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RESUMEN

La determinacion de la eficiencia de la concentraciéon de agentes biocidas en el
control de Salmonella spp, Escherichia coli y Aerobios mesofilos en huevos de
gallina comerciales para alargar el tiempo de vida util fue el objetivo de la presente
investigacion. Se realizaron analisis microbiologicos de Aerobios mesdofilos,
Salmonella spp y Escherichia coli interna y externa, a los huevos de gallina antes
de la aplicacion de biocidas para determinar la carga microbiana inicial. Los factores
de estudio aplicados fueron el tipo de biocida (CID 20, Vanodine y Amonio
cuaternario) y su concentracion, mientras que la variable bloqueo fueron los dias
21 y 28, utilizando un arreglo factorial 32 en Disefio de Bloques Completamente al
Azar (DBCA) manejados independientemente y se aplicaron nueve tratamientos
mas un testigo. Los biocidas fueron aplicados mediante nebulizacion a los huevos
de gallina de acuerdo con los tratamientos, transcurrido el tiempo de
almacenamiento (21 y 28 dias) se realizaron analisis microbiol6gicos en donde se
observo reduccioén significativa en la carga microbiana, siendo los tratamientos T2
(Cid 20: 4 ml/l) y T3 (Cid 20: 5 ml/l) efectivos en la inhibicién de Aerobios mesofilos,

logrando aumentar siete dias la vida util de los huevos de gallina.

PALABRAS CLAVE

Principios activos, nebulizacién, vida util, inocuidad, microorganismo.
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ABSTRACT

The determination of the efficiency of the concentration of biocidal agents in the
control of Salmonella spp, Escherichia coli and mesophilic aerobes in commercial
chicken eggs to extend the useful life time was the objective of the present
investigation. Microbiological analyzes of mesophilic aerobes, Salmonella spp and
Escherichia coli internal and external, were performed on chicken eggs before the
application of biocides to determine the initial microbial load. The study factors
applied were the type of biocide (CID 20, Vanodine and Quaternary Ammonium)
and its concentration, while the block variable was on days 21 and 28, using a 32
factorial arrangement in Completely Random Block Design (CRBD) independently
managed and nine treatments plus one witness were applied. The biocides were
applied by nebulization to the chicken eggs according to the treatments, after the
storage time (21 and 28 days), microbiological analyzes were performed where a
significant reduction in the microbial load was observed, the treatments being T2
(Cid 20: 4 ml/l) and T3 (Cid 20: 5 ml/l) effective in the inhibition of mesophilic
aerobes, managing to increase the useful life of chicken eggs by seven days.

KEY WORDS

Active principles, nebulization, useful life, safety, microorganism



CAPITULO I. ANTECEDENTES
1.1. Planteamiento y formulacién del problema

El huevo es el producto de la ovulacién de las gallinas y otras aves de estructura
biolégica natural con cascara que proporciona protecciéon al desarrollo de
embriones, se caracteriza por tener un alto valor nutritivo y un amplio uso a nivel

industrial debido a sus propiedades funcionales (Almeida, et al., 2012).

Es necesario indicar que los huevos de gallina recién obtenidos son estériles por
un periodo de tiempo relativamente corto después de salir del ave, se puede en
éstos encontrar numerosos y diferentes tipos de microorganismos en su superficie,
que bajo determinadas condiciones (temperatura de almacenamiento, frescura del
huevo, nivel de contaminacion ambiental, manipulacién, entre otros) pueden
ingresar, multiplicarse y causar su deterioro. Ademas, una humedad elevada
favorece en gran medida el desarrollo de microorganismos en la superficie y la
consecuente penetracion por las membranas internas (Jay, Loessner, & Golden,
2015).

Dentro del grupo de los microrganismos que pueden contaminar los huevos de
gallina en diferentes etapas, desde la produccion hasta el consumo, se encuentran
dos tipos de contaminaciones representativas como son la transovarica que sucede
cuando los huevos son infectados durante su formacién en los ovarios de las aves
mientras que la transmision horizontal se produce cuando son expuestos a un
ambiente contaminado donde los microorganismos penetran la cascara del huevo
(Reu, et al., 2006).

Entre los tipos de microorganismos contaminantes del huevo de gallina se
encuentran bacterias del género: Pseudomonas, Acinotebacter, Proteus,
Aeromonas, Alcaligenes, Escherichia coli, Micrococcus, Salmonella, Serratia,
Enterobacter, Flavobacterium y Staphylococcus (Jay, et al., 2015), generando
patologias como la salmonelosis producida por especies de Salmonella spp, la
forma de manifestarse en los seres humanos es como una gastroenteritis o

enterocolitis aguda, los sintomas aparecen de 6 a 48 horas después de la ingesta



del alimento (huevo) y pueden ser: cefaleas, dolor abdominal, diarreas, nauseas,
vomito, fiebre y deshidratacion y en ocasiones muerte por falta de tratamiento

(Rincon, Ramirez, & Vargas, 2011).

Estudios revelan que la superficie del huevo de gallina es contaminada por
Salmonella spp. y Escherichia coli, a partir de materia fecal o por una mala
manipulacion o por dafios del mismo que puede ser una de las vias de entrada de
esos microorganismos que deben ser controlados de forma eficaz (Rodriguez,
2016).

Para evitar lo anterior, algunos estudios indican que se han aplicado medidas de
control sanitario, entre las cuales el uso de biocidas mejora la higiene de
procesamiento y ayudan a mantener o mejorar la vida de anaquel y la inocuidad
alimentaria de los huevos de gallina (Lopez, Reyes, Franco, Matias, & Juarez,

2014), ofreciendo al consumidor un alimento seguro.

Una de las alternativas para la disminucion o eliminacién de agentes microbianos
en el huevo es mediante la utilizacion de biocidas de origen biolégico comercial,
entre los que se estudiara la eficiencia de combinacion de
alquildimetilbenzilamoniocloruro, Glutaraldehido, formaldehido, glyoxal, e
isopropanol con nombre comercial (Cid 20); combinacion de yodo, acido
hidroydnico y alcohol etoxilato con nombre comercial Vanodine y Cloruro de alquil-
dimetil-bencil-amonio con nombre comercial Amonio cuaternario 20% Maymo,
identificando entre ellos aquel que permita destruir, contrarrestar, neutralizar y/o
impedir la accidon microbiana o, ejercer el control de cualquier organismo nocivo
para el fin deseado, por medios fisicos como parte del proceso de desinfeccidén o

esterilizacion.

Debido a esto, surge la siguiente interrogante: ¢ La aplicacion de agentes biocidas
y su adecuada concentracion, permitira el control de Salmonella spp, Escherichia
coli y Aerobios mesodfilos en huevos de gallina comerciales en avicola El Jacalito

de Santo Domingo?



1.2. Justificacion

En la busqueda de alternativas para eliminar los microorganismos en huevos se
han utilizado sustancias como los biocidas, es por ello que esta investigacion
identifico la accidn bactericida de tres biocidas los que comercialmente se conocen
como CID 20, combinacion de Alquildimetilbenzilamoniocloruro, Glutaraldehido,
Formaldehido, Glyoxal e Isopropanol; Vanodine, combinaciéon de Yodo, Acido
hidroyonico y Alcohol Etoxilato y Amonio cuaternario-20% Maymo que contiene

cloruro de alquil-dimetil-bencil-amonio.

Lopez, Grande, Lucas, & Galvez (2010) manifiesta que estos productos tienen la
capacidad de destruir, neutralizar, impedir la accién o ejercer control sobre
Salmonella spp y Escherichia coli mediante la oxidacion de las proteinas que
modifican la permeabilidad de la membrana de estos microorganismos y generan
entrecruzamiento que la hacen rigida y alteran la presion intracelular produciendo

la muerte del microorganismo.

En concordancia con el Plan Toda una Vida emitido por el Concejo Nacional de
Planificacion CNP (2017), fundamentado en el Eje 2 que expresa que la economia
debe estar al servicio de la sociedad y el Objetivo 5: “Impulsar la productividad y
competitividad para el crecimiento econdomico sostenible de manera redistribuida y
solidaria” resaltan la importancia del aprovechamiento correcto de los recursos
naturales del pais sin afectar el equilibrio con el medio ambiente para la produccion
de alimentos innovadores y de calidad, en correlacion participativa entre

proveedores, productores y comunidad.

En este sentido a través del Servicio Ecuatoriano de Normalizacion INEN (2013),
se establece la NTE INEN 1973:2013 para huevos comerciales y ovoproductos, en
donde consta los requisitos microbioldgicos de los huevos frescos en recuento de
Escherichia coliinterna, Escherichia coli externa 'y Salmonella spp, que representan
parametros de inocuidad del producto final.

En la actualidad los consumidores no sélo piden, si no que exigen una seguridad

alimentaria en los productos que consumen y sobre todo desde ciertas alarmas y



crisis alimentarias que se han ido desarrollando en los ultimos anos. Esta exigencia
junto con el mayor compromiso del campo avicola y la importancia de posicionarse
dentro del mercado con un producto mas seguro, genera en la industria alimentaria
y empresas del sector la necesidad de adoptar medidas extras de control y

seguridad.

