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RESUMEN

La presente investigacion tiene como objetivo utilizar soluciones de pH alcalino
como control de Salmonella spp, Escherichia coli, Botrytis y Rhizopus, en la frutilla
(Fragaria x ananassa), el cual se direcciona en sumergir la fruta en soluciones de
KOH con la finalidad de evaluar el crecimiento microbiano. Asi mismo se evaluo la
actividad antimicrobiana al pH empleandose el método de difusion de discos en agar
donde utilizaron soluciones de KOH de pH 11, 12 y 13. De acuerdo a los resultados
del presente estudio las soluciones a un pH 13 como medio de control en un tiempo
de 60 min no hubo presencias de bacterias, con respecto a los hongos se observé
un descenso de UPC a medida que el pH va en aumento.

Palabras claves: Salmonella spp, Escherichia coli, Botrytis, Rhizopus, efecto
inhibitorio.
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ABSTRACT

The present research aims to use alkaline pH solutions as a control of Salmonella
spp, Escherichia coli, Botrytis and Rhizopus, in the strawberry (Fragaria X
ananassa), which is aimed at submerging the fruit in KOH solutions for the purpose
of treatment microbial growth Likewise, the antimicrobial activity at pH was evaluated
using the method of diffusion of discs in agar where KOH solutions of pH 11, 12 and
13 are used. According to the results of the present study the solutions at a pH 13
as a control medium in a time of 60 minutes without the presence of bacteria, with
respect to fungi a decrease in UPC was recorded as the pH increases.

Keywords: Salmonella spp., Escherichia coli, Botrytis, Rhizopus, inhibitory effect.
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CAPITULO |

1. INTRODUCCION

Las frutas y hortalizas son productos altamente perecederos, un 23 por ciento de
estas se pierden debido a deterioros microbiolégicos como el calor que es una
fuente importante de destruccion de patdégenos y deterioros fisiolégicos como es la
pérdida de agua, dafio mecanico durante la cosecha, envasado y transporte, asi
mismo sabiendo que los vegetales estdn en contacto con bacterias a través del
suelo o el agua, para disminuir la carga microbiolégica deben mantenerse buenas

practicas de trabajo. (Alzamora et. al. 2004)

La frutilla se clasifica como un fruto no climatérico, es decir no mejora su calidad
gustativa después de cosechada, sélo aumenta el color y disminuye la firmeza, esta
fruta se caracteriza por poseer una elevada tasa respiratoria, por lo que tiene una
corta vida de almacenamiento, lo que contribuye a una alta pérdida poscosecha
(Undurraga y Vargas, 2013). La estimacion de pérdidas es dificil de establecer
debido a la cantidad de causas que las provocan, sin embargo, de acuerdo a los
estudios realizados por el Departamento de Agricultura de los Estados Unidos
(USDA), las principales causas de las pérdidas poscosecha, son por enfermedades
gue ocasionan pudriciones y por dafio mecanico. (Lourdes et. al. 2009)

Una fuente importante de deterioro de la frutilla son los organismos que actuan
sobre la fruta descomponiéndola como por ejemplo los diversos tipos de pudricién
causada por Botrytis cinérea que es la mayor causa de pérdidas poscosecha y por
el hongo Rhizopus stolonifer, cuyas esporas generalmente estan presentes en el

aire y se propagan facilmente (Becerra et. al. 2013).

En la actualidad el cultivo de frutilla ha presentado un importante nivel de desarrollo
en el Ecuador, las diferentes zonas de la region interandina presentan condiciones
favorables para la produccién de esta fruta, por lo cual la superficie destinada al

cultivo de la misma se ha incrementado, sin embargo, la comercializacién en fruto



fresco no siempre garantiza buenos rendimientos econdmicos, siendo necesario

aplicar buenas préacticas de manejo como el control de enfermedades (Macas 2013).

En general, las bacterias tienen pH 6ptimo de crecimiento proximos a la neutralidad;
mientras que los mohos se desarrollan en un intervalo de pH méas amplio como por
ejemplo el Botrytis que germina en un rango de pH de 3- 7 con un 6ptimo pH de 4
(Martinez et. al. 2008).

