIO-
PUNGALA EN LA EMPRESA ARSAICO, realizado por el sefior: JOE FERNANDO LALA
HARO, ha sido minuciosamente revisado por los Miembros del Tribunal del Trabajo de
Integracion Curricular, el mismo que cumple con los requisitos cientificos, técnicos, legales, en

tal virtud el Tribunal Autoriza su presentacion.

FIRMA FECHA
i
Dr. Juan Marcelo Ramos Flores, MsC. [/{ZW,‘%‘—%’ ””””
mz~ \/ 2024-01-19

PRESIDENTE DEL TRIBUNAL

Ing. César Ivan Flores Mancheno, Ph.D. v
DIRECTOR DEL TRABAJO DE 7

y
INTEGRACION CURRICULAR

2024-01-19

[ 2024-01-19

Ing. Ivén Patricio Salgado Tello, MsC. 7
ASESOR DEL TRABAJO DE /

INTEGRACION CURRICULAR



DEDICATORIA

A mis padres, Maria Rita y Joe Neptali, por su amor incondicional, apoyo constante y sacrificio
incansable, gracias por ser mi fuente inagotable de inspiracién y por creer en mi incluso cuando
yo dudaba. Este logro es tan suyo como mio. A mis profesores y mentores, por su guia experta,
paciencia y sabiduria compartida. Cada leccién aprendida va més all de las paginas de esta tesis;
son fundamentales para mi crecimiento académico y personal. A mis amigos por las risas, el
aliento y el comparierismo. Gracias por comprenderme las noches de estudio interminable y por
celebrar cada pequefio paso hacia la meta final. A todos aquellos que, de alguna manera,
contribuyeron a este logro, su impacto no ha pasado desapercibido. Agradezco sinceramente cada
conversacion, consejo y momento de apoyo que ha enriquecido este viaje académico. Esta tesis
estd dedicada a todos ustedes, quienes han sido la fuerza impulsora detras de mis logros. Su

influencia ha dejado una huella imborrable en mi camino hacia el conocimiento.

Joe



AGRADECIMIENTO

A la Escuela Superior Politécnica de Chimborazo por proporcionarme los recursos y el ambiente
propicio para llevar a cabo esta investigacion en especial a la Carrera de Agroindustria por
formarme profesionalmente, a mi director de tesis, César Flores, y a mi asesor, lvan Salgado, cuya
guia experta y dedicacion han sido fundamentales para alcanzar este logro, a los miembros del
equipo investigador perteneciente al grupo SEALPRA por su dedicacion y colaboracion y a la
empresa ARSAICO Cia. Ltda. con quienes hemos trabajado conjuntamente.

Joe

Vi



INDICE DE CONTENIDO

INDICE DE TABLAS. ..ottt X
INDICE DE ANEXOS ... Xi
RESUMEN . ...t Xiii
SUMMARY / ABSTRACT ...ttt Xiv
INTRODUGCCION ..ottt s ettt 1

CAPITULO I

1. DIAGNOSTICO DEL PROBLEMA .......ooocvistceeeet et 2
1.1 Planteamiento del problema............ccoooiiiii 2
1.2 JUSHIFICACION ...ttt 2
1.3 (O] o] 1=1 K101 OSSPSR OR PRI 3
131 ODJELIVO GENETAL .....eeceiiiece e st pe e e es 3
1.3.2 ODbjetivos BSPECITICOS ....cvviiiieciice e ee 3

CAPITULO II

2. MARCO TEORICO .....coiiieeeieeeeteeeee e esisss s st 4
2.1 ANTIMICTODIANO ... 4
2.2 Fuentes de Contaminacion MiCrobiana ............cccoeiriininiense e 5
2.3 ACETODACTEIIAS ...ttt bbbttt b 5
2.4 ACIHO BCELICO.......ooveeereeieeieeetete ettt 7
24.1 ASPECLOS FISICOQUIMICOS ....cuvviieiiiesie e 7
2A.LL  PH oottt 7
2.4.1.2  ACKHEZ TOLA ... s 8
2.4.1.3  ACIAEZ VOIALI ... 8
25 MICFOOIGANISIMIOS ...ttt 9

vii



251

25.2

2.5.3

254

2.6

Yo A [T o] A 1T N0 [T TR 9

LiSteria MONOCYLOGENES ......ecveiveiieeiiesteeeste et ste ettt e s te e s reera e besre e e e tesneesreanes 10
SEAPNYIOCOCUS QUIBUS ...ttt 10
SAIMONEITA SPP. it 10
Requisitos MICrODIOIOGICOS........ccviiiiieiieie e 10

CAPITULO I1I

3.1

3.2

3.3

3.3.1

3.3.2

3.3.3

34

35

3.6

3.6.1

3.6.2

3.6.3

3.7

3.8

3.9

3.9.1

3.9.11

39.1.2

3.9.13

MARCO METODOLOGICO .......coiirieeieeieeseseesseseeesessss s s sesssensssennns 12
Localizacion y duracion del EXPerimento ..........ccoocevvernenneneeniecseesie e 12
Unidades eXPerimeNntales...........ccoiiiiiieie e st 12
Materiales eqUIPOS € INSUMOS .......c.eiviieieeiiieieereste e sre e re e reesbe e e e sresneesreans 12
IMIAEEITAIES ...t 12
T [T o1 13
FNSUIMIOS ...t r e r bt sr e b e bt e n e nenre e e nne e 13
INSTAIACIONES ...t et 14
Tratamiento y Disefio EXperimental ..o 14
Mediciones eXPEriMENTAIES ..ot 15
Analisis Fisicoquimico, segin la Norma INEN 2296:2013...........ccccceeveivveierienne 15

Recuento De Microorganismos Antes De La Aplicacién, segin la Resolucion
Ministerial N° 461-2007/ MINSA ..ot 15

Recuento Microbiolégico Después De La Aplicacién segin las UNE-EN 1SO 18593:

2019 y la Resolucion Ministerial N° 461-2007/ MINSA ..., 15
Analisis estadistico y pruebas de significancia...........cccccooeveiiiiiciiiii i, 15
Procedimiento eXperimental ..o 16
Proceso para la obtencion del antimicrobiano ..........c.ccoceveveeieieiccce e, 16
Proceso eXPErimeNTal..........ccciiiiiiiiiiiieriee e 17
Recepcion de 1a materia Prima.........ccooiieiieiiieiseeseee e 17
SEIECCION Y 1AVAAO ... s 17
COrtado Y LICURAO ...ttt e 17



3.9.1.4  Fermentacion alCONOIICA .........ooivuveiiiieei ettt ettt st e e e e s enaee s 17

3.9.1.5  FIIFACION ... 17
3.9.1.6  INOCUIACION ...ttt 17
3.9.1.7  Fermentacion QCELICA .......cceirueiriiirieiee ettt 18
3.9 18 FIFAUO ... s 18
3.9. 1.9 ENVASAUO.....cuiieiiiieiee et 18
3.9.2 Elaboracion de ANtimiCroDIAN0 ..........cceiiiiiiiiiee e 18
3.9.2.1  FOIMUIACION ...ttt 18
3.10 Metodologia de eValUACION ... s 18
3.10.1  ANAlisis FiSICOQUIMICO......ceiiiiiiiiie sttt sr e sre st sre s 18
3.10.2  Recuento De MiICrOOrganiSIMOS ........cccecvviiieieeiieiieeiesiesteesiesteesestesseesresteeeesresseessessens 18

CAPITULO IV

4, ANALISIS E INTERPRETACION DE RESULTADOS.......c..coovverereieieieiaa. 19

4.1 Caracterizacion Fisicoguimica de un Antimicrobiano elaborado con Acetobacter
Lol PSSP 19

4.2 Recuento de mMiCroorganiSImMOS ..........ccivirierieieieisese e 20

CAPITULO V

5. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES.......ccooteiieivee e 22

5.1 L0700 10] 11 ] o] 1= 22

5.2 RECOMENUACIONES .....cviieieieieieee sttt sttt e b enes 23

BIBLIOGRAFIA

ANEXOS



INDICE DE TABLAS

Tabla 2-1:
Tabla 2-2:
Tabla 2-3:
Tabla 3-1:
Tabla 3-2:
Tabla 3-3:
Tabla 3-4:
Tabla 4-1:

Tabla 4-2:

Composicién guimica del tomate rifién 6
Tabla de aspectos fisicogquimicos para antimicrobiano 7
Interpretacion de resultados de acuerdo con los limites microbiol6gicos ------------ 10
Condiciones meteoroldgicas del cantén Riobamba 12
Esquema del experimento 14
Esquema de ADEVA 16
Tratamientos del antimicrobiano 16
pH, acidez total y acidez volatil del antimicrobiano obtenido de la bacteria

Acetobacter aceti 19

Presencia de Escherichia coli, Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus y
Salmonella spp. antes y después de la aplicacion del antimicrobiano en diferentes
porcentajes. 20




INDICE DE ANEXOS

ANEXO A: DIAGRAMA DE PROCESO DE ELABORACION DE ANTIMICROBIANO.
ANEXO B: PREPARACION DEL SUSTRATO PARA INOCULAR LA BACTERIA
ACETOBACTER ACETI.
ANEXO C: FORMULACION Y ELABORACION DEL ANTIMICROBIANO.
ANEXO D: ANALISIS FISICOQUIMICOS.
ANEXO E: TOMA DE MUESTRAS E INCUBACION DE MICROORGANISMOS.
ANEXO F: CONTEO DE MICROORGANISMOS.
ANEXO G: TABLA DE RESULTADOS DE pH, ACIDEZ TOTAL Y ACIDEZ VOLATIL.
ANEXO H: ANALISIS ESTADISTICO FISICOQUIMICO DEL ANTIMICROBIANO pH.
ANEXO I: ANALISIS ESTADISTICO FISICOQUIMICO DEL ANTIMICROBIANO
ACIDEZ TOTAL.
ANEXO J: ANALISIS ESTADISTICO FISICOQUIMICO DEL ANTIMICROBIANO
ACIDEZ VOLATIL.
ANEXO K: VALORES DE pH DE LOS DIFERENTES TRATAMIENTOS DE
ANTIMICROBIANO.
ANEXO L: VALORES DE ACIDEZ TOTAL DE LOS DIFERENTES TRATAMIENTOS DE
ANTIMICROBIANO.
ANEXO M: VALORES DE ACIDEZ VOLATIL DE LOS DIFERENTES TRATAMIENTOS
DE ANTIMICROBIANO.
ANEXO N: TABLA DE RESULTADOS MICROBIOLOGICOS.
ANEXO O: ANALISIS ESTADISTICO MICROBIOLOGICO DESPUES DE ESCHERICHIA
COLL.
ANEXO P: ANALISIS ESTADISTICO MICROBIOLOGICO DESPUES DE LISTERIA
MONOCYTOGENES.
ANEXO Q: ANALISIS ESTADISTICO MICROBIOLOGICO DESPUES DE
STAPHYLOCOCCUS AUREUS.
ANEXO R: ANALISIS ESTADISTICO MICROBIOLOGICO DESPUES DE SALMONELLA
SPP.
ANEXO S: VALORES ANTES Y DESPUES DE LA APLICACION DEL TRATAMIENTO
TO AL 67% DE ANTIMICROBIANO COMERCIAL.
ANEXO T: VALORES ANTES Y DESPUES DE LA APLICACION DEL TRATAMIENTO
T1 AL 65% DE ANTIMICROBIANO.

Xi



ANEXO U: VALORES ANTES Y DESPUES DE LA APLICACION DEL TRATAMIENTO
T2 AL 75% DE ANTIMICROBIANO.

ANEXO V: VALORES ANTES Y DESPUES DE LA APLICACION DEL TRATAMIENTO
T3 AL 80% DE ANTIMICROBIANO.

Xii



RESUMEN

El presente trabajo de investigacion busca proporcionar un uso a los microorganismos de interés
biotecnoldgico para la desinfeccion de superficies (mesas de acero inoxidable), el propdsito de
esta investigacion fue la elaboracidn de un antimicrobiano organico, utilizando Acetobacter aceti,
aisladas de Boque Primario-Pungala, frente a un antimicrobiano comercial. Se empleo un Disefio
Completamente al Azar bajo un modelo lineal de 4 tratamientos con 4 repeticiones cada una. Para
andlisis fisicoquimicos, y microbioldgicos antes y después de la aplicacion se utilizo ADEVA,
prueba de Turkey (p<0,05) mediante una estadistica descriptiva respectivamente. Los analisis
fisicoquimicos de estos tratamientos registraron diferencias estadisticas, con relacion al pH, a la
acidez total y a la acidez volatil, sin embargo, se encuentran dentro de los limites establecidos en
lanorma INEN 2296. En cuanto a los valores microbioldgicos obtenidos antes de la aplicacion se
determind la presencia de Escherichia coli, Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus y
Salmonella spp. estos valores exceden los limites méximos permitido por la norma UNE-EN ISO
18593 y la Resolucién Ministerial N° 461. En cuanto a los resultados microbiolégicos obtenidos
después de la aplicacién de los antimicrobianos para Escherichia coli, Listeria monocytogenes,
Staphylococcus aureus y Salmonella spp los tratamientos TO y T3 registran ausencia de estos
patdgenos, se encuentran dentro de los limites que establece norma UNE-EN ISO 1893 y la
Resolucién Ministerial N° 461, mientras que los T1y T2 registraron una disminucién minima de
la poblacion microbioldgica. Se concluye que los tratamientos presentan diferencias estadisticas
entre sus respectivas medias con un valor mas altos para el tratamiento TO con valores de 2.51,
5,13% y 5,11% para pH, acidez total y acidez volatil respectivamente, mientras que después de
la aplicacion los tratamientos TO y T3 registran ausencia para la poblacion de los

microorganismos patdgenos encontrados en mesas de acero inoxidable

Palabras clave: <ANTIMICROBIANO ORGANICO>, <ACETOBACTERIAS>, <ACERO
INOXIDABLE>, <ANALISIS FISICOQUIMICO>, <ANALISIS MICROBIOLOGICO>

Xiii



SUMMARY / ABSTRACT

This research aims to explore the utilization of biotechnologically significant microorganisms for
surface disinfection, specifically stainless-steel tables. The primary objective was to develop an
organic antimicrobial agent using Acetobacter aceti isolated from the Pungala Primary Forest,
compared with a commercial antimicrobial. The methodology employed a Completely
Randomized Design under a linear model with four treatments, each replicated four times.
Descriptive statistical procedures were applied for physicochemical and microbiological analyses
pre- and post-application, employing ADEVA and Turkey's test (p<0.05). Physicochemical tests
of the treatments revealed statistical differences in pH, total acidity, and volatile acidity, albeit
within the limits set by the INEN 2296 standard. Microbiological values obtained pre-application
indicated the presence of Escherichia coli, Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus, and
Salmonella spp., exceeding the maximum limits set by UNE-EN ISO 18593 and Ministerial
Resolution No. 461. Post-application microbiological results for Escherichia coli, Listeria
monocytogenes, Staphylococcus aureus, and Salmonella spp showed the absence of these
pathogens in treatments TO and T3, conforming to UNE-EN 1SO 1893 and Ministerial Resolution
No. 461, while treatments T1 and T2 determined a minimal reduction in microbial population.
Statistical analysis revealed significant differences among treatment means, with treatment TO
displaying higher values for pH (2.51), total acidity (5.13%), and volatile acidity (5.11%) pre-
application. Following application, treatments TO and T3 demonstrated the absence of the

identified pathogenic microorganisms on stainless steel tables.

Keywords: <ORGANIC ANTIMICROBIAL> <ACETOBACTERIA> <STAINLESS STEEL>
<PHYSICOCHEMICAL ANALYSIS> <MICROBIOLOGICAL ANALYSIS>.

P owicd_Loaonot/
Lic. Monica Loggdfio B., Mgs
0602749533
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INTRODUCCION

Los agentes antimicrobianos son sustancias naturales o sintéticas, en el primer caso, algunos de
ellos son producidos por diferentes tipos de microorganismos (bacterias, hongos, actinomicetos,
este Gltimo es un grupo de bacterias parecidas a hongos), en segundo lugar, los métodos de
laboratorio prefieren productos sintéticos cuya funcién es frenar el crecimiento de otros

microorganismos y quizas incluso eliminarlos (Céceres Espitia et al., 2022 pag. 444).

La actividad de las sustancias antimicrobianas contra los microorganismos se basa en varios
efectos individuales, incluyendo reacciones fisicas, fisicoquimicas y bioquimicas de las células
afectadas, varios factores individuales pueden producir efectos acumulativos e inhibidores que
afectan a los microorganismos impidiendo la sintesis de las paredes celulares, membranas

celulares, acidos nucleicos y proteinas (Pastrana Puche et al., 2017 pag. 58).