Es importante destacar que las medidas preventivas en la crianza de las aves y en
el procesamiento y manejo comercial de ovoproductos y sus derivados, en conjunto
con una educacion sanitaria, permite la reduccion considerable del grado de

contaminacién principalmente por Salmonella spp y Escherichia coli.

Segun Ribas (2006), para el control del riesgo ambiental debe estimarse el posible
impacto sobre la estructura y funcidn de los ecosistemas para cada agente toxico
individual, también la evidencia del riesgo de contaminacion ambiental por
productos quimicos. Los resultados pueden expresarse en forma cualitativa y
cuantitativa con la valoracién del nivel de incertidumbre de la determinaciéon o

estimacion.

1.3. Objetivos

1.3.1. Objetivo General

e Determinar la concentracion de agentes biocidas para el control de
Salmonella spp, Eschirichia coli y Aerobios mesofilos en huevos de gallina

comerciales de Avicola El Jacalito.
1.3.2. Objetivos Especificos

e Identificar la carga microbiana inicial en huevos de gallina sin aplicacion de
desinfectantes para su contraste con la normativa nacional vigente.

¢ Determinar la adecuada concentracidn del biocida que permita el control de
Salmonella spp y Escherichia coli.

o Establecer el mejor biocida que permita el incremento de vida util (Aerobios
mesofilos) del huevo de gallina comercial.



1.3. Hipétesis

La concentracion adecuada de agentes biocidas permite el control de Salmonella
spp, Escherichia coli y Aerobios mesoéfilos en huevos de gallina comerciales en

avicola El Jacalito.



CAPITULO Il. MARCO TEORICO

2.1. Historia avicola en Ecuador

Segun la Superintendencia de Control del Poder de Mercado (SCPM, 2014), la
avicultura con un caracter empresarial se inicié en el Ecuador en el afio 1957 con
el establecimiento de la planta de incubacién artificial llamada Avicola Helvética. En
1958, empezd la produccion de huevos comerciales y la venta de pollitas
importadas en la finca “La Estancia” ubicada en Puembo, localidad cercana a la
ciudad de Quito, a partir de 1970 esta actividad cobra mayor importancia debido a
la aparicion de nuevas y mayores empresas ubicadas principalmente en las

provincias de Pichincha, Guayas y Manabi.

De acuerdo al informe ejecutivo de la Encuesta de Superficie y Produccion
Agropecuaria Continua (INEC, 2017), la produccién de huevos de aves criadas en
campo, la regidn Sierra es la que mas aporta con 46,79%, seguido de la Costa con
el 42,53% y el Oriente con el 10,65%; mientras que en planteles avicolas la region
Sierra tiene una produccién de 87,67% y la Costa 12,33%, destacando de esta
manera que la mayor concentracion de produccion de huevos en planteles avicolas

se encuentran en la region Sierra.
2.2. El huevo

El huevo de gallina (Gallus gallus) es desde la antigiedad un alimento muy
importante para el hombre y su consumo es casi generalizado en todo el mundo en
la actualidad, lo que ha dado lugar a una actividad de caracter econémico, y sus
operadores conforman un sector especifico en el conjunto de la produccién

ganadera y la industria alimentaria (Instituto de Estudios del Huevo, 2009).

La Norma NTE INEN 1973:2013, define al huevo como el évulo completamente
evolucionado de las especies aviares. La misma norma establece y clasifica al
huevo de gallina, en funcién de su masa (peso) unitaria, masa por docena y por

treinta unidades en gramos, clasificandola de acuerdo a la Tabla 2.1. Los huevos



de otras especies que no se consideran en la clasificacion de la norma técnica, se

deben comercializar de acuerdo a su proveniencia, sin considerar pesos y tamanos.

Tabla 2.1.

Clasificacion de huevos frescos de gallina por su masa (peso) unitaria, masa por docena y por 30 unidades en gramos

Masa unitaria en g Masa por docena Masa por 30 huevos en g
Tipo (tamaiio) Minimo (2) Maximo Minimo Maximo Minimo (2) Maximo
(<) ) (<) (<)
| SUPERGIGANTE 76 912 2280
[l GIGANTE 70 76 840 912 2100 2280
[l EXTRAGRANDE 64 79 768 840 1920 2100
IV GRANDE 58 64 696 768 1740 1920
V MEDIANO 50 58 600 696 1500 1740
VI PEQUENO 46 50 552 600 1380 1500
VII INICIAL 46 552 1380

Fuente: Norma NTE INEN 1973:2013

El huevo es el alimento que proporciona en forma mejor balanceada los nutrientes
que el hombre necesita, la proteina que contiene es de alta calidad, dado que posee
todos los aminoacidos esenciales para la vida y salud del organismo. Ademas,
contiene grasa optima principalmente la yema, la que es fuente concentrada de
energia para el proceso metabodlico del organismo. El huevo es también un
excelente proveedor de hierro, fosforo, minerales y vitaminas. Dado a su agradable
sabor y a las innumerables formas de prepararlo en las comidas, es un alimento
universal, porque es consumida en todas las regiones del mundo (Lépez, Reyes,

Franco, Matias, & Juarez, 2014).
2.2.1. Estructura

En su trabajo de tesis, Neira (2016) hace referencia importante acerca de la
estructura del huevo, en donde menciona que su contenido basico es una yema
central rodeada por el albumen o clara y todo envuelto por una cascara externa que
lo protege. Las proporciones medias de estos componentes son yema 31%,
albumen 58% y cascara 11%. En la Figura 2.1, se indica las partes principales de
la estructura del huevo, las que cumplen la funcion de proteccién contra

microorganismos patogenos que modifican la calidad.
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Figura 2.1. Partes principales de la estructura del huevo. Adaptado del Instituto de Estudios del Huevo, 2009. El gran
libro del huevo

Segun el Instituto de Estudios del Huevo (2009), describe las caracteristicas y

funcién de cada parte estructural de la siguiente manera:

La cascara se situa sobre las membranas testaceas (interna y externa) y
esta cubierta por la cuticula organica como muestra la Figura 2.2. Constituye
una estructura compleja formada por: capa mamilar, con nucleos anclados a
la membrana testacea realizandose la calcificacion; capa en empalizada
constituida por columnas de carbonato calcico; cuticula cubre los poros
otorgandole un aspecto brillante, presentando entre 7000 y 15000 poros que

permiten el intercambio gaseoso con el exterior.
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Figura 2.2. Estructura de la cascara de huevo. Adaptado del Instituto de Estudios del Huevo, 2009. El gran libro

del huevo

El albumen inicialmente presenta cuatro zonas diferenciadas en un huevo
fresco: densa interna, en forma de filamentos responsables de asegurar la
suspension de la yema en el centro del huevo; interna fluida; densa externa,
masa gelatinosa que rodea la anterior y se extiende a ambos extremos del
huevo; fluida externa, que esta en contacto con las membranas testaceas y
se visualiza al abrir el huevo.

Las membranas ejercen un papel protector contra la contaminacion
microbiana, siendo la membrana externa la que tiene la funcién de soporte
de la verdadera estructura cristalina que se constituye como cascara.

La cuticula del huevo es una estructura vesicular amorfa de naturaleza
proteica (queratina) que actua a modo de tapdn sellante de los poros de la
cascara y que a los pocos minutos de puesto el huevo comienza a perderse.
A esto se suma el que la cuticula a través de su poder impermeabilizante
impide el acceso de los microorganismos.

Las membranas testaceas, compuestas por fibras que actian a modo de
filtro, compuestas de un nucleo proteico y revestido de una cubierta de
glucoproteinas. La membrana interna es la que mayor resistencia ofrece al
paso de los microorganismos, posiblemente debido a que se halle recubierta
por una fina membrana limitante. Poseen capacidad hidrofobica, es decir,
reduce la disponibilidad de agua para los microorganismos y se crea un

ambiente poco favorable para su multiplicacion.
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e El albumen o clara (saco albuminoideo), actua mediante dos barreras frente
al ataque microbiano: la barrera fisica mediante dos mecanismos la
viscosidad de sus proteinas que dificulta el movimiento de las bacterias,
manteniendo la distancia entre cascara y yema, siendo el resultado de la
interaccidon de dos proteinas del albumen: la lisozima C y la ovomucina y, la
barrera quimica, en donde la clara que cuenta con proteinas que impiden la
multiplicacion de microorganismos invasores por mecanismos de accion
téxica que recae sobre la proteasa, lisozima y accion bloqueante de cationes,

proteinas y vitaminas.