Los principales factores que afectan al crecimiento bacteriano son el tiempo, la
temperatura, los nutrientes, el agua disponible y el pH, este ultimo es un factor
determinante para controlar el crecimiento bacteriano ya que con un pH bajo se

pude detener el desarrollo de bacterias (Chavarrias 2013).



1.1 MARCO TEORICO

1.1.1 La fresa (Fragaria ananassa)

La fresa es una planta de la familia de las Rosaceas, subfamilia Rosoidea, tribu
Potentilla y género Fragaria, los cultivares mas utilizados en la actualidad son
cruzamientos de las especies: Fragaria vesca, Fragaria chiloensis, Fragaria

virginiana y la Fragaria grandiflora (Kessel 2018).

Es una planta perenne estolonifera, de pequefa altura, que es cultivada para la
producciéon de sus frutos, los que son altamente apreciados por los consumidores

por su delicado sabor, agradable aroma y color rojo intenso (ONUDI 2015).

Macas et. al. (2013) informa que la frutilla es un producto de alta demanda, tanto en
estado fresco como procesado, debido especialmente a sus caracteristicas
organolépticas, asi como por su alto contenido de vitamina C y gran cantidad de
acido elagico, el cual presenta un enorme interés por sus propiedades

anticancerigenas y antitumorales

En el Ecuador se puede encontrar el cultivo de la frutilla agrupado en zonas como
Pichincha, especificamente en Yaruqui, Pifo, El Quinche y el valle del noroccidente
gue comprende las parroquias de Pomasqui, San Antonio de Pichincha y Calacali,
su cultivo se ha expandido a otras provincias como Tungurahua y Chimborazo, los
principales mercados de destino son Quito, Guayaquil, Cuenca y algunas zonas de

la costa del pais (Quishpe 2017).

1.1.3 Composicion nutricional

La importancia que tienen los nutrientes de las frutas en general, radica en que
forman parte de la dieta diaria equilibrada que se debe seguir para preservar una
buena salud, aspecto que llama el interés de los consumidores, en el caso de la

frutilla una porcion de 100 gramos (g) de fruta contiene: agua (89.9%), calorias (37
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kcal), proteinas (0.7 g), grasas (0.5 g), hidratos de carbono (8.4 g), vitamina A (3.33
mg), vitamina B1 (0.03 mg), vitamina B2 (0.07 mg), vitamina B (0.6 mg), vitamina C
(59 mg), calcio (21 mg), foésforo (21 mg), hierro (1 mg), sodio (1 mg) y potasio (164
mg). Ademas, contiene acidos organicos, mismos que tienen propiedades
antioxidantes e inhiben el desarrollo de células cancerigenas. Ademas, posee bajos
niveles de azucares (fructosa y glucosa) por lo que se recomienda para personas
diabéticas (Parra 2018).

1.1.4 Contaminacion por bacterias en la frutilla

La transmision de enfermedades producida por el consumo de alimentos es un
fendbmeno muy conocido en todo el mundo, con los estudios realizados se ha
constatado el incremento de las enfermedades por consumir alimentos
contaminados con diferentes microorganismos patdégenos, dentro de las bacterias
gue son causantes de la contaminacién en alimentos y provocan enfermedades de
indole infeccioso se encuentran Escherichia coli, Salmonella spp, (Carrasco et. al.
2017)

e Escherichia coli

E. coli es el indicador principal de contaminacién fecal en alimentos y agua
contaminada, ella est4 presente en todas las heces de animales y humanos, asi
como también en las aguas residuales y esta estrechamente relacionada a
enfermedades en humanos y animales; su pronta deteccidn e identificacion es de
gran importancia para la prevencion de enfermedades gastrointestinales y la
proteccion del medio ambiente manteniendo los rios y causes que son usados como

fuentes de riego (Rios 2018).