Los mecanismos por los cuales los agentes antimicrobianos eliminan o inhiben el crecimiento
microbiano son diversos y complejos, algunos de los cuales dafian las membranas celulares,
activacioén irreversible de proteinas y cambios que causan dafios profundos en los &cidos
nucleicos, un antimicrobiano ideal, deberian tener propiedades, tales como amplio espectro,
accion rapida, resistencia a factores ambientales, no toxicidad, compatibilidad con superficies y

solubilidad en agua (Gonzales Herrera et al., 2019 pag. 76).

El proceso de fermentacién es de gran importancia tanto desde el punto de vista industrial como
desde el sector manufacturero porque el producto final tiene multitud de usos y aplicaciones en
diversos campos, ademas, cabe destacar que las bacterias que fermentan el &cido acético

necesariamente deben estar en presencia de oxigeno para que esto sea posible (Cérdova Garcia et al.,
2022 pég. 82).

Las superficies presentan un riesgo minimo de contaminacion directa; las manos, herramientas o
productos pueden contaminarse o0 entrar en contacto con estas superficies y contaminar a las

personas u otras superficies y promover la contaminacion cruzada secundaria (Gonzales Herrera et
al., 2019 pag. 74).

Actualmente se busca alternativas naturales para garantizar la inocuidad de las superficies y con
ello prevenir el crecimiento de microorganismos patdgenos y alargar la vida Gtil de los productos,
en la industria se utilizan sustancias quimicas para la desinfeccion, las cuales se asocian a

problemas de resistencia microbiana y toxicidad (Carhuallanqui Pérez et al., 2020 pég. 26).



CAPITULO |

1. DIAGNOSTICO DEL PROBLEMA

1.1  Planteamiento del problema

Actualmente se ha buscado oportunidades para la produccion y uso de sustancias amigables con
el medio ambiente y menos nocivas, y en ese sentido se ha impulsado el uso de antimicrobianos
orgénicos, en las areas de manipulacion de alimentos, la exposicion excesiva al uso de
desinfectantes quimicos puede causar dificultades a los trabajadores que alli trabajan, y los
alimentos también pueden verse alterados debido a la contaminacién cruzada, un ejemplo de
alternativa antimicrobiana que vale la pena considerar es el vinagre, cuyas propiedades quimicas
asociadas con altas concentraciones de &cido acético pueden desencadenar procesos de
degradacion mas rapidos, lo que a su vez ayuda a minimizar la toxicidad de los agentes quimicos

y sintéticos (Caceres Espitia et al., 2022 pag. 441).

Darle un uso biotecnol6gico a la bacteria Acetobacter aceti aislada del bosque primario-Pungala

mediante la implementacion de un antimicrobiano.

Ya que, comunmente, en ambientes como laboratorios, el hogar o en lugares dedicados a la
manipulacion de alimentos, se suelen emplear desinfectantes de tipo sintético, que, por el alto
contenido de agentes quimicos como el cloro u otros componentes, llegan a producir efectos

perjudiciales para la salud (Caceres Espitia et al., 2022 pags. 440-441).

1.2 Justificacion

En Ecuador el programa de limpieza y desinfeccion tiene por objetivo disminuir las cantidades
de microorganismos contaminantes a niveles que no representen un peligro, con frecuencia se
utilizan desinfectantes de tipo sintético, en lugares como laboratorios, hogares o areas
especializadas en la manipulacion de alimentos, debido que la mayoria de microorganismos se
encuentran unidos a la materia organica de la que se alimentan, los desinfectantes de tipo sintético,
por su alto contenido quimico, como el cloro y otros compuestos quimicos, pueden llegar a ser
nocivos para la salud, teniendo en cuenta dichos antecedentes se pretende realizar la siguiente
investigacion experimental para darle un uso biotecnoldgico a la bacteria Acetobacter aceti
aislada del bosque Primario-Pungald mediante la implementacion de un antimicrobiano organico

que sea efectivo contra microorganismos y no sea nocivo para la salud.



1.3  Objetivos

1.3.1 Obijetivo general

Determinar el efecto de un antimicrobiano en el area de productos frescos elaborado con

Acetobacter aceti aislados del bosque primario-Pungala en la Empresa ARSAICO.

1.3.2  Objetivos especificos

»  Caracterizar el antimicrobiano orgénico obtenido de la bacteria Acetobacter aceti aislada del
bosque primario-Pungala.

> ldentificar los microorganismos presentes en las mesas de acero inoxidable del area de
productos frescos de la empresa ARSAICO.

» Determinar la efectividad del antimicrobiano organico elaborado a partir de la bacteria
Acetobacter aceti.



CAPITULO II

2. MARCO TEORICO

2.1 Antimicrobiano

Los antimicrobianos son sustancias o mezclas de sustancias que se utilizan para matar o inhibir
el crecimiento de microorganismos dafiinos como bacterias, virus u hongos en superficies y

objetos inertes (United States Evironmental Protection Agency, 2023).

Los agentes antimicrobianos difieren significativamente en sus propiedades fisicas y quimicas,
asi como en su mecanismo de accidn y espectro antimicrobiano, las clasificaciones mas utilizadas
para los agentes antimicrobianos son las basadas en su accion sobre las bacterias, es decir, las que
los clasifican segin su mecanismo de accion, entre las que se encuentran los bacteriostaticos que
se refieren a aquéllos que inhiben la multiplicacion bacteriana, la cual se reanuda una vez que se
suspende el tratamiento y los bactericidas que poseen la propiedad de destruir la bacteria, su

accion es irreversible (Caceres Espitia et al., 2022 pag. 443).

Los antimicrobianos quimicos son sustancias quimicas empleadas para eliminar o reducir
microorganismos en distintas superficies, el uso frecuente y prolongado puede conducir al
desarrollo de resistencia bacteriana, disminuyendo su eficacia a largo plazo, algunos
desinfectantes pueden resultar tdxicos o irritantes para la piel y las vias respiratorias,
especialmente en concentraciones elevadas o aplicacién inadecuada, en contraste, los
antimicrobianos actGan de manera casi inmediata, logrando una notable reduccion de

microorganismaos en poco tiempo, sin causar efectos adversos en la salud (Bolufer Gil, 2023, pag. 3).

Numerosas industrias biotecnoldgicas emplean microorganismos como factores de produccién
metabolica y para facilitar la transformacion de productos fermentados, el avance de la
biotecnologia, especialmente en el ambito de la microbiologia industrial, ha generado un mayor
reconocimiento del papel crucial de los microorganismos en diversos sectores econémicos,
incluyendo la agronomia, la industria alimentaria y biotecnoldgica, la salud, la quimica, la energia

y la preservacion del medio ambiente (Gonzélez, 2001, pag. 114).

Los microorganismos han desempefiado una funcion esencial en la produccion de productos
ampliamente consumidos y solicitados, tales como pan, vino, queso, yogur, vitaminas, enzimas,

proteinas, antibiéticos y diversos medicamentos (Rabassa Olazébal et al., 2015 pag. 2).



2.2  Fuentes de Contaminacion microbiana

Las superficies son uno de los medios més frecuentes de contaminacién en la industria alimentaria
y doméstica, las bacterias que colonizan las superficies pueden actuar como reservorio de
microorganismos de descomposicion, como Pseudomonas aeruginosa y/o patdgenos como S.
aureus o L. monocytogene. A su vez, estos pueden contaminar los alimentos directamente a través
del ambiente del area de procesamiento e incluso por contacto si pueden sobrevivir, incluso

después de su limpieza y desinfeccion (i Valls, 2006, pags. 11-12).

Una superficie segura aquella que no provoca modificaciones ni alteraciones perceptibles en las
caracteristicas organolépticas, las superficies conllevan un riesgo reducido de contaminacion
directa, ya que las manos, herramientas o productos podrian contaminarse al entrar en contacto
con ellas, a su vez, podria propiciar la contaminacién de personas u otras superficies (Comision

Europea, 2015, pag. 10).

2.3 Acetobacterias

Las Acetobacter sp., son bacterias aerdbicas obligadas y gramnegativas, se ubican en la clase
Alphaproteobacteria, el orden Rhodospirillales y la familia Acetobacteraceae. Suelen hallarse en
ambientes célidos y himedos, como en frutas, flores, intestinos de moscas de la fruta y en ciertos

alimentos fermentados (Qiu et al., 2021 pag. 1).