2.2.2 Proceso de produccién del huevo

Neira (2016) menciona que la industria avicola mundial ha cambiado mas durante
los ultimos 50 afios que ningun otro sector de la ganaderia. El consumo total
principalmente de huevos ha aumentado considerablemente durante estas
décadas y continua aumentando a medida que crece la poblacion humana. El éxito

de la industria avicola global puede atribuirse a diversos factores:

¢ Innovaciones técnicas y sustitucion del trabajo manual.

e Ambiente controlado: temperatura optimizada y programas de iluminacion
para facilitar la produccion a lo largo de todo el afio.

e Reduccion de la mortalidad e incremento del rendimiento, debido
fundamentalmente a la mejora de las condiciones higiénicas de produccion.

e Mejor nutricion: formulacion de piensos equilibrados adaptados a las
necesidades especificas de cada sistema productivo.

e Mejora del potencial genético, tanto en aves productoras de carne como en

ponedoras.

La produccion de huevos es una actividad econdmica que se desarrolla en todos
los paises del mundo, como potencias productoras China y otros grandes paises
de Asia, donde se producen mas de la mitad de los huevos para el consumo
mundial. Su importancia radica en la medida del crecimiento de la poblacion y su
desarrollo econémico va acompafado de un mayor consumo de alimentos de

origen animal. América del Norte y del Sur son también grandes productoras, asi
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como la Union Europea, donde situa una posicidon relevante (Instituto de Estudios
del Huevo, 2009).

Castano (2012), menciona en su informe que el huevo ha tenido un posicionamiento
a nivel mundial como un alimento habitual y basico para los humanos, en especial
el huevo de las gallinas, ya que esta especie, fue domesticada hace millones de
afos, todo con el fin de poder tener un consumo regular de la misma. La industria
avicola: criadores, reproductores, productores de huevos, han ido enfocandose de
manera continuada al mercado, compitiendo para conseguir la aceptacion de unos

consumidores cada vez mas criticos y exigentes.

La produccién de huevos destinados a la venta, autoconsumo y otros usos a nivel
nacional en el periodo 2005 al 2013; de acuerdo al ultimo Estudio de Mercado
Avicola enfocado a la Comercializacion del Pollo en Pie emitido por la
Superintendencia de Control del Poder de Mercado (2015) indica que en el 2010 se
registr6 mayor produccién de huevos, esto es 54'562.406 unidades, aportando una
tasa de crecimiento del 19,1% con relacion al 2009; en el 2011 la produccién cae
drasticamente en -11,8%, es decir 48'150.090 unidades con un leve ascenso en el
2012; sin embargo recae en el 2013 para ubicarse en -10,5% con 42'468.055
unidades producidas (Figura 2.3).
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Figura 2.3. Evolucion total de la produccion de huevos 2005-2013. Adaptado del Instituto Nacional de Estadistica y
Censo, 2013. Encuesta de Superficie y Produccion Agropecuaria (ESPAC)

Las estadisticas nacionales presentadas en la figura 2.4, hacen referencia a la

Encuesta de Superficie y Produccidon Agropecuaria Continua ESPAC del Instituto
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Nacional de Estadisticas y Censos INEC (2017), en cuanto a la produccion en
planteles avicolas la region Sierra tiene una produccion de 87,67%, la Costa un
12,33 % y el Oriente con una escaza participacion, destacando de esta manera que
la mayor concentracion de produccion de huevos en planteles avicolas se

encuentra en la region Sierra.

Figura 2.4. Produccién de Huevos Planteles Avicolas. Adaptado del Instituto Nacional de Estadistica y Censo INEC,
2017.

Por ello, la misidon de productores, empresarios y representantes de la industria
avicola se dirige a ser exigentes consigo mismo, no solo para satisfacer las
necesidades de alimentos del pais, sino para producir pollo, carne y huevos con

altos estandares de calidad, a costos asequibles para toda la comunidad.

Consideran que esto facilitara la competencia de sus productos en el mercado
internacional y a la vez se convierta en una actividad sostenible en el tiempo. Con
la actual produccién de maiz ni los industriales, ni toda la cadena podra lograr el

objetivo.
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2.3. Proceso de acondicionamiento y desinfeccion de huevos de

gallina

Actualmente para los consumidores de productos alimentarios los puntos de
atencion e interés son las caracteristicas de apariencia, peso, costo, durabilidad y
empaque del producto, influenciados por sus necesidades, las cuales son
cambiantes, asi como por los objetivos particulares de cada uno de los
consumidores. Para dar respuesta satisfactoria a estas demandas, las empresas
toman decisiones estratégicas para su organizacion como es la implementacion de

sistemas de calidad (L6pez, et al., 2014).
2.3.1. Proceso de lavado de huevo

El tratamiento de un huevo sucio puede hacerse de dos formas, por raspado y por
lavado, el raspado tiene el inconveniente de que, si bien elimina la suciedad,
también dana la cuticula exterior del huevo, debido a esto, es mas conveniente el

método de lavado, siempre y cuando se respeten las siguientes condiciones:

e La solucion a utilizar debe ser detergente e higienizante, a base de
compuestos de cloro, iodo o amonio cuaternario, en la proporcion de 250
ppm.

e En el caso del cloro 5 mL o comercialmente al 5% de cloro activo, por cada
litro de agua y de 200 ppm. En el caso de los otros desinfectantes, la
temperatura de la solucion siempre debera estar entre los 38 y los 40°C,
siempre superior a la temperatura del huevo, el tiempo de lavado no debera
exceder de los tres minutos, la solucion debe renovarse con gran frecuencia
tras 3 0 4 veces de lavado.

e La dureza del agua debe ser adecuada, desde el punto de vista
bacteriolégico y quimico; sobre todo, se ha de prestar atencion a la
concentracion de hierro, ya que ésta nunca debe exceder de 5 ppm (Ramos,
2009).

Logicamente, el tener que proceder a un lavado no solo encarece el producto, sino

que, ademas, aumenta el riesgo de dafar la calidad del huevo.
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2.3.2. Lavado, secado y desinfeccion del huevo

Este debe realizarse en condiciones cuidadosamente controladas de manera que
se reduzcan al minimo los dafios a la cascara y se impida la contaminacién del
contenido del huevo. No deben ser sumergidos antes o durante el lavado, el agua
utilizada para el lavado deberia ser idonea y no deberia perjudicar a la inocuidad e
idoneidad del huevo, teniendo cuidado de que la temperatura, el pH y la calidad del
agua, asi como la temperatura del huevo sean adecuados (Lopez, et.al., 2014).

Si se utilizan productos de limpieza tales como detergentes e higienizadores, deben
ser idoneos, para el proceso de lavado de huevos, se deberian secar para reducir
al minimo la humedad en la superficie de la cascara ya que puede dar lugar a la
formacion del moho, después del lavado deberia existir un saneamiento eficaz de
la cascara y cuando corresponda un aceitado ulterior de la misma, usando un aceite
comestible. El proceso de limpieza empleado no deberia dafar o contaminar los
huevos, la limpieza incorrecta de los huevos puede dar lugar a un nivel mayor de

contaminacién del que existia antes de la limpieza (OMS, 2009).

A veces se utilizan temperaturas mas bajas por un tiempo mayor y se afiaden
combinaciones de detergentes y germicidas, para mejorar las caracteristicas de
conservacion. Después del lavado los huevos se secan con aire calentando o con
aire natural, después de la limpieza y el secado se les puede proporcionar una capa
de aceite o de plastico para cerrar los poros de la cascara, de tal modo que el aire,
el vapor de agua y las bacterias no puedan penetrar y contaminar el interior (Call
W. Hall, 2007).

El proceso de lavado consiste en diversas etapas, prelavado, lavado con la ayuda
de un surfactante/detergente, desinfeccién y secado por aire, lo cual puede tomar
menos de 30 segundos. Por lo tanto, la efectividad de la capacidad del surfactante
para penetrar y eliminar eficazmente la suciedad y la materia fecal es fundamental
para la recuperacion de los huevos de plato. Un detergente eficaz también puede
ayudar a eliminar las bacterias, mientras que un desinfectante adecuado junto con
un ambiente de procesamiento limpio posterior al lavado, ayudara a mantener el

estado higiénico de los huevos (May, 2011).
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El proceso de esterilizacidon en la industria alimentaria es fundamental para
garantizar la inocuidad de los alimentos, evitar que puedan causar toxiinfecciones
alimentarias y conseguir una mayor vida comercial del producto. Es importante
conocer las materias activas biocidas disponibles, formulaciones, caracteristicas e
idoneidad de aplicacion en casos concretos. El objetivo principal es atacar a los
elementos vitales del microorganismo, lograr su destruccion y, por tanto, causar la
lisis de la célula. En la industria alimentaria, debe conseguir la eliminacion de los
microorganismos patogenos, y la reduccion hasta niveles considerados aceptables

de los microorganismos alterantes (Betelgeux, 2007).