» Salmonella spp

El género Salmonella también forma parte de la familia Enterobactericeae y es
causante de la enfermedad conocida como salmonelosis y al igual que E. coli es
trasmitida por la ingestién de alimentos contaminados, los cuales tienen contacto
directo con los manipuladores que carecen de una buena higiene o con heces

fecales de animales (Rios 2018).

1.1.5 Contaminacion por hongos en la frutilla

Debido a que la fresa es un fruto no climatérico, y altamente sensible al dafio
mecanico, lo cual la hace muy susceptible a la invasiéon de algunos organismos
patdgenos, posee una vida postcosecha muy corta y entre las causas de pérdida de
calidad de los frutos de fresa se encuentra su sensibilidad al deterioro por ataque
de hongos fitopatdégenos, entre los que se encuentran Botrytis cinérea y Rhizopus
stolonifer, los cuales ocasionan importantes pérdidas postcosecha (Olalde et. al.
2012)

+ Botrytis cinérea

La pudricion por Botrytis 0 moho gris causada por Botrytis cinérea es la mayor causa
de pérdidas postcosecha en fresa, esta enfermedad ataca las flores, sobre todo,
cuando se presentan periodos prolongados con alta humedad relativa y al fruto
durante su desarrollo, maduracién y transporte, en la fruta aparece como una
mancha amarillenta de consistencia acuosa, que posteriormente se extiende entoda
la frutilla para cubrirse posteriormente de un polvo gris, que corresponde a las
esporas del hongo, en algunos casos esta enfermedad es capaz de atacar hasta el
95% de frutos después de 48 horas de cosechados (Mufioz 2011).



+ Rhizopus stolonifer

Rhizopus stolonifer es un agente causal de la enfermedad conocida como pudricion
blanda, puede crecer y desarrollarse a temperaturas que van desde los 10 hasta los
33°C y humedades relativas variables, se ve seriamente afectado por temperaturas
menores a los 5°C, es un hongo que se encuentra como saprofito sobre pedazos
de fruta o cualquier material organico, su micelio es aéreo, este hongo se puede

reproducir sexual y asexualmente (Olalde et. al. 2012).

1.1.6 Cambio de pH

Los microorganismos con un crecimiento optimo de exceso de pH 8, comunmente
entre 9 y 10, se definen como alcaldfilos, estos se encuentran entre procariotas,
arqueas, eucariotas y en ambientes altamente alcalinos, tales como lagos de soda

0 suelos carbonatados. (Lunestad, et. al. 2018).



1.2 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Las frutas y hortalizas son componentes esenciales de la dieta humana y hay
evidencia considerable de los beneficios de salud y nutricionales asociados con su
consumo, sin embargo diversos microorganismos patégenos son frecuentemente
vinculados con frutas y vegetales que se consumen crudos, dentro de ellos se
destacan Salmonella spp, y E. coli, entre otros, por lo tanto la desinfeccion de estos

alimentos antes de su consumo es recomendable (OMS 2018).

Quishpe (2017) sefiala que el bajo rendimiento de la frutilla en el Ecuador es un
problema que muchos productores ain no lo perciben a pesar de que en ocasiones
se manifiesta incluso con el atague de plagas y enfermedades que limitan el
rendimiento y afectan a la calidad de la fruta, cuando se cosecha o recolecta por
una inadecuada manipulacion ocurren lesiones fisicas 0 mecéanicas que provocan
defectos irreversibles volviéndose propensos a microorganismos patdgenos, esto
en compafia del ambiente agravan el problema, hay que considerar que esta fruta
tiene una de las tasas respiratorias mas altas de todos los frutos frescos, y debido
a sus caracteristicas como forma, tamafio , aroma, y grosor es importante el

inmediato almacenamiento adecuado

Las lesiones producidas en los frutos durante la cosecha y posterior manipulacion
postcosecha se convierten en puntos de ataque preferenciales de diferentes
microorganismos patogenos entre los que destacan los hongos Botrytis cinérea y
Rhizopus (Borja 2010).