Acetobacter aceti es un tipo de bacteria con forma de varilla que se presenta tanto en pares o
cadenas como individualmente, se caracteriza por tener flagelos peritricos capaces de rotar en
direcciones opuestas, esta bacteria puede sobrevivir en ambientes altamente acidos y requiere
oxigeno para su desarrollo, es estrictamente aerobia, estas bacterias necesitan condiciones
especificas para crecer en cultivos, esto incluye temperaturas entre 25 °C y 30 °C, asi como un
pH que oscile entre 5.4 y 6.3, utiliza tanto alcohol como algunos carbohidratos como fuentes de
carbono para finalmente generar acido acético, desde un punto de vista comercial, esta bacteria
es crucial, ya que se emplea en la produccion de antimicrobianos a través del proceso de

fermentacién acética (Lpez, 2023, pags. 2-5).

El antimicrobiano se obtiene a través de la fermentacion de diferentes sustratos, como soluciones

de almidon, soluciones azucaradas o productos con contenido alcohdlico como vino o sidra, este



proceso se lleva a cabo con la participacion de bacterias del género Acetobacter (Cedefio Cedefio,

2013, pag. 9).

El tomate rifidn (Lycopersicum esculentum) es parte de la familia Solanaceae, género Solanum.
se trata de una planta herbacea que puede ser anual o bianual, originaria de América Central y del
Sur, en la actualidad, es la hortaliza mas cultivada a nivel global, gracias a su valor nutricional y
a la alta demanda en la dieta diaria. Su popularidad se debe a su capacidad de produccién elevada
y su rentabilidad (Pinchao Coral, 2019, pag. 1).

En latabla 1-2 se presenta la composicidn quimica del tomate rifién (Lycopersicum esculentum)

Tabla 2-1: Composicion quimica del tomate rifion

Nutrientes Valor (100 g)
Agua 94,7
Energia 22 kcal
Proteina lg
Grasa 0,119
Carbohidratos 3,849
Fibra 1lg
Calcio 10 mg
Hierro 0,6 mg
Magnesio 10 mg
Fosforo 27 mg
Potasio 290 mg
Zinc 0,22 mg
Sodio 3mg
Vitamina C 26 mg
Vitamina A 82,3 ug
Licopeno 2860 ug
Luteina 56 ug

Fuente: Pefiafiel Rosero, 2022
Realizado por: Lala J., 2023.

La fermentacién acética es realizada por bacterias del género Acetobacter transforman el etanol
en agua y acido acético, mediante una fermentacion acética, esta conversion puede ser llevada a

cabo por diversas bacterias y otros microorganismos capaces de producir acido acético a partir de



sustratos que contienen etanol, la fermentacion acética puede prolongarse a lo largo de varios
afios, siempre y cuando se mantengan las condiciones que favorecen la seleccion y desarrollo de
microorganismos con alta tolerancia a la acidez y requisitos nutricionales minimos (Chéavez Lema,

2019, pag. 17).

2.4 Acido acético

El &cido acético, un &cido débil comun, muestra una alta toxicidad para los microorganismos, en
concentraciones por encima de 5 g/L inhiben el crecimiento y metabolismo microbiano, su
capacidad para atravesar la membrana celular y penetrar en las células es la razén principal de su
toxicidad, elevando las concentraciones dentro de las células y perturbando funciones fisiologicas
de la membrana celular (Qiu et al., 2021 pags. 5-6).

Entre sus propiedades destacamos que es un liquido incoloro y de olor fuerte e irritante, también
puede ser un solido a temperaturas debajo de los 17 °C, se utiliza en la produccién de

medicamentos, colorantes, plasticos, aditivos alimentarios y pesticidas (New Jersey Departament of
Health, 2017, pag. 1).

2.4.1  Aspectos fisicoquimicos

Tabla 2-2: Tabla de aspectos fisicoquimicos para antimicrobiano

Requisitos Min. Max.
pH 2,3 2,8
Acidez total 4 6

Acidez volatil 3,7 -

Fuente: Instituto Ecuatoriano de Normalizacién, 2013.
Realizado por: Lala J., 2023.

2411 pH

En cuanto al valor de pH que deben cumplir los antimicrobianos determinados por la norma INEN
2296 (Instituto Ecuatoriano de Normalizacion, 2013 pag. 2) menciona que son de 2,3 como minimo y de

2,8 como maximo.

Se puede decir que el &cido acético es clasificado como un &cido debido a la presencia de un

exceso de iones de hidrogeno (H30+) en su solucion, esta abundancia de iones de hidroxilo



genera un entorno acido. Por otro lado, un exceso de iones (OH-) en una solucién se asocia con

propiedades béasicas o alcalinas (Mettler Toledo, 2016, pag. 5).

Para medir el pH, se requiere un instrumento de medicion sensible a los iones de hidronio que
determinan este valor, el método implica el uso de un sensor con una membrana de vidrio que
responde a los iones de hidronio al entrar en contacto con una muestra de solucion, lo que permite

observar la reaccion y obtener la medida del pH (Mettler Toledo, 2016, pag. 7).

2.4.1.2 Acidez total

En cuanto al valor de acidez total que deben cumplir los antimicrobianos determinados por la
norma INEN 2296 (Instituto Ecuatoriano de Normalizacion, 2013 pag. 2) menciona que son de 4 como

minimo y de 6 como méximo.

La acidez total representa la acumulacién de todos los acidos que se pueden valorar en diferentes
sustratos, esta evaluacion implica la titulacion acido-base de un 4cido débil con una base fuerte,

como el hidréxido de sodio (NaOH), para determinar la cantidad total de &cidos presentes (Mettler
Toledo, 2016, pag. 4).

Para calcular la acidez total del antimicrobiano con fenolftaleina como indicador, se afiade entre
1y 3 ml del antimicrobiano en un recipiente adecuado y se valora utilizando una solucién alcalina

de 0.1 N (Morén Figueroa, 2021, pag. 55).

2.4.1.3 Acidez volatil

En cuanto al valor de acidez voléatil que deben cumplir los antimicrobianos determinados por la
norma INEN 2296 (Instituto Ecuatoriano de Normalizacion, 2013 pag. 2) menciona que es de 3,7 como

minimo.

Es el conjunto de acidos grasos de la serie acética que se hallan en el antimicrobiano, bien en
estado libre o salificado, se excluyen de la acidez volatil los &cidos lactico y succinico, el acido
carbonico y el anhidrido sulfuroso libre y combinado, la acidez volatil esta formada sobre todo

por acido acético en un 90-95% (J-Jimeno, 2019, pag. 1).

Se sigue el enfoque acido-base, que implica tomar 10 ml de antimicrobiano, incrementandolo a
un volumen entre 25 y 30 ml, luego, se agrega de 2 a 3 gotas de fenolftaleina como indicador, se

llena una bureta con una solucién de NaOH de concentracion conocida, el proceso de valoracién
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comienza al goteo controlado de la solucion de hidroxido de sodio sobre el antimicrobiano,
agitandolo contantemente, la titulacion culmina cuando se produce un cambio de color,
generalmente violeta, en este punto, se detiene el flujo de la bureta y se mide el volumen de la

solucion afiadida ( Moréan Figueroa, 2021, pég. 56).

2.5 Microorganismos

La contaminacién surge debido a microorganismos con ciclos de vida especificos que, para
completarse, requieren habitar entornos donde pueden degradar la calidad, representando un
riesgo significativo para los seres vivos al tener la capacidad de causar enfermedades infecciosas
0 parasitarias, en este contexto, la contaminacion se produce cuando un microorganismo de este
tipo infesta un entorno, afectando negativamente a diversos organismos vivos (Ropero Portillo, 2020,
pag. 2).

Los microorganismos muestran signos de mala higiene debido a un proceso inadecuado o
contaminacion posterior al proceso, se utilizan porque son faciles y rapidos de identificar, su
ausencia en superficies indica que la higiene y el proceso se realizaron correctamente, mientras
que su presencia suele indicar un potencial problema o falla, el microorganismo blanco seré aquel

de importancia para la determinacién en cuestion (Michanie, 2012, pag. 9).