Una de las alternativas es la utilizacion de biocidas de origen bioldégico comercial
como combinacion de  alquildimetilbenzilamoniocloruro,  Glutaraldehido,
formaldehido, glyoxal, e isopropanol ; combinacion de yodo, acido hidroyonico y
alcohol etoxilato y Cloruro de alquil-dimetil-bencil-amonio  conocidos
comercialmente como Cid 20, Vanodine y Amonio cuaternario 20% Maymoé.,
mismos que impiden la accion microbiana y permiten el control de cualquier
organismo nocivo para el fin deseado, por medios fisicos como parte del proceso

de desinfeccioén o esterilizacion.

2.4. Contaminacién microbiolégica por Salmonella spp y E. coli

El Cédigo de Practicas de Higiene para huevos y subproductos emitido por el Codex
Alimentarius, Organizacion Mundial de la Salud (OMS, 2009) y Organizacion de las
Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentacion (FAO, 2009), manifiesta que
los peligros microbioldgicos pueden introducirse tanto del ambiente de la
produccion primaria como de las mismas aves reproductoras y ponedoras. La
Salmonella enteritidis (SE) y E. coli, pueden transmitirse tanto verticalmente de las
aves reproductoras a las aves ponedoras comerciales como horizontalmente de

otras gallinas ponedoras, del pienso y/o del medio ambiente y de ellos a los huevos.

Factores como aumento de la poblacion, habitos alimenticios y la globalizacion
influyen en el aumento de la produccién de esta proteina animal. La Salmonella
spp. es el microorganismo causante de toxiinfecciones alimentarias principalmente

por el consumo de carne de pollo, huevos y subproductos. Datos estadisticos
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revelan que entre el 50-90% de la cascara del huevo estan contaminadas por

Salmonella (Loaiza, Sanchez, Henao, & Cardona-Castro, 2011).

Investigaciones realizadas reportan que las bacterias del género Salmonella son
las causantes de alrededor de 93 800 000 de enfermedades gastrointestinales,
siendo la Salmonella spp la que ocasiona en todo el mundo alrededor de 155 000
muertes; en América Latina, Asia y Africa se han reportado entre 200 a 500 casos
de salmonelosis por cada 100 000 habitantes al afio, en donde la principal fuente
de contaminacién es el consumo de alimentos de origen animal (Quesada,

Reginatto, Ruiz, Colantonio, & Burrone, 2016).

Otras investigaciones indican que los huevos pueden contaminarse por
microorganismos pertenecientes al género Escherichia, debido que al momento de
la ovoposicion se contaminan por el paso a través de la cloaca de la gallina y que
bajo ciertas condiciones ambientales externas la carga microbiana aumenta en la

superficie del huevo (Rincén, Ramirez, & Vargas, 2011).

E. coli es una de las bacterias mas representativas de la microbiota del intestino
humano y animal. Este microorganismo se identifica como un indicador de la
calidad y la seguridad alimentaria ademas de ser, algunos de sus tipos, importantes
patdogenos causantes de diarreas en humanos (E. coli enteropatégena, E. coli
enterotoxigénica, E. coli enteroinvasiva, E. coli enterohemorragica y E. coli
enteragregativa (Puig, Espino, & Leyva, 2011).

2.4.1. Caracteristicas de crecimiento y sobrevivencia de Salmonella spp

e Crecimiento

- Temperatura. - el género Salmonella puede crecer entre 7-49°C, su
crecimiento se ve reducido a < 15°C (Lake, Hudson, & Cressey, 2002). Las
temperaturas mas bajas a las que se ha sefialado su existencia de
crecimiento son de 5,3 a 6,2 °C. No toleran elevadas concentraciones de sal.
Salmonella puede ser destruida a las temperaturas de pasteurizacion de la
leche (Linder, 1995).
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pH: Salmonella crece a un pH que varia de 4 a 9, la tolerancia al acido de
esta bacteria depende del tipo y tamafio del acido al cual se expone el
microorganismo, y por factores como la temperatura y sustancias como los
nitritos (Lake, et al, 2002). Para que su crecimiento sea 6ptimo, Salmonella
necesita de un pH entre 6,6 y 8,2 (Parra, Durango, & Mattar, 2002).
Condiciones atmosféricas. - Salmonella se clasifica como anaerobio
facultativo (Ellermeier y Slauch, 2006). El crecimiento bajo atmodsferas de
nitrégeno es ligeramente menor a las condiciones aerdbicas. Puede crecer
de 8-11 °C con concentraciones de 20-50% de COz, su crecimiento se ve
retardado cuando hay un 80% de COz2 en el aire (Lake, Hudson y Cressey,
2002).

Actividad de agua (aw). - Salmonella puede multiplicarse en aw que van
desde 0.94-0.995 y puede persistir en alimentos con aw inferiores a 0.94

como chocolate, nueces y mantequillas (Lake, Hudson, & Cressey, 2002).

Sobrevivencia

Salmonella crece en alimentos con alto contenido de proteina como el pollo y el

huevo, asi como en superficies de la industria de alimentos. La habilidad de este

microorganismo para sobrevivir en la cadena agroalimentaria se debe en parte

a su capacidad para responder efectivamente a los cambios medioambientales
(Humphrey, 2004).

Temperatura: Salmonella puede sobrevivir por largos periodos a
temperatura de refrigeracion, especialmente en alimentos que tengan
grasa (Citado Oscar, 2009).

pH: En la tabla 6 se presentan los rangos de pH donde puede crecer
Salmonella en funcion del tipo de acido empleado. Es importante sefialar
en funcién de la serovariedad S. Typhimurium es las mas resistente hasta

ahora reportada (Puig, Espino, & Leyva, 2011).
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e |nactivacion

Temperatura. -La muerte de la Salmonella puede presentarse en los
procesos de congelacion, pero puede permanecer viable durante este
proceso, por lo que debe tenerse en cuenta que la congelacién no garantiza
su muerte.

Cloruro de sodio. - Concentraciones superiores a 9% de cloruro de sodio
resultan bactericidas para Salmonella.

Actividad de agua. - El numero de Salmonella disminuye a medida que
disminuye el aw de los alimentos. Valores bajos de aw parecen tener un
efecto protector sobre Salmonella (Lake, Hudson, & Cressey, 2002)
Conservantes. - Salmonella inhibe su crecimiento en presencia de 0,1% de
acido acético a pH 5,1. Concentraciones de acido lactico del 5% sobre la
piel de pollo, resultan eficaces para inhibir a S. enteritidis después de 4
horas de tratamiento.

Radiacion. - Laresistencia de S. Typhimurium a la radiacion gama se redujo
cuando se aumentd la dosis de radiacién y reduciendo las condiciones de
almacenamiento en refrigeracion (Spoto, Gallo, Alcarde, Amaral, Blumer,
Melges y Domarco, 2000).

e Fuentes de transmision

Parra, Durango y Mattar (2002), hace referencia a las fuentes de transmision

por Salmonella, indicando las siguientes.

Humanos. - La excrecidon de Salmonella Typhimuruim en pacientes
después de haber sufrido salmonelosis puede durar hasta 110 dias. Por
otra parte, se produce contaminacion fecal-oral de persona a persona y han
ocurrido brotes de salmonelosis en centros de salud por la falta de atencion
al lavado de las manos. En contraste con el alto riesgo de Salmonella no
tifoidea por los trabajadores de asistencia de salud y las personas que
manipulan alimentos, la transmision de neonatos y lactantes a través de
madres y otros miembros de la familia (Parra, Durango y Mattar, 2002).

Animal. - La enfermedad se presenta en todos los animales y ocurre a nivel

mundial. Los animales son a la vez importantes como reservorios de la
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infeccion humana, la cual es adquirida por via oral al ingerir bebidas y
comidas contaminadas, especialmente aves y huevos. Muchas infecciones
en animales pasan asintomaticas y pueden infectarse al recibir
concentrados contaminados con Salmonella.

- Alimentos: La carne de pollo y otros tipos de carne (res, pavo) provenientes
de animales infectados son un importante vehiculo de salmonelosis.
Cualquier alimento susceptible de contaminacion de origen fecal puede
transmitir la infeccion, la dosis infectiva suele ser muy elevada y depende
de la virulencia de la cepa.

- Medio ambiente: La Salmonella proveniente de las heces de animales
puede permanecer en pastos y aguas, contaminando de esta manera otros
animales, los insectos puede ser un vehiculo de contaminacion al posarse
sobre las heces contaminadas y llevarlas a multiples lugares. Este ciclo
favorece la diseminacion de Salmonella, llegando de esta manera al

hombre.

2.4. Materiales e insumos

2.4.1. Disponibilidad de materia prima

La materia prima principal para la aplicacién del proceso de esterilizacién la
constituye los huevos de gallina comerciales obtenidos de la planta Avicola El

Jacalito.

2.4.2. Desinfectantes quimicos

Se utilizaran biocidas obtenidos en el mercado, especificamente los almacenes
quimicos autorizados y que garanticen la legalidad del producto. Estos son: Cid 20,

Vanodine y Amonio Cuaternario 20% - Maymao.