Los tratamientos postcosecha en frutas y hortalizas pueden ayudar a disminuir las
pérdidas por descomposicion debidas al ataque de microrganismos, tales como
Botrytis, Rhizopus asi como controlar la contaminacion de la fruta con agentes

patdgenos como Salmonella spp, y E. coli (Garcia et. al. 2017)



1.3 JUSTIFICACION

Para asegurar la calidad e inocuidad de las frutas y hortalizas es necesario
minimizar la contaminacién de los productos con microorganismos patégenos que
puedan afectar la salud del consumidor, existen diversos métodos para reducir la
flora superficial de frutas y hortalizas, en general los métodos utilizados se basan
en procesos fisicos como la remociébn mecanica, los tratamientos térmicos, la
irradiacion 'y los métodos quimicos involucran el uso de agentes como

desinfectantes superficiales (Garmendia y Vero, 2006).

Vélez (2015) mencion6 que las frutillas tienen las desventajas de ser muy
perecederas debido a su elevada respiracion y carencia de barrera exterior que
limita la retencion del agua, ademas la conservacion de la misma es limitada por la
poca resistencia a los dafios mecanicos y al ataque microbiolégico lo que hace que

su vida util sea muy corta y aumenta las perdidas posteriores a la cosecha.

Uno de los principales factores en el desarrollo del cultivo e incluso en la
poscosecha de la fruta, es el manejo de las enfermedades que, en su gran mayoria,
son de caracter fungico; seguidas por algunos problemas bacterianos, debido a esto
se han realizado diversas investigaciones para controlar los microorganismos en la
frutilla (Cano 2013)

Tomando en cuenta lo anterior en el presente trabajo, se estudiara el uso de
soluciones de pH basico como medio de control de Botrytis, Rhizopus, Salmonella

y Escherichia coli presentes en la frutilla (Fragaria X ananassa)



1.4 HIPOTESIS

El tratamiento por inmersion en solucion de pH basico sirve como control de Botrytis,
Rhizopus, Salmonella y Escherichia coli presentes en la frutilla (Fragaria x

ananassa).



OBJETIVOS

1.5.1 Objetivo general

Utilizar soluciones de pH basico como control de Botrytis, Rhizopus, Salmonella
spp y Escherichia coli en la frutilla. (Fragaria x ananassa),

1.5.2 Objetivos especificos

1. Estudio in vitro del uso de soluciones de alcali a pH de 11, 12 y 13 como
medio de control para Botrytis y Rhizopus en la frutilla.

2. Estudiar el uso de soluciones de éalcali a pH de 11, 12 y 13 como medio de

control para Salmonella spp y Escherichia coli en la frutilla.
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CAPITULO Il

2. METODOLOGIA

2.1 LOCALIZACION

El presente trabajo de investigacion se realizé en el laboratorio de alimentos y
Laboratorio de analisis de la Facultad de Ciencias Agropecuarias de la Universidad
Laica "Eloy Alfaro” de Manabi”, ubicada en la ciudad de Manta, con latitud sur

0°57"10" y longitud oeste 80°44'43" con una altitud promedio de 20 msnm.

2.2 VARIABLES

2.2.1 (Ausencia — Presencia) Botrytis, Rhizopus

Variables independientes
A. pH
A1-11

Ay -12
Az -13

Variables dependientes

Presencia Botrytis

Presencia Rhizopus



2.2.2 (Ausencia-Presencia) Salmonella spp Yy Escherichia coli

Variables independientes

B. pH

B:1-11
B, -12
Bs-13

C. Tiempo de inmersion
C1 - 20 minutos

C> - 40 minutos

Cs3 - 60 minutos

Variables dependientes

Presencia Salmonella spp.

Presencia Escherichia coli

12



2.3 DISENO EXPERIMENTAL

2.3.1 Tipo de diseio

Para este estudio se utilizara dos tipos de disefios completamente al azar, el primer
disefio unifactorial y el segundo disefo bifactorial.

2.3.2 Andlisis estadistico

El andlisis estadistico para el tratamiento se utilizara un andlisis de varianza ADEVA
con una prueba de significancia TUKEY al 5 %. Todos los datos seran analizados

por triplicado y los resultados seran procesados por el programa Infostat 2016.