La determinacién de microorganismos aerobios mesofilos es el recuento méas popular para evaluar
la higiene de superficies e incluso de la mayoria de los alimentos, se considera una superficie
inerte y limpia usualmente tiene un recuento de meséfilos que no supera a 10 UFC/cm? (UFC o
Unidades Formadoras de Colonias), las Enterobacteriaceae y coliformes son los indicadores mas
usados hasta hace muy poco, coliformes fue el grupo mas buscado por la industria de alimentos,
en algunos paises el grupo coliforme fue reemplazado por las Enterobaccterias, el grupo
coliformes se caracteriza por fermentar la lactosa y esta propiedad se usa para detectarlos y
enumerarlos, los géneros normalmente pertenecientes al grupo son Enterobacter, Klebsiella,

Citrobacter y Escherichia, particularmente E. coli (Michanie, 2012, pag. 9).

2.5.1 Escherichia coli

E. coli es un bacilo gram negativo, anaerobio facultativo de la familia Enterobacteriaceae, tribu
Escherichia. Por lo general, las encontramos en formas de varilla y miden aproximadamente 2.0
micrémetros (um) largo y 0.25 um diametro, con un volumen de celda de 0.6-0.7 Puede crecer
entre 7 °C y 50 °C, con una temperatura 6ptima de 37 °C. Algunos pueden crecer en pH de 4,4y

zonas con una actividad de agua minima de 0,95 (Chandana Panchangam, 2015, pag. 1).
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2.5.2 Listeria monocytogenes

Listeria es una bacteria facultativa anaerobia que prospera a una temperatura éptima de 37°C. L.
monocytogenes presenta caracteristicas psicrotroficas, lo que le permite sobrevivir a temperaturas
cercanas a cero grados. Ademas, puede desarrollarse en un rango de pH de 4,6 a 9,5y en
condiciones de baja actividad de agua, incluso tan baja como 0,92. Sorprendentemente, esta
bacteria es capaz de crecer en concentraciones de sal de hasta el 30% L. monocytogenes
generalmente muere mediante coccion o pasteurizacion. Puede sobrevivir a ciertas formas de

pasteurizacion, especialmente si el recuento bacteriano es alto (Herrera A et al., 2012 pag. 3).

2.5.3 Staphylococus aureus

Los estafilococos son un gran grupo de bacterias gram positivas que miden entre 0,5y 1,5
micrones de diametro. Se caracterizan por estar dispuestas en grupos que asemejan racimos de
uvas, este género tiene una gran adaptabilidad. Son bacterias inmoviles, sin esporas, no tienen
capsula, aunque algunas cepas desarrollan una capsula viscosa, son anaerobias facultativas, los
estafilococos crecen bien en rangos de pH de 4.8 a 9.4 y a temperaturas de 25 a 43 °C (Zendejas

Manzo et al., 2014 péag. 130).

2.5.4 Salmonella spp.

Es un bacilo gram negativo tamafio que se comporta como un patogeno intracelular facultativo
(anaerobio facultativo) que se encuentra en el intestino de humanos y animales sanos, no requieren
NaCl para crecer, pero pueden crecer en presencia de 0,4-4%; la mayoria de los serotipos de
Salmonella crecen a esta temperatura. 5-47 °C, su temperatura éptima es 35-37 °C y sobreviven
en un rango de pH de 4-9 y una actividad de agua de 0,94-0,99 (Alfaro Mora, 2018, pag. 113).

2.6  Requisitos microbiolégicos

Tabla 2-3: Interpretacion de resultados de acuerdo con los limites microbiolégicos

Superficies Inertes

Método Hisopo Superficie regular
Limite de Deteccion del ~ Limite Permisible Fuentes
Ensayo ,
Meétodo *)
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(Ministerio de Salud,

S. aureus < 0,1 UFC/cm? <1UFC/cm?
2007)
. o Ausencia / o
L. monocytogenes, Ausencia / superficie ~ (Ministerio de Salud,
superficie
Salmonella spp. muestreada en cm? 2007)

muestreada en cm?

~_ (Asociacion Espariola
) < 1 UFC/superficie L
E. coli - de Normalizacion,
muestreada
2019)

Realizado por: Lala J., 2023.

A diferencia de otros agentes patdégenos como E. coli o Salmonella, que suelen ingresar a las
instalaciones de procesamiento con la materia prima, la bacteria Listeria monocytogenes tiene la
capacidad de establecerse como residente en dichas instalaciones, provocando una contaminacion

recurrente del producto en cada etapa del proceso (Restauracion Colectiva, 2019, pég. 1).

De acuerdo con lo que reporta (Yagnik et al., 2018 pag. 2), en su trabajo titulado “Antimicrobial
activity of apple cider vinegar against Escherichia coli, Staphylococcus aureus and Candida
albicans; downregulating cytokine and microbial protein expresion” reporto que al aplicar un
antimicrobiano inhibi6 la presencia S. aureus y E. coli.

En la investigacion “Listeriosis enfermedad en circulos™ reportado por (Institute For International
Cooperation In Animal Biologic, 2007, pag. 1), L. monocytogenes es sensible al hipoclorito de sodio al
1%, al etanol al 70% o al glutaraldehido. También se puede eliminar mediante calor himedo

(121°C durante al menos 15 minutos) o calor seco (160-170°C durante 1 hora).

Lo que reporto (Alfaro Mora, 2018, pag. 113) en su investigacion titulada “Aspectos relevantes
sobre Salmonella sp en humanos” la Salmonella es sensible al calor y a menudo muere a
temperaturas de 70°C o mas. Se produce una inhibicién completa del crecimiento menor que 7 °C,
pH 3,8 y actividad del agua 0,94.
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CAPITULO Il
3. MARCO METODOLOGICO
3.1 Localizacion y duracion del Experimento
El trabajo experimental se llevd a cabo en el Ecuador, provincia de Chimborazo, canton
Riobamba, en la Escuela Superior Politécnica de Chimborazo ubicada en la Av. Panamericana
Sur km 1% en los Laboratorios de Bromatologia y Nutricion Animal, asi como en el de Ciencias
Bioldgicas de la Facultad de Ciencias Pecuarias. Teniendo una duracion de 90 dias.

Las condiciones meteoroldgicas de la zona de influencia se describen en la tabla 3-1

Tabla 3-1: Condiciones meteorolégicas del canton Riobamba

INDICADORES PROMEDIO
Temperatura (°C) 11,97
Precipitacion (mm) 122
Humedad relativa (%0) 85
Dias lluviosos (dias) 15
Horas de sol (horas) 5,40

Fuente: Climate Data, 2022.
Realizado por: Lala J., 2023.

3.2 Unidades experimentales

Cada unidad experimental estuvo constituida por 250 ml de muestra por repeticién, teniendo 4

repeticiones por tratamiento, dando un total de 4000 ml.

3.3 Materiales equipos e insumos

3.3.1 Materiales

Frasco termorresistente
Cajas de Petri

Botellas de Plastico
Frascos de Vidrio
Cilindro de Gas

YV V V V V
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V VV V V V V VYV V V V V V VY V V V

Coladores

Gradilla de Metal

Iman Agitador Magnético
Tubos de Eppendorf
Tubos de ensayo

Vasos de Precipitacion
Papel film

Papel de Cocina

Papel Industrial

Papel de aluminio
Puntas Plasticas de 1 ml
Cofia

Guantes

Mascarilla

Mandil

Agitador Magnético

Hisopo para Toma de Muestras.

3.3.2 Equipos

Autoclave

Balanza Analitica
Bafio Maria
Incubadora

Mechero a Gas
Micropipeta Volumétrica
pH metro
Refrigeradora
Licuadora

Contador de colonias
Airlock

3.3.3 Insumos

>
>

Agua Destilada
Alcohol al 70%
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Alcohol al 96%
Acetobacter Agar (Glucose)

Pulpa de Tomate (Lycopersicon esculentum)

Hidroxido de Sodio 0,1N.
MacConkey Agar
Trypticase Soy Agar
Baird-Parker Agar Base
Agar EMB

YV V. V VYV V V V V V

3.4 Instalaciones

Bacteria: Acetobacter aceti aislada del Bosque Primario-Pungala

Se realizé en los Laboratorios de Bromatologia y Nutricion Animal y en el Laboratorio de

Ciencias Bioldgicas, de la Facultad de Ciencias Pecuarias de la Escuela Superior Politécnica de

Chimborazo.