2.4.3. Materiales de laboratorio

Para la determinacién de la carga microbiana antes y después del proceso de

esterilizacion, las muestras tomadas de los diferentes tratamientos seran



20

analizadas en el Laboratorio de la Planta de Tratamiento de Agua de la Empresa
Publica Municipal de Agua Potable y Alcantarillado (EPMAPA, S.A), ubicada en la
ciudad de Santo Domingo, coordenadas se encuentra en la latitud -0.267739 vy
longitud -79.111718, en el hemisferio sur.

2.4.4. Asistencia técnica

Para la seleccion de los huevos que seran objeto del estudio, el gerente de la
avicola El Jacalito, autorizara realizar un recorrido por las instalaciones para

conocer el proceso de produccion de huevos de gallina en todas las etapas.
2.4.5. Bodega para almacenamiento de muestras

La empresa destinara un lugar especifico que reuna las condiciones de higiene,
limpieza, ventilacion y libre de roedores para almacenar los huevos que seran

objeto del estudio.
2.4.6. Cajones de acero galvanizado

Para el acondicionamiento de los huevos a los que han aplicado los diferentes
tratamientos se utilizaran cajones de acero galvanizado que se encuentren

adecuados para el seguimiento en los dias establecidos.
2.4.7. Equipo nebulizador

Los diferentes tratamientos seran aplicados utilizando un equipo nebulizador marca
Carlitos Premium (Reg. San. 5283-DME-0818) que se adquirira en el mercado,

especificamente en la industria farmacéutica.
2.5. Requisitos microbiolégicos del huevo de gallina
La tabla 2.2 establece la normativa NTE INEN 1973:2013 de carga microbioloégica

de Aerobios mesofilos, E. coli externa, E. coli interna y Salmonella spp., para

huevos de gallina comerciales.



Tabla 2.2.

Requisitos microbiolégicos de los huevos frescos
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Parametro Limite por g/ml Método de
ensayo
N c m M
Recuentos 5 2 104 5 x 10* NTE INEN
aerobios 1529-5
mesofilos
E. coli ufc/g ** 5 2 <50 50 NTE INEN
externa 1529 - 8
E. coli ufc/g ** 5 2 Ausencia
interno
Samonella spp 5 0 Ausencia NTE INEN
en25g ™ 1529 -15

*Parametros de vida util del producto
** Parametros de inocuidad del producto



CAPITULO lll. DESARROLLO METODOLOGICO

3.1. Ubicacion

El estudio se efectud en la provincia de Santo Domingo de los Tsachilas, canton
Santo Domingo, en Avicola El Jacalito, ubicada en el Km 14 de la via Santo
Domingo — Las Mercedes, coordenadas 0°12’00.6” S 79°05'14.3” W.

Los analisis microbiolégicos se realizaron en el Laboratorio de la Planta de
Tratamiento de Agua de la Empresa Publica Municipal de Agua Potable vy
Alcantarillado (EPMAPA, S.A), ubicada en la ciudad de Santo Domingo,
coordenadas latitud -0.267739 y longitud -79.111718, en el hemisferio sur.

3.2. Duracion

La presente investigacion se desarrollé6 a partir del mes de noviembre del 2019
hasta el mes de julio del 2020, en donde se realizaron actividades como: revision
bibliografica, visitas de campo para la recoleccion de datos, obtencion de biocidas
en el mercado, fase de experimentacion, tabulacion de datos mediante programas

estadisticos y obtencién de resultados finales.
3.3. Factores en estudio
Los factores que se estudiaron en la investigacion son los siguientes:

e Factor A: Tipos de biocidas

e Factor B: Concentracion de biocidas
3.3.1. Niveles del factor
Los niveles para el factor A: Tipos de biocidas (ver Anexo 1):

a1: Cid 20 (Alquildimetilbenzilamoniocloruro, Glutaraldehido, Formaldehido,

Glyoxal e Isopropanol)
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a2: Vanodine (Yodo, Acido hidroyénico y Alcohol Etoxilato)
as: Amonio cuaternario (cloruro de alquil-dimetil-bencil-amonio)

Para el factor B: Concentracion de biocidas, se utilizaron las dosificaciones que se
indican en las fichas técnicas respectivas.

b1: 3 ml/l agua
b2: 4 ml/l agua
bs: 5 ml/l agua
ba: 0,75 ml/l agua
bs: 0,80 ml/l agua
bs: 0,90 ml/l agua
b7: 0,75 ml/l agua
bs: 1,25 ml/l agua
bo: 2,50 ml/l agua
Para el testigo:
x: Sin biocida
3.3.2. Tratamientos

De la combinacion de los diferentes niveles de cada factor, se obtuvieron los
siguientes tratamientos como se muestran en las tablas 3.1, 3.2y 3.3:



Tabla 3.1.

Detalle de tratamientos para el primer biocida
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FACTORES EN ESTUDIO
TIPO DE BIOCIDA CONCENTRACION DE BIOCIDA

TRATAMIENTOS CODIFICACION (A) (B) BLOQUES
ml/l agua
T1 alb1 Cid 20 3,0 1 2
T2 a1b2 Cid 20 4,0 1 2
T3 a1b3 Cid 20 5,0 1 2
T10 (TESTIGO) X 1 2
Fuente: Cevallos & Quifionez, 2020
Tabla 3.2
Detalle de tratamientos para el segundo biocida
FACTORES EN ESTUDIO .
. TIPO DE BIOCIDA CONCENTRACION
TRATAMIENTOS CODIFICACION (A) DE BIOCIDA (B) BLOQUES
ml/l agua
T4 a2b4 Vanodine 0,75 1 2
T5 azbs Vanodine 0,80 1 2
T6 a2b6 Vanodine 0,90 1 2
T10 (TESTIGO) X 1 2
Fuente: Cevallos & Quifionez, 2020
Tabla 3.3.
Detalle de tratamientos para el tercer biocida
FACTORES EN ESTUDIO
TRATAMIENTOS CODIFICACION TIPO DEAB)IOCIDA CONCENTRAC(IBO)N DE BIOCIDA BLOQUES
ml/l agua
T7 a3b7 Amonio cuaternario 0,75 1 2
T8 a3b8 Amonio cuaternario 1,25 1 2
T9 a3b9 Amonio cuaternario 2,50 1 2
T10 (TESTIGO) X 1 2

Fuente: Cevallos & Quifionez, 2020
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3.3. Delineamiento experimental

3.3.1. Diseno experimental

Esta investigacion fue de tipo experimental, se utilizé un arreglo factorial 32 en
Disefio de Bloques Completamente al Azar (DBCA). Se utilizaron dos bloques
correspondientes a los dias de almacenamiento 21 y 28, manejados
independientemente (ver Anexo 2).

3.3.2. Unidad experimental

Se necesitaron un total de 200 huevos de un peso entre 58 y 64g escogiendo
aquellos de tamafio grande de acuerdo a la norma INEN NTE 1973:2013,

conteniendo cada uno 20 huevos por cada tratamiento.

3.3.3. Esquema del Anova

El esquema de ANOVA de un factor y factorial 32 se detallan en las tablas 3.4. y
3.5.

Tabla 3.4.

Esquema del ANOVA factorial 32

FUENTE DE VARIACION Gl
Total 19

Tipo de biocida (A) 2
Concentracion de biocida (B) 2
A'B 4

Error 11
Fuente: Cevallos & Quifionez, 2020
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Tabla 3.5.

Esquema de ANOVA para DBCA

FUENTE DE VARIACION Gl
Total 19
Tratamiento 9
Bloques 1

Error 9

Fuente: Cevallos & Quifionez, 2020

3.4. Manejo de la investigacion

A continuacion, se detalla el procedimiento en el cual se describe el experimento
de la investigacion, en diagrama de bloque y por procesos (Figura 3.1. y Figura
3.2.).

3.4.1. Descripcion del experimento
Seleccion de huevos

Se tomaron en las condiciones de bodega (T ambiente 23°C) después de los 21
dias de vida util (Coogan, y otros, 2004) y se ubicaron en cubetas de cinco

espacios, dispuestas para 20 huevos cada una.

Toma de muestras

Las unidades experimentales fueron evaluadas mediante toma de muestras al azar,
debido a que todos fueron seleccionados bajo las mismas condiciones de
manipulacion, con un total de tres huevos para la determinacion microbioldgica de

acuerdo a los analisis propuestos (sin aplicacion de biocidas).
Analisis microbiolégico inicial

Se tomaron muestras de la superficie de los huevos de gallina y se realizaron los

analisis microbiolégicos determinando la carga microbiana inicial de Salmonella
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spp- NTE INEN 1529-15 (ISO 6579-1), Escherichia coli (interna y externa) - NTE
INEN 1529-8 (ISO 6887-4), y Aerobios mesdfilos - NTE INEN 1529-5 (ISO-4833).
Estas muestras correspondieron a un huevo por determinacién microbioldgica, es

decir, tres por cada unidad experimental (ver Anexo 3).