Tabla N°1 Esquema de analisis de varianza (ANOVA) Botrytis y Rhizopus

Fuente de variacion G.L
Total (t*r-1) 8
Tratamientos (t-1) 2
Repeticion r-1 2
Error experimental (t-1) (r-1) 4
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Tabla N°2 Esquema de analisis de varianza (ANOVA)

E.coli

Salmonellaspp y

Fuente de variacion G.L
Total (t*r-1) 26
Tratamientos (t-1) 8
Repeticion r-1 2
Factor A 2
Factor B 2
Internacién (AxB) 4
Error experimental (t-1) (r-1) 16

2.4 MANEJO DEL EXPERIMENTO

Se obtuvieron 96 frutillas (Fragaria x ananassa) del mercado central de la ciudad de
Manta con un peso aproximadamente de 20g c/u, estas se clasificaron por la
uniformidad en su grado de madurez a escala 4, ademas se asegur6 que no haya
evidencias de dafios por microorganismos y mecanicos. Se transportaron a
laboratorio, se realiz6 un respectivo lavado con agua destilada estéril, para el
analisis microbioldgico de las bacterias se utilizaron 36 frutillas para Salmonella y

36 para e. Coli; con respecto a los hongos se utilizaron 12 frutillas tanto para Botrytis

como Rhizopus.
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2.5 METODO DE ANALISIS

2.4.1 Medicion del pH

La medicion del pH se realizé de acuerdo a la metodologia descrita por la Norma
Oficial Methods of Analysis - Association of Official Analytical Chemists (AOAC
1975).

2.4.2 Método de control de Botrytis y Rhizopus por inmersion en
soluciones de pH basico.

Las frutillas se inocularon a una concentracion de 10* UPC/ml para Botrytis y 105
UPC/ml para Rhizopus (Camacho et. al. 2017), luego de ello las frutas se
sometieron a una inmersion de 300 ml de agua destilada con 0.098g, 0.969g y
2.02g de hidréxido de potasio obteniéndose soluciones alcalinas con un pH 11,
12 y 13. Posteriormente, se retiraron las frutillas de la solucion y se procedio a
realizar un enjuague con agua destilada para posteriormente realizarle el
respectivo analisis microbiolégico. Para ello, la toma de muestra se realiz6 por el
meétodo de hisopado y el analisis de la presencia/ausencia de Botrytis y Rhizopus
se realiz6 de acuerdo a la metodologia descrita por la Norma Técnica Ecuatoriana

1529-2013. Todas las muestras fueron analizadas por triplicado.

2.4.2.1 Actividad antimicrobiana (método de difusi6  n de discos en
agar)

En primer lugar, se inoculd Botrytis y Rhizopus en cajas Petri que contienen agar
Sabouraud dextrosa. Para evaluar la actividad microbiana al pH se utilizaron

soluciones alcalinas de pH 11, 12, 13 y un control con agua destilada
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El andlisis de control antimicrobiano se realiz6 de acuerdo al método de difusidn en
agar segun la técnica estandarizada por el National Committee For Clinical
Laboratory Estandards (NCCLS, 2009). Se deposité aproximadamente 20 uL del
agente en estudio en disco del papel filtro (Fisher Scientific Q2) de 5 mm de
diametro. Posteriormente, estos discos fueron colocados en placas que contienen
el medio inoculado con Botrytis y Rhizopus a analizar. Las placas se incubaron a
una temperatura de 25 °C por 24 horas. Al final de ello, se midieron los halos de
inhibicion del crecimiento fungico. En todos los casos la evaluacion se realizé por

triplicado.