3.5 Tratamiento y Disefio Experimental

Se evalué el efecto de diferentes concentraciones de antimicrobiano (65, 75, 80 %) aplicados a

mesas de acero inoxidable en la empresa ARSAICO Cia. Ltda. para ser comparado con un control

(67%), por lo que se conté con 4 tratamientos experimentales y cada uno de ellos con 4

repeticiones, como se observa en la Tabla 3-2:

Tabla 3-2: Esquema del experimento

Tipos de antimicrobianos Cadigo . T.UE* ml/Trat.
Repeticiones
TO Antimicrobiano comercial 67% TO 4  250ml 1000
T1 Antimicrobiano 65% T1 4  250ml 1000
T2 Antimicrobiano 75% T2 4  250ml 1000
T3 Antimicrobiano 80% T3 4  250ml 1000
Total, ml 4000

TUE*: Tamafio de la Unidad Experimental 250 ml
Realizado por: Lala J., 2023.

Las mediciones experimentales seran modeladas bajo un Disefio Completamente al Azar (DCA)

el mismo consta de 4 tratamientos, 4 repeticiones. En donde La formula del disefio es:

Yij = p + ai + €ij
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Donde:

Yij = Valor del pardmetro en determinacion.
u = Efecto de la media por observacion.
ai =Efecto de los tratamientos.

€ij =Efecto del error experimental

3.6 Mediciones experimentales

Las mediciones experimentales consideradas seran:

3.6.1 Anadlisis Fisicoquimico, segun la Norma INEN 2296:2013
» Acidez total, (como acido acético), %

» Acidez volatil, (como &cido acético), %
» pHa20°C

3.6.2 Recuento De Microorganismos Antes De La Aplicacion, segun la Resolucion
Ministerial N° 461-2007/ MINSA

Escherichia coli (Ufc/cm?)
Listeria monocytogenes (Ufc/ cm?)
Staphylococcus aureus (Ufc/ cm?)

YV V VYV V

Salmonella spp. (Ufc/ cm?)

3.6.3 Recuento Microbiolégico Después De La Aplicacion segun las UNE-EN 1SO 18593:
2019 y la Resolucion Ministerial N° 461-2007/ MINSA

Escherichia coli (Ufc/ cm?)
Listeria monocytogenes (Ufc/ cm?)

Staphylococcus aureus (Ufc/ cm?)

YV V V V

Salmonella spp. (Ufc/ cm?)

3.7 Analisis estadistico y pruebas de significancia
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Para la estimacion de las diferentes variables de la presente investigacion se llevaran a cabo varios
analisis de laboratorio. Los resultados que se obtengan seran evaluados mediante las siguientes

pruebas estadisticas completamente al azar:

» Andlisis de Varianza (ADEVA), para aceptar la hipotesis.

» Separacion de medias (P<0,05) a través de la prueba de Tukey.
» Estadistica Descriptiva.

El esquema del ADEVA se reporta en la tabla 3-3.

Tabla 3-3: Esquema de ADEVA

Fuente de variacion Grados de libertad

Total n-1) =15
Tratamientos t-1)=3
Error (n-1) -(t-1) =12

GL*: Grados de Libertad
Realizado por: Lala J., 2023.

3.8 Procedimiento experimental

Tabla 3-4: Tratamientos del antimicrobiano

TRATAMIENTOS

TO (67%) T1 (65%) T2 (75%) T3 (80%)

Mesas de acero 670 ml de &cido 650 ml de &cido 750 ml de acido 800 ml de é&cido
inoxidable acético + 330 ml acético + 350 ml acético + 250 ml acético + 200 ml
de H20 destilada de H20 destilada de H20 destilada de H20 destilada

Realizado por: Lala J., 2023.

3.9 Proceso para la obtencion del antimicrobiano

Durante la fermentacion, las sustancias organicas sufren una serie de cambios quimicos
(reducciones y oxidaciones) en ausencia o presencia de oxigeno, que produce energia, algunas de
las cuales se oxidan y otras se reducen ain mas. Los sustratos se descomponen mediante enzimas
producidas por microorganismos para este fin, el proceso natural de obtencién conlleva a dos
fermentaciones diferentes; La fermentacion alcohdlica, las levaduras presentes en la fruta
transforman los azucares en alcohol y la fermentacion acética, las acetobacterias convierten el

alcohol en acido acético (Chavez Lema, 2019, pag. 15).
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3.9.1 Proceso experimental

De acuerdo con (Huaman Sanchez, 2019) se procede de la siguiente manera para la elaboracion del

antimicrobiano (péags. 30-31).

3.9.1.1 Recepcion de la materia prima

Se receptd el Tomate Rifion (Lycopersicon esculentum) de la empresa ARSAICO Cia. Ltda. y se

realizé una inspeccion visual para verificar que se encuentre en perfecto estado.

3.9.1.2 Seleccion y lavado

Mediante un analisis visual, se selecciond los Tomates que se encuentren en mejor estado, los que
no presenten ninguna alteracién fisicogquimica o bioldgica, se procedi6 a lavar con agua para
eliminar la mayor cantidad de impurezas que pueda contener.

3.9.1.3 Cortado y Licuado:

Con la ayuda de un cuchillo se procedié a cortar el tomate en cuatro partes, las cuales seran

llevadas a la licuadora para triturar y de esta manera conseguir un sustrato.

3.9.1.4 Fermentacion alcohdlica

Se llevo el sustrato a envases de vidrio para realizar la fermentacion, la cual se realiz6 a una

temperatura de 22 a 25 °C aproximadamente.

3.9.1.5 Filtracion

Se filtrd el sustrato con un colador y una malla de nailon ultrafino a envases de vidrio.

3.9.1.6 Inoculacién

Se agrego0 la bacteria Acetobacter aceti, para que realice proceso de fermentacion acética y asi

obtener el &cido acético de Tomate Rifién (Lycopersicon esculentum).
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3.9.1.7 Fermentacion acética

Este proceso se realizé a una temperatura de 25 °C.

3.9.1.8 Filtrado

Se filtro el sustrato para retirar cualquier elemento extrafio que pueda estar presente.

3.9.1.9 Envasado

El &cido acético se envaso en botellas de vidrio para conservar de mejor manera las caracteristicas.

3.9.2 Elaboracién de Antimicrobiano

3.9.2.1 Formulacién

Se procedio a preparar el Antimicrobiano en diferentes concentraciones, las cuales contienen

65%, 75% y 80% de &cido acético respectivamente.

3.10 Metodologia de evaluacion

3.10.1 Andlisis Fisicoquimico

Para los analisis fisicoquimicos de pH, acidez total y acidez volatil del antimicrobiano se utilizara
la Norma INEN 2296 (Instituto Ecuatoriano de Normalizacién, 2013) la cual indica cada uno de los
procesos a seguir para el analisis.

3.10.2 Recuento De Microorganismos

Para la toma de muestras de microorganismos en las mesas de acero inoxidable se utiliz6 la
Resolucién Ministerial N° 461 (Ministerio de Salud, 2007), para determinar los niveles aceptables de
Escherichia coli, Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus y Salmonella spp., en

superficies en contacto se utilizé la norma UNE-EN ISO 18593 (Asociacién Espafiola de Normalizacion,

2019) y la Resolucién Ministerial N° 461 (Ministerio de Salud, 2007).
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CAPITULO IV

4. ANALISIS E INTERPRETACION DE RESULTADOS

4.1 Caracterizacion Fisicoguimica de un Antimicrobiano elaborado con Acetobacter aceti

Los parametros evaluados pH, acidez total y acidez volatil se reportan en la tabla 4-1.

Tabla 4-1: pH, acidez total y acidez volatil del antimicrobiano obtenido de la bacteria
Acetobacter aceti

Tratamientos Variables

pH Acidez total Acidez volatil
Antimicrobiano comercial 67% 251 a 513 d 511 d
Antimicrobiano 65% 273 d 475 a 473 a
Antimicrobiano 75% 263 ¢ 488 b 484 Db
Antimicrobiano 80% 255 b 497 c 492 c
E.E. 0.0034 0.22 0.16
Prob. 0.0001 0.0001 0.0001

E.E. Error estandar

Prob. Probabilidad

Medias con una letra en comUn no presentan diferencias significativas.

Prob < 0.01 Existen diferencias altamente significativas (**)

Medias con Muestras diferentes difieren estadisticamente de acuerdo con la prueba de Tukey.
Realizado por: Lala J., 2023.