Adecuacion de condiciones de almacenamiento

Los huevos esterilizados fueron almacenados en condiciones propias del sector de
humedad de 95%, temperatura ambiente 23°C y presion atmosférica de 1014,0 Pa.

Adecuacién de huevos en cajones

Los cajones se fabricaron con acero galvanizado (Carbono: <0,180, Manganeso:
<1,20, Fosforo: <0,120, Azufre: <0,045; Silicio: 0,50 y Titanio: <0,300) (PALSA,
2020) con dimensiones de 40 cm de ancho, 40 cm de largo y 25 cm de altura, de
tal forma que se colocaron en su interior una cubeta con el objeto de estudio
(huevos). En una de sus paredes consta un orificio de diametro de 10mm por el
cual se conectd la manguera del nebulizador Carlitos Premium (Reg. San. 5283-
DME-0818) (ver Anexo 4), donde fueron aplicados cada tratamiento. En el interior
se adecud una rejilla mévil elaborada de varilla lisa de 8mm de diametro, la que

sostuvo la cubeta de huevos.

Preparacion de los tratamientos

Los tratamientos se prepararon de acuerdo a lo sefialado en la Tabla 3.1 y las
mezclas fueron colocadas en el equipo nebulizador para luego nebulizar a las
muestras que se adecuaron en los cajones dispuestos, el tiempo de exposicion para

cada biocida fue de cinco minutos (ver Anexo 5).

Aplicacion de los tratamientos

Se aplicaron tres tipos de biocidas: Cid 20 (Marca CID LINES), Vanodine*FAM

(Marca Evans Vanodine International) y Amonio Cuaternario 20% - Maymo (Marca
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Maymdé), en diferentes concentraciones en un rango de 0,75-5 ml/l de agua

mediante el método de desinfeccion por nebulizacién (ver Anexo 6).

Tiempo de accion del biocida

Se requirieron cinco minutos de accion de los tratamientos sobre el objeto de

estudio (huevos) y se esperaron diez minutos para la toma de muestras.

Toma de muestras

Fueron tomadas al azar a partir de las unidades experimentales, debido a que todos
recibieron los tratamientos planteados, con un total de cuatro para la determinacion

microbiolégica de acuerdo a los analisis propuestos (ver Anexo 7).

Analisis microbiolégico final

Se tomaron muestras de las superficies externas e internas de los huevos de gallina
después de la aplicacién de los diferentes tratamientos, acorde al acapite 3.7.1
numeral 4 y se realizaron los analisis microbioldgicos, determinandose la carga
microbiana final de Salmonella spp, Escherichia coli (interna y externa) y Aerobios

mesdfilos a los dias 21 y 28 después de aplicados los tratamientos (ver Anexo 8).
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3.4.2. Diagrama de bloques del experimento

ADECUACION DE
CONDICIONES DE
ALMACENAMIENTO
(BODEGA)

SELECCION DE HUEVOS

ADECUACION DE
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TRATAMIENTOS BIOCIDA

PREPARACION DE LOS ]

ANALISIS

MICROBIOLOGICO FINAL TOMA DE MUESTRAS
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Figura 3.1. Diagrama de bloques del manejo del experimento
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3.4.3. Diagrama del manejo del experimento
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Figura 3.2. Diagrama de flujo del proceso productivo para huevos de gallina comerciales
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3.5. Variables evaluadas

Salmonella spp. - NTE INEN 1529-15 (ISO 6579-1)
Escherichia coli (externa). - NTE INEN 1529-8 (ISO 6887-4)
Aerobios mesofilos — NTE INEN 1529-5 (1SO-4833)
Escherichia coli (interna). — NTE INEN 1529-8 (ISO 6887-4)

3.6. Métodos de analisis

3.6.1. Determinacidon microbiolégica de Salmonella spp., Escherichia

coli externa y Aerobios

1.

Preparacion del agar peptona: Se peso 5 g de peptona y se diluyé en 500 ml
de agua destilada.

Preparacién de muestras: Se distribuyé en 30 tubos de ensayo, 10 ml de
agua peptonada. Se sellan cada uno con su tapa rosca respectiva.
Esterilizacion de tubos: Se esterilizé la solucion peptonada contenida en los
tubos de ensayos, colocandolos dentro del autoclave de laboratorio, a 121
°C por 30 minutos. Se espera el tiempo suficiente hasta que baje la presién
y temperatura del autoclave (BIOFASE_MODELO-101 KPa) para

posteriormente sacar los matraces del equipo.

. Manejo de las muestras: Se frot6 con un hisopo estéril cada muestra (huevos

identificados de acuerdo a tratamiento aplicado), de izquierda a derecha, de
arriba hacia abajo, con movimientos circulares alrededor del objeto de
estudio, para posteriormente introducir el hisopo en el tubo de ensayo. El
procedimiento se repitié por cada tratamiento.

Siembra: Al transcurrir 30 minutos, se tomdé con una micropipeta 1 ml de la
muestra y se sembré cuidadosamente en el centro de las placas Petri Film-
3M de determinacion microbioldgica rapida, de acuerdo al microorganismo
estudiado.

Incubacion de placas Petri Film-3M: Una vez lista las placas, se las llevo a
la incubadora de laboratorio por un tiempo de 24 horas a 35 °C, tiempo y

temperatura que favorecio para el crecimiento microbiano.
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3.6.2.
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Conteo de microorganismos: Se procedid con el conteo de Unidades
Formadoras de Colonias (UFC) en cada una de las placas incubadas.

Registro de datos obtenidos: Se registraron los datos en UFC, los que fueron
ingresados en el programa estadistico SPSS de disefio experimental para el

analisis e interpretacién de resultados (ver Anexo 9).

Determinaciéon microbiolégica de Escherichia coli interna

. Preparacion de muestras: De la solucién peptonada preparada con

anterioridad, se tomd6 10 ml que se diluyeron en 90 ml de agua destilada. Se
colocaron en un matraz Erlenmeyer de 100 ml. Posteriormente se taparon
con torundas de algoddén y gasas estériles, sellando finalmente con papel
aluminio pegado con cinta maskin.

Esterilizacion de matraces: Se esterilizé la solucion peptonada contenida en
los matraces, colocandolos dentro del autoclave de laboratorio, a 121 °C por
30 minutos. Se espera el tiempo suficiente hasta que baje la presion y
temperatura del autoclave para posteriormente sacar los matraces del
equipo.

Manejo de las muestras: Se tomd cada unidad experimental (huevos de
acuerdo a los tratamientos aplicados), rompiendo con un aza de platino
previamente esterilizada de tal forma que se forme un orificio en la parte
superior, que permita mezclar la clara y yema con un asa estéril (flameada
en llama de un mechero de bunzen). Se tomaron cinco gramos de la mezcla
y se procedié a verter en el matraz con la sustancia esterilizada. El

procedimiento se repitié por cada tratamiento.

. Siembra: Al transcurrir 30 minutos, se tomo6 con una micropipeta 1 ml de la

muestra y se sembré cuidadosamente en el centro de las placas Petri Film-
3M de determinacién microbioldgica rapida, de acuerdo al microorganismo
estudiado.

Incubacion de placas Petri Film: Una vez lista las placas, se las llevé a la
incubadora (Marca Faithful — Modelo DH4000BIl) de laboratorio a una
temperatura de 35 °C por un tiempo de 30 minutos, parametros que

favorecieron el crecimiento microbiano.
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6. Conteo de microorganismos: Se procedid con el conteo de Unidades
Formadoras de Colonias (UFC) en cada una de las placas incubadas.

7. Registro de datos obtenidos: Se registraron los datos en UFC, los que seran
ingresados en el programa estadistico SPSS de disefio experimental para el

analisis e interpretacién de resultados (ver Anexo 10).

3.7. Analisis estadistico

El analisis de los datos se los efectué por medio del programa de Microsoft Office

Excel 2010 y SPSS 21 version libre. Para el analisis estadistico de las variables en

estudio se utilizé software SPSS version 21 (libre) y se efectu6é pruebas de los

supuestos del ANOVA de normalidad (Shapiro-Wilk) y homogeneidad (Lavene).

Se realizaron las siguientes pruebas para el analisis estadistico de las variables en

estudio:

a)

A todas las variables en estudio se les aplicaron las siguientes pruebas: de
normalidad (Shapiro-Wilk) y homogeneidad (Levene), las variables que
cumplieron con todos los parametros indicados anteriormente, para ello se
procedi6 a realizar las pruebas que se indica en el literal b.

En caso de que las variables no cumplieron los supuestos del ANOVA se
procedid a realizar pruebas no paramétricas de Kruskal Wallis.

Analisis de varianza (ANOVA): Se lo efectud con el proposito de establecer la
diferencia significativa estadistica tanto para los factores AxB de todas las
variables en estudios.

Prueba de diferencias honestamente significativa de Tukey (HSD): Se realizd
para establecer la diferencia significativa entre tratamientos, bloques y niveles.
Se analizara al 5% de probabilidad del error, de acuerdo a los grados de libertad

(gl) del error experimental.



CAPITULO IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Carga microbiana del huevo sin aplicacion de tratamientos

En la Tabla 4.1 se observa que la baja carga microbiana que presento el huevo se
debe a la aplicacion adecuada de las Buenas Practicas Avicolas (BPA) una vez que
se realizo la postura y posterior recoleccion en la granja Avicola El Jacalito,

cumpliendo sus parametros de acuerdo a la norma INEN NTE 1973:2013.

Tabla 4.1.

Carga microbiana inicial del huevo

Parametro Método de ensayo Recuento
(UFC)
Aerobios mesofilos NTE INEN 1529-5 (1ISO-4833) 2x103
E. coli (externa) NTE INEN 1529-8 (ISO 6887-4) 4
NTE INEN 1529-8 (ISO 6887-4)
E. coli (interno) Ausencia
Samonella spp NTE INEN 1529-15 (ISO 6579-1), 1

Fuente: norma INEN NTE 1973:2013.

4.2. Analisis microbiolégicos

Tres variables cumplieron con los supuestos del ANOVA mediante la prueba de
Kolmogorov-Smirnov  (supuesto de normalidad) y Levene (supuesto de
homogeneidad) fueron Aerobios mesofilos, Salmonella y E. coli externa debido a

que la significancia fue mayor al 0,05. (Tabla 4.2.)

Tabla 4.2

Prueba de normalidad

Pruebas de normalidad

Kolmogérov-Smirnov Prueba de Levene
Estadistico gl Sig. Estadistico Gl Sig.
Aerobios_mesofilos 0,509 20 0,06 0,433 20 0,07
Salmonella 0,527 20 0,07 0,351 20 0,09
E_coli_externa 0,527 20 0,06 0,351 20 0,08

a. Correccion de la significacion de Lilliefors
b. E_coli_interna es una constante y se ha desestimado.
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Como se observa en Tabla 4.3, no existe diferencia estadistica significativa para
los bloques y tratamientos debido a que su p_valor es mayor a 0,05, expresando

que los biocidas causan el mismo efecto en los bloques y tratamientos.

Tabla 4.3.

ANOVA para la variable Aerobios mesdfilos

Pruebas de los efectos inter-sujetos

Variable dependiente; Aerdbios_mesofilos

Origen Suma de cuadrados tipo |l gl Media cuadrética F Sig.
Total corregida 527674575,000 19
Bloque 50276205,000 1 50276205,000 2,757 0,131Ns
Tratamientos 313249325,000 9 34805480,556 1,908  0,175Ns
Error 164149045,000 9 18238782,778

NS: No significativo
R cuadrado = 0,689 (R cuadrado corregida = 0,343)

Segun (Patifio, Pérez, Torres, Rosas, & Giselle, 2018), los microorganismos
aerobios mesofilos presentan resistencia a los efectos de biocidas y presentan
resistencia para ser eliminados por completo debido a que se encuentran en el
ambiente y se desarrollan a temperatura de 35-37°C, siendo esta temperatura la
optima para aumentar la velocidad de crecimiento. Estos microorganismos no son
sensibles a la concentracion de biocida usada y debido a esto el microorganismo
incrementa su tolerancia. Esta resistencia puede producirse principalmente por
propiedades naturales del organismo o adquiridas que dan origen a genes de

resistencia transferidos por elementos méviles de un organismo a otro.

En concordancia con lo establecido a la Norma NTE INEN 1973:2013, la cantidad
presente de Aerobios mesodfilos en los huevos en condiciones normales de
almacenamiento, tanto a los 21 como a los 28 dias, los valores de este estudio se
encuentran dentro de los parametros aceptables (Anexo 6), demostrando que los
huevos pasaron 21 (limite maximo que indica la norma) a 28 dias, dando un total

de siete dias mas de vida util.

Estadisticamente todos los tratamientos son iguales, pero el testigo presenta 2,0 x

103 UFC de Aerobios mesdfilos a los 28 dias, mientras que los tratamientos T2 (Cid
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20, 4ml/l agua) y T3 (Cid 20, 5ml/l agua) no tuvieron presencia de microorganismos.
Es importante destacar que con la aplicacién del T3 prevalecié la accién del biocida

con ausencia de dichos microorganismos en los dias 21y 28.

La efectividad del biocida CID 20 se debe a los principios activos por el que esta
compuesto, en mayor proporcion por el formaldehido y glutaraldehido. Segun
(Sanchez & Saenz, 2005), los aldehidos tienen un amplio espectro de actividad
contra microorganismos Yy virus y son eficaces contra todo tipo de gérmenes. El

formaldehido y glutaraldehido son bactericidas y bacteriostaticos.

El formaldehido actua mediante la alquilacion de los grupos quimicos de las
proteinas y acidos nucleicos de las bacterias, virus y hongos. Actua sobre las
proteinas por desnaturalizacion, sobre los acidos nucleicos y las proteinas por

alquilacién.

En concordancia con este estudio, la eficacia de accion del formaldehido para la
reduccion y/o eliminacién de bacterias necesitdé de 6 a 12 horas y para la eliminacion
de esporas de 2 a 4 dias, aun a altas concentraciones. Por esta razon, en el dia 28
el resultado fue ausencia para el T2 (tratamiento 2) y T3 (tratamiento 3).

Segun (RENALOA, 2014), en alimentos perecederos manipulados correctamente
pueden desarrollar recuentos elevados y perder calidad si son almacenados por un
periodo de tiempo prolongado debido a que en el medio ambiente estan presentes
microorganismos Aerobios mesofilos, los cuales afectan las condiciones del huevo

conforme avanzan los dias.

En la Tabla 4.4 se puede evidenciar que no existe diferencia significativa para los
bloques, por lo que el p_valor es mayor a 0,05, mientras que los tratamientos
presentaron un p_valor de 0,002.
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ANOVA para la variable Salmonella
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Pruebas de los efectos inter-sujetos

Variable dependiente: Salmonella

QOrigen Suma de cuadrados tipo Il gl Media cuadratica F Sig.
Total corregida 4,550 19

Bloque 0,050 1 0,050 1,000  0,343\s
Tratamientos 4,050 9 0,450 9,000 0,002

Error 0,450 9 0,050

NS: No significativo
**. Altamente significativo
R cuadrado = 0,901 (R cuadrado corregida = 0,791)

En la tabla 4.5 se muestra que los tratamientos presentaron diferencia estadistica

significativa en comparacion con el testigo, para ello se realizo la prueba de Dunnet.

Tabla 4.5.

Prueba de Dunnet para la variable Salmonella

(I)Tratamientos (J)Tratamientos Diferencia de Error tip. Sig. Intervalo de

medias (I-J) confianza 95%

Limite superior

1K T10 -1,50° 0,224 0,000
T2 T10 -1,50° 0,224 0,000
T3 T10 -1,50° 0,224 0,000
T4 T10 -1,50° 0,224 0,000
T5 T10 -1,50° 0,224 0,000
T6 T10 -1,50° 0,224 0,000
T7 T10 -1,50° 0,224 0,000
T8 T10 -1,50° 0,224 0,000
19 T10 -1,50° 0,224 0,000

-0,86
-0,86
-0,86
-0,86
-0,86
-0,86
-0,86
-0,86
-0,86

Basadas en las medias observadas.

El término de error es la media cuadréatica (Error) = ,050.

*, La diferencia de medias es significativa al nivel ,05.

a. Las pruebas t de Dunnett tratan un grupo como control y lo comparan con todos los demas grupos.
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Los tratamientos de este estudio presentaron ausencia de Salmonella en
comparacién con el testigo que presento 1 ufc y 2 ufc a los 21 y 28 dias
respectivamente. Todos los tratamientos aplicados fueron efectivos para la
eliminacion de este microorganismo. A continuacion, se detalla el mecanismo de

accion de cada uno de los biocidas utilizados:

Segun (Chacon & Rojas, 2020), los derivados del amonio cuaternario funcionan
como tensioactivos (molécula con una parte polar y otra no polar), que les permite
unirse de forma irreversible a fosfolipidos y proteinas de la membrana, e incluso, la
porcién hidrofébica puede insertarse dentro de ésta, lo cual provoca una alteracion
de su permeabilidad y una disfuncion de la cadena respiratoria. De acuerdo a la

ficha técnica del producto este actua como fungicida, bactericida y viricida.

Al usar Vanodine como tratamiento este demostré menos eficacia que al usar el
Cid 20, lo que concuerda con (Forsythe & Hayes,p.,2002) que los compuestos
yodoforos destruyen rapidamente un amplio espectro de bacterias, pero son menos
activos que otros biocidas como los hipocloritos, glutaraldehidos y amonio

cuaternario.