La tabla 4-1 revela valores de pH los diferentes tratamientos estudiados, registrandose diferencias
estadisticas altamente significativas, con un valor 6ptimo de pH para el tratamiento testigo de
2.51 en relacidon con los otros antimicrobianos. Posiblemente esto se deba a la cantidad de acido
acético presente en los distintos antimicrobianos. Sin embargo, estos valores se encuentran dentro

de los rangos establecidos por la Norma INEN 2296 (Instituto Ecuatoriano de Normalizacion, 2013).

Como se observa en la tabla 4-1 los valores de acidez total registrados en los tratamientos
estudiados presentan diferencias estadisticas altamente significativas, con un valor éptimo de
acidez total para el tratamiento testigo de 5.13 % en relacion con los demas antimicrobianos.
Posiblemente esto se deba a la cantidad de los acidos presentes como es el acido acético el cual
se encuentra en los distintos antimicrobianos. Sin embargo, estos valores se encuentran dentro de

los rangos establecidos por la Norma INEN 2296 (Instituto Ecuatoriano de Normalizacion, 2013).
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En la tabla 4-1 se presenta valores de acidez volatil entre los diferentes tratamientos de
antimicrobiano los cuales indican diferencias estadisticas altamente significativas, con un valor
Optimos de acidez volatil para el tratamiento testigo de 5.11 % en relacién con los demés
antimicrobianos. Posiblemente esto se debe al conjunto de &cidos formados durante la
fermentacidn los cuales se encuentran presentes en los diferentes antimicrobianos. Sin embargo,
estos valores se encuentran dentro de los rangos establecidos por la Norma INEN 2296 (Instituto

Ecuatoriano de Normalizacién, 2013).

4.2  Recuento de microorganismos

Los resultados de Escherichia coli, Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus y Salmonella
spp. antes y después de la aplicacion del antimicrobiano en diferentes niveles de concentracion se
presentan en la tabla 4-2.

Tabla 4-2: Presencia de Escherichia coli, Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus y

Salmonella spp. antes y después de la aplicacion del antimicrobiano en diferentes porcentajes.

ANTES DESPUES UFC/cm?

UFC/cm?
Microorganismo | M. acero | TO (67%) T1 (65%) T2 (75%) T3(80%) | E.E Prob.

inoxida.
Escherichia coli 1.16x10? Oc 1.13x10%b 1.15x10% a Oc| 029 0.0001
Listeria 1.1775x102 Ob 1.1425x10%a 1.1375x10%a Ob| 0.18 0.0001
monocytogenes
Staphylococcus 1.165x10? Ob 1.1575x10%a 1.1525x10%a Ob | 0.27 0.0001
aureus
Salmonella spp 1.17x10? 0b 1.1575x10%a 1.16x10% a Ob ]| 0.24 0.0001

E.E. Error estandar

Prob. Probabilidad

C.V. Coeficiente de variacion

Medias con una letra en com(n no presentan diferencias significativas.

Prob < 0.01 Existen diferencias altamente significativas (**)

Medias con Muestras diferentes difieren estadisticamente de acuerdo con la prueba de Tukey.
Realizado por: Lala J., 2023.

Como revela la tabla 4-2 antes de la aplicacion de los distintos tratamientos (antimicrobianos)
analizados se observa una poblacién de Escherichia coli de 1.16 x10? UFC/cm?. Al aplicar los
antimicrobianos analizados, registra ausencia de poblacion de Escherichia coli en los tratamientos

TO y T3; sin embargo, en los tratamientos T1 y T2 registra una disminucién minima de la
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poblacién de esta bacteria. Esto posiblemente se debe a la cantidad de acido acético presente. Los
resultados obtenidos en la presente investigacion estan dentro de los rangos permitidos por la
norma UNE-EN 1SO 18593 (Asociacién Espafiola de Normalizacion, 2019) mientras que los tratamientos

T1y T2 no cumplen con el requisito que establece < 1 UFC/cm?,

La tabla 4-2 antes de la aplicacion de los distintos tratamientos (antimicrobianos) analizados
presenta una poblacién de Listeria monocytogenes de 1.1775x10? UFC/cm?. Después de la
aplicacion de los distintos antimicrobianos estudiados, se registra ausencia de poblacion de
Listeria monocytogenes en los tratamientos TO y T3; mientras que en los tratamientos T1y T2
registra una pequefia disminucion bacteriana. Esto se deba posiblemente a la cantidad de &cido
acético presente. Adicionalmente los resultados obtenidos en la presente investigacion estan
dentro del rango aceptable por la Resolucion Ministerial N° 461 (Ministerio de Salud, 2007) mientras
que los tratamientos T1y T2 no cumplen con el requerimiento que establece Ausencia UFC/cm?.

Como se presenta en la tabla 4-2 antes de la aplicacion de los diferentes tratamientos
(antimicrobianos) estudiados la poblacién de Staphylococcus aureus es de 1.165x10? UFC/cm?.
Una vez aplicados los distintos antimicrobianos analizados, se registra ausencia de poblacién de
Staphylococcus aureus para los tratamientos TO y T3; por otra parte, para los tratamientos T1 y
T2 presenta una minima disminucion bacteriana. Esto se deba posiblemente a la cantidad de acido
acético presente. Adicionalmente los resultados obtenidos en la presente investigacion estan
dentro del rango aceptado por la Resolucion Ministerial N° 461 (Ministerio de Salud, 2007) mientras

que los tratamientos T1y T2 no cumplen con el requerimiento que establece < 1 UFC/cm?.

En la tabla 4-2 indica que antes de la aplicacién de los distintos tratamientos (antimicrobiano)
analizados la poblacion de Salmonella spp. es de 1.17x102 UFC/cm?. Después de la aplicacion de
los diferentes tratamientos estudiados, se registré ausencia de poblacién de Salmonella spp. para
los tratamientos TO y T3; por otro lado, para los tratamientos T1y T2 presenta una disminucién
minima de poblacion de dichas bacterias. Posiblemente esto se deba a la cantidad de acido acético
presente. Adicionalmente los resultados obtenidos en la presente investigacion estan dentro del
rango aceptado por la Resolucion Ministerial N° 461 (Ministerio de Salud, 2007) mientras que los

tratamientos T1 y T2 no cumplen con el requerimiento que establece Ausencia UFC/cm?,
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5.

5.1

>

CAPITULO V

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Conclusiones

Al caracterizar los antimicrobianos elaborados con la bacteria Acetobacter aceti los
parametros fisicoquimicos (pH, Acidez total y acidez volatil) registraron diferencias
estadisticas entre sus respectivas medias, encontrandose dentro de los limites de aceptacion
que establece la Norma INEN 2296, con valores més altos para el tratamiento testigo con
valores de 2.51, 5.13% y 5,11%, para pH, acidez total y acidez volatil respectivamente.

Al evaluar microbiol6gicamente antes de la aplicacion del antimicrobiano en las superficies
de las mesas analizadas, se registraron presencia de Escherichia coli, Listeria monocytogenes,
Staphylococcus aureus y Salmonella spp. con poblaciones elevadas de 1.16x10? UFC/cm?,
1.1775x10% UFC/cm?, 1.165x102 UFC/cm? y 1.17x102 UFC/cm? respectivamente.

El efecto del antimicrobiano al analizar las mesas de acero inoxidable después de su
aplicacion, registro ausencia de la poblacion de Escherichia coli, Listeria monocytogenes,
Staphylococcus aureus y Salmonella spp. en los tratamientos TO (76% acido acético) y T3
(80% de acido acético) siendo los mas eficaces, ya que se encuentran dentro de los requisitos
de la norma UNE-EN ISO 18593y la Resolucion Ministerial N° 461.

22



5.2 Recomendaciones

» Utilizar el mejor tratamiento T3 con 80% de &cido acético como método de desinfeccion en

superficies por su eficacia.

» Realizar méas investigaciones sobre el efecto antimicrobiano de la bacteria Acetobacter aceti

en diferentes superficies de interés agroindustrial como utensilios, maquinaria, pisos, paredes.

» Elaborar un antimicrobiano con bacteria Acetobacter aceti utilizado otros sustratos de origen
bioldgico para determinar su eficacia.
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ANEXOS

ANEXO A: DIAGRAMA DE PROCESO DE ELABORACION DE ANTIMICROBIANO.
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ANEXO B: PREPARACION DEL SUSTRATO PARA INOCULAR LA BACTERIA

Acetobacter aceti.




ANEXO D: ANALISIS FISICOQUIMICOS.




ANEXO F: CONTEO DE MICROORGANISMOS.