De acuerdo a la ficha técnica (Zoetis, 2017) de Vanodine*Fam con Reg. N° 2A —
6407-AGROCALIDAD, indica que sus caracteristicas son: enérgico bactericida,
viricida y fungicida de amplio espectro, accién inmediata, poder residual y alta
estabilidad. No es téxico ni corrosivo; tampoco irrita la piel y las mucosas. No se
inactiva en presencia de materia organica como otros desinfectantes y su accion
detergente permite remover las costras (de mugre, leche y grasa) y penetrar
profundamente en grietas, hendiduras y rugosidades. Se puede usar
indistintamente como aspersion y atomizacion en superficies, ambientes, areas y

animales.

El biocida antes mencionado es un desinfectante yodado, el cual contiene en gran
proporcion yodo. Segun (Sanchez & Saenz, 2005), el yodo tiene una poderosa
actividad germicida, ataca bacterias grampositivas y gramnegativas, micobacterias,
esporas, hongos, virus, quistes y protozoos. De acuerdo a la Agencia Espafiola de
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Medicamentos y Productos Sanitarios (AEMPS, 2011), el yodo produce la muerte

de los microorganismos por oxidacion e inactivacion molecular.

En la tabla 4.6. se muestra que no existe diferencia significativa para los bloques
p_valor 0,343, mientras que para los tratamientos si existe diferencia estadistica

significativa p_valor 0,000.

Tabla 4.6.

Prueba de Dunnet para la variable Salmonella

Pruebas de los efectos inter-sujetos

Variable dependiente: E_coli_externa

Origen Suma de gl Media cuadratica F Sig.
cuadrados tipo Ill

Total corregida 47,000 19

Bloque 0,200 1 0,200 1,000 0,343Ns

Tratamientos 45,000 9 5,000 25,000 0,000**

Error 1,800 9 0,200

NS: No significativo
**: Altamente significativo
a. R cuadrado =,962 (R cuadrado corregida = ,919)

Enlatabla 4.7. se evidencia que los tratamientos presentaron diferencia estadistica

significativa, para ello se realiz6 la prueba de Dunnet.

Tabla 4.7.

Prueba de Dunnet para la variable E_coli_externa

(I)Tratamientos (J)Tratamientos Diferencia de Error tip. Sig. Intervalo de
medias (I-J) confianza 95%
Limite superior
T T10 -5,00" 0,447 0,000 -3,72
T2 T10 -5,00° 0,447 0,000 -3,72
T3 T10 -5,00" 0,447 0,000 -3,72
T4 T10 -5,00" 0,447 0,000 -3,72
T5 T10 -5,00° 0,447 0,000 -3,72
T6 T10 -5,00" 0,447 0,000 -3,72
T7 T10 -5,00" 0,447 0,000 -3,72
T8 T10 -5,00" 0,447 0,000 -3,72

T9 T10 -5,00° 0,447 0,000 -3,72
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Basadas en las medias observadas.

El término de error es la media cuadratica (Error) = ,200.

*, La diferencia de medias es significativa al nivel ,05.

a. Las pruebas t de Dunnett tratan un grupo como control y lo comparan con todos los demas grupos.

Todos los tratamientos de este estudio lograron inhibir el crecimiento de E. coli
externa mientras que el testigo presentd en 4 ufc y 6 ufc en el dia 21 y 28
respectivamente. Por esta razon, es importante la desinfeccion de huevos con el

uso adecuado de biocidas que eviten el desarrollo de estos microorganismos.

El problema de la superficie del huevo se centra en la contaminacion a partir de la
materia fecal de las gallinas o por una mala manipulacién. Una vez que la cascara
se contamina, puede ser una de las vias de entrada de estos microorganismos en
la mayoria de los hogares. Evidentemente, este es un peligro que deberia ser
controlado de manera eficaz (Lopez, Reyes, Franco, Matias, & Juarez, 2014).

Ademas, las mejoras en la higiene de procesamiento y el lavado posterior pueden
ayudar a elevar o mantener la vida de anaquel y la inocuidad alimentaria de los
huevos. En este sentido los resultados de la presente investigacion demostraron la
importancia del uso de biocidas con la finalidad de eliminar o reducir
microorganismos patdgenos presentes a causa de la contaminacién fecal y la mala

manipulacion de los huevos.

En el Anexo 7 se puede evidenciar que no existe presencia de E. coli (interna) en
los dias 21 y 28, tanto para los tratamientos como para el testigo, estos resultados
demuestran que la Avicola El Jacalito aplica Buenas Practicas Avicolas durante la

produccion de huevos de gallinas.

Estos resultados concuerdan con (Instituto de Estudios del Huevo, 2009) que
manifiesta que los factores que determinan la inocuidad del huevo de gallina son la
integridad y limpieza de la cascara, es decir, que esté libre de fisuras o roturas y de
suciedad. Cuando la cascara no cumple estos requisitos es posible que los

microorganismos que estan adheridos a la superficie penetren al interior del huevo.
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Otro parametro es la temperatura, se debe evitar cambios bruscos principalmente
de bajas a altas, debido a que se puede producir condensacion del agua en la
superficie de la cascara lo que favorece el ingreso de microorganismos junto con el

agua a través de los poros de ésta.

La ovoposicion constituye otra causa de contaminacién por las heces de la gallina
y, es durante este proceso que la cuticula que recubre la superficie externa de la
cascara del huevo, es una importante barrera contra de la entrada de bacterias

(Escherichia coli), levaduras y hongos al interior del mismo (Rojas, 2017).



CAPITULO V. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1. Conclusiones

En el estudio se evidencio una carga microbiana inicial en huevos de gallina que no
se aplicaron tratamientos de biocidas, estos valores fueron Aerobios mesofilos 2 x
103 UFC; E. coli externa 4 UFC; Salmonella spp. 1 UFC y E. coli externa ausencia,
los mismos que cumplieron con lo estipulado en la Norma NTE INEN 1973:2013.

Todos los biocidas a las concentraciones utilizadas permitieron inhibir el
crecimiento de Salmonella spp. y E. coli, siendo una alternativa para el control de

microorganismos.

El biocida que permitié el incremento de la vida util del huevo de gallina fue Cid 20
(Alquildimetilbenzilamoniocloruro 12,3 % w/v, Glutaraldehido 11,6 % wl/yv;
Formaldehido 21,0 % w/v) en las concentraciones de 4 y 5 ml/l de agua, logrando

con esto aumentar siete dias mas de vida util.

5.2. Recomendaciones

Emplear Cid 20 a una concentracién de 4 ml/l agua que permite prolongar la vida

util del huevo de gallina.

Manejar adecuadamente los huevos de gallina con la implementacion de las
Buenas Practicas Avicolas, desde su postura hasta su comercializacién.

Realizar un estudio microbiolégico después del dia 7 de vida util alcanzado en esta

investigacion.
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ANEXO 1. Fichas técnicas de biocidas
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ANEXO 2. Supuesto del ANOVA de Normalidad y Homogeneidad

Tabla 4.1. Prueba de normalidad

Pruebas de normalidad
Kolmogoérov-Smirnov

Prueba de Levene

Estadistico gl Sig. Estadistico Gl Sig.
Aerdbios_mesofilos 0,509 20 0,06 0,433 20 0,07
Salmonella 0,527 20 0,07 0,351 20 0,09
E_coli_externa 0,527 20 0,06 0,351 20 0,08

a. Correccién de la significacion de Lilliefors

b. E_coli_interna es una constante y se ha desestimado.



ANEXO 3. Analisis microbiolégico inicial
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ANEXO 4. Manual de uso del nebulizador Carlitos Premium
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ANEXO 5. Preparacion de los tratamientos

=

llustracion 1. Biocidas: Cid 20, Vanodine y Amonio cuaternario (Laboratorio de Quimica del IST- Calazacén

llustracion 2. Preparacion de materiales de laboratorio (Laboratorio de Quimica del IST-Calazacén)
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llustracion 3. Preparacion de las soluciones de Biocidas (Cid 20, Vanodine y Amonio cuaternario)

llustracion 4. Soluciones de biocidas listas en diferentes concentraciones



ANEXO 6. Seleccion de muestras y aplicacion de biocidas

llustracion 1. Cajones de acero galvanizado colocados en bodega de la avicola

llustracion 2. Biocidas, equipo nebulizador, materiales de laboratorio y cajén de acero galvanizado que contiene las
cubetas de huevos.
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llustracion 3. Colocacién de soluciones de biocidas en el recipiente nebulizador

llustracion 4. Proceso de nebulizacion a las cubetas de huevos
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ANEXO 7. Toma de muestras a los 21 y 28 dias

llustracion 1. Salmonella spp llustracién 2. E. coli externa

llustracion 3. E. coli interna llustracion 4. Aerobios mesdfilos



ANEXO 8. Analisis microbiolégico final
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ANEXO 9. Preparacion de placas Petri film de Aerobios mesofilos, Salmonella
spp y E. coli externa

llustracion 1. Aerobios mesofilos

llustracién 2. Salmonella spp.



llustracion 2. E. coli externa

ANEXO 10. Preparacién de placas petrifilm de E. coli interna

llustracion 1. E. coli interna
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