ANEXO G: TABLA DE RESULTADOS DE pH, ACIDEZ TOTAL Y ACIDEZ VOLATIL.

_ Acidez Acidez

Tratamiento pH total volatil

TO0 2.51 5.13 511
To 2.51 5.12 5.10
To 2.52 5.12 5.10
TO0 2.51 5.14 511
T1 2.74 477 4.74
T1 2.72 4.74 4.72
T1 2.72 474 4.72
T1 2.73 4.76 4.73
T2 2.63 4.87 4.83
T 2.62 4.88 4.84
T2 2.64 4.89 4.85
T2 2.63 4.87 4.84
T3 2.55 4.97 4.92
T3 255 4.98 4.93
T3 2.55 4.97 4.92
T3 2.55 4.96 4.91

ANEXO H: ANALISIS ESTADISTICO FISICOQUIMICO DEL ANTIMICROBIANO pH.

Analisis de la varianza

Variable N R? R? Aj CV
pH 16 0.99 0.99 0.26
Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Tratamiento 0.11 3 0.04 791.64 <0.0001
Error 5.5E-04 12 4.6E-05

Total 0.11 15




Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=0.01421
Error: 0.0000 gl: 12

Tratamiento Medias n E.E.

TO 2.51 4 3.4E-03 A

T3 2.55 4 3.4E-03

T2 2.63 4 3.4E-03 C
T1 2.73 4 3.4E-03

D

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0.05)

ANEXO I: ANALISIS ESTADISTICO FISICOQUIMICO DEL ANTIMICROBIANO ACIDEZ

TOTAL.

Analisis de la varianza

Variable N R? R2 Aj CV
Acidez total 16 1.00 0.99 0.22

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Tratamiento 0.30 3 0.10 840.47 <0.0001
Error 1.4E-03 12 1.2E-04
Total 0.30 15
Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=0.02288
Error: 0.0001 gl: 12
Tratamiento Medias n E.E.

T1 4.75 4 0.01 A

T2 4.88 4 0.01 B

T3 4.97 4 0.01

TO 5.13 4 0.01 D

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0.05)

ANEXO J: ANALISIS ESTADISTICO FISICOQUIMICO DEL ANTIMICROBIANO

ACIDEZ VOLATIL.

Analisis de la varianza

Variable N R? R?2 Aj CV
Acidez volatil 16 1.00 1.00 0.16

Cuadro de Andlisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Tratamiento 0.30 3 0.10 1564.23 <0.0001
Error 7.8E-04 12 6.5E-05
Total 0.30 15
Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=0.01687
Error: 0.0001 gl: 12
Tratamiento Medias n E.E.

T1 4.73 4 4.0E-03 A

T2 4.84 4 4.0E-03

T3 4.92 4 4.0E-03 C

TO 5.11 4 4.0E-03 D

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0.05)



ANEXO K: VALORES
ANTIMICROBIANO.
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ANEXO L: VALORES DE ACIDEZ TOTAL DE LOS DIFERENTES TRATAMIENTOS DE

ANTIMICROBIANO.
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ANEXO M: VALORES DE ACIDEZ VOLATIL DE LOS DIFERENTES TRATAMIENTOS
DE ANTIMICROBIANO.

Acidez volatil

5.2
5.11
5.1

4.92
49 4.84
4.8
4.73

47
4.6
4.5

Comercial 67% Antim 65% Antimo 75% Antim 80%

ANEXO N: TABLA DE RESULTADOS MICROBIOLOGICOS.

ANTES DESPUES
MICROORGANISMO | Mesa  acero | TO (67%) | T1(65%) | T2 (75%) | T3 (80%)
inoxidable
Escherichia coli 1.15 x 102 0 1.13x10% | 1.14 x 102 0
Escherichia coli 1.16 x 102 0 1.14 x 10% | 1.15 x 102 0
Escherichia coli 1.17 x 102 0 1.13x10% | 1.16 x 102 0
Escherichia coli 1.16 x 102 0 1.12 x 10% | 1.15 x 102 0
Listeria monocytogenes 1.17 x 102 0 1.14x10? | 1.14 x 102 0
Listeria monocytogenes 1.18 x 102 0 115x 102 | 1.13 x 102 0
Listeria monocytogenes 118 x 102 0 1.14x10? | 1.14 x 102 0
Listeria monocytogenes 1.18 x 102 0 1.14x10? | 1.14 x 102 0
Staphylococcus aureus 1.16 x 10? 0 1.15x10? | 1.15 x 10? 0
Staphylococcus aureus 117 x 102 0 116x 102 | 1.16 x 102 0
Staphylococcus aureus 117 x 102 0 1.15x10? | 1.15 x 10? 0
Staphylococcus aureus 1.16 x 102 0 1.17x10? | 1.15 x 102 0
Salmonella spp. 1.16 x 10? 0 1.15x10? | 1.15 x 10? 0
Salmonella spp. 1.17 x 102 0 1.16x 102 | 1.16 x 102 0
Salmonella spp. 118 x 102 0 1.16 x 10? | 1.17 x 10? 0
Salmonella spp. 1.17 x 10? 0 1.16 x10% | 1.16 x 10? 0




ANEXO O: ANALISIS ESTADISTICO MICROBIOLOGICO DESPUES DE ESCHERICHIA
COLLI.

Analisis de la varianza

Variable N R? R2 Aj CV
Después E. coli 16 1.00 1.00 1.01

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Tratamientos 51992.00 3 17330.67 51992.00 <0.0001
Error 4.00 12 0.33
Total 51996.00 15

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=1.21205
Error: 0.3333 gl: 12

Tratamientos Medias n E.E.

T2 115.00 4 0.29 A

T1 113.00 4 0.29 B

TO 0.00 4 0.29 C
T3 0.00 4 0.29 C

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0.05)

ANEXO P: ANALISIS ESTADISTICO MICROBIOLOGICO DESPUES DE LISTERIA
MONOCYTOGENES.

Analisis de la varianza

Variable N R? R2 Aj CV
Después L. monocytogenes 16 1.00 1.00 0.62

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Tratamientos 51984.50 3 17328.17 138625.33 <0.0001
Error 1.50 12 0.12
Total 51986.00 15

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=0.74223
Error: 0.1250 gl: 12

Tratamientos Medias n E.E.

T1 114.25 4 0.18 A

T2 113.75 4 0.18 A

TO 0.00 4 0.18 B
T3 0.00 4 0.18 B

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0.05)

ANEXO Q: ANALISIS ESTADISTICO MICROBIOLOGICO DESPUES DE
STAPHYLOCOCCUS AUREUS.

Analisis de la varianza

Variable N R? R? Aj CV
Después S. aureus 16 1.00 1.00 0.94




Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Tratamientos 53361.50 3 17787.17 60984 .57 <0.0001
Error 3.50 12 0.29
Total 53365.00 15

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=1.13377
Error: 0.2917 gl: 12

Tratamientos Medias n E.E.

T1 115.75 4 0.27 A

T2 115.25 4 0.27 A

TO 0.00 4 0.27 B
T3 0.00 4 0.27 B

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0.05)

ANEXO R: ANALISIS ESTADISTICO MICROBIOLOGICO DESPUES DE SALMONELLA
SPP.

Analisis de la varianza

Variable N R? R?2 Aj CV
Después Salmonella spp 16 1.00 1.00 0.83

Cuadro de Andlisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Tratamientos 53708.19 3 17902.73 78121.00 <0.0001
Error 2.75 12 0.23
Total 53710.94 15

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=1.00498
Error: 0.2292 gl: 12

Tratamientos Medias n E.E.

T2 116.00 4 0.24 A

T1 115.75 4 0.24 A

TO 0.00 4 0.24 B
T3 0.00 4 0.24 B

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0.05)

ANEXO S: VALORES ANTES Y DESPUES DE LA APLICACION DEL TRATAMIENTO
TO AL 67% DE ANTIMICROBIANO COMERCIAL.
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ANEXO T: VALORES ANTES Y DESPUES DE LA APLICACION DEL TRATAMIENTO
T1 AL 65% DE ANTIMICROBIANO.
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ANEXO U: VALORES ANTES Y DESPUES DE LA APLICACION DEL TRATAMIENTO
T2 AL 75% DE ANTIMICROBIANO.
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ANEXO V: VALORES ANTES Y DESPUES DE LA APLICACION DEL TRATAMIENTO
T3 AL 80% DE ANTIMICROBIANO.
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