2.4.3 Método de control de Salmonella spp y E. coli por inmersion
en soluciones de pH basico.

Las frutillas se inocularon a una concentracion de 108 UFC/ml para Salmonella 'y
E. coli (Ledesma et. al. 2018), para luego ser sometidas a una inmersiéon de 300
ml de agua destilada con 0.098g, 0.96g y 2.02g de hidroxido de potasio
obteniéndose soluciones alcalinas de pH 11, 12 0 13. Las frutillas se mantuvieron
sumergidas en las soluciones por tiempos de 20, 40, 60 minutos Posteriormente,
se retiraron de la solucién y se procedid a realizar un enjuague con agua

destilada.

2.4.3.1 Determinacion presencia / ausenciade  Salmonella spp

El analisis de la presencia/ausencia de Salmonella spp se realizaron de acuerdo
a la metodologia descrita por la Norma Técnica Ecuatoriana INEN 1529-15:2009
con ciertas modificaciones. Una vez que se han sumergido las frutillas en las
soluciones de pH, y posteriormente enjuagadas con agua destilada, la toma de
muestra se realizd6 por el método de hisopado, posteriormente se siguié la
metodologia de la norma antes descrita. Todas las muestras fueron analizadas

por triplicado.
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2.4.3.2 Determinacion de Escherichia coli

El analisis de la presencia/ausencia de E. coli se realizO de acuerdo a la
metodologia descrita por la Norma Técnica Ecuatoriana INEN 1529-8:2025 con
ciertas modificaciones. Una vez que se han sumergido las frutillas en las
soluciones de pH alcalinas, y posteriormente enjuagadas con agua destilada, la
toma de muestra se realiz6 por el método de hisopado, luego se realizé los pasos
subsiguientes de acuerdo a la norma descrita. Todas las muestras fueron

analizadas por triplicado.

2.4.3.3 Actividad antimicrobiana (método de difusi6  n de discos en
agar)

Primeramente, se inoculé Salmonella Spp y E. coli en cajas Petri que contienen
agar Shigella. Para evaluar la actividad microbiana al pH se utilizaron soluciones

de hidroxido de potasio de pH 11, 12, 13 y un control de agua destilada.

Como analisis de control antimicrobiano se emple6 el método de difusion en agar
segun la técnica estandarizada por el National Committee For Clinical Laboratory
Estandards (NCCLS, 2009). Se depositaron aproximadamente 20 pL del agente
en estudio en disco del papel filtro (Fisher Scientific Q2) de 5 mm de didmetro
posteriormente estos discos fueron colocados en placas que contenian el medio
inoculado con Salmonella Spp y E. coli. Las placas se incubaron a una
temperatura de 37 °C por 24 horas. Al final de ello, se midieron los halos de
inhibicién del crecimiento de patdgenos. En todos los casos la evaluacion se

realizo por triplicado
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CAPITULO I
3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Actividad antimicrobiana (método de difusion de discos en
agar) en Hongos

3.1.1 Efecto Inhibitorio en  Botrytis.

Los resultados del efecto inhibitorio de pH frente al hongo Botrytis mostraron una
diferencia estadistica significativa entre los tratamientos y el control, donde el menor
halo de inhibicion se obtuvo para el pH 11 con 8 mm y el mayor con 11,67 mm para

el pH 13 (Tabla 3), siendo este ultimo el mejor tratamiento del estudio.

Tabla 3. Halos de inhibicion de soluciones a pH 11, 12 y 13 sobre Botrytis.

pH Diametro del halo inhibicion
(mm)

C 0,00 A

11 8,00 B

12 10,00 BC

13 11,67 C

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p> 0,05)

3.1.2 Efecto Inhibitorio en Rhizopus.

En la tabla 4 se muestran los resultados obtenidos del efecto inhibitorio frente a
Rhizopus. Se obtuvo una diferencia significativa entre el control y los tratamientos,

en donde el pH 12 muestra el mejor tratamiento para el estudio con 11, 44 mm.



Tabla 4. Halos de inhibicion de soluciones a pH 11, 12 y 13 sobre Rhizopus .

Diametro del halo inhibicion

pH (mm)

C 0,00 A

13 11,00 B
11 11,00 B
12 11,44 B

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p> 0,05)

La inhibicion de Botrytis y Rhizopus en presencia de un pH basico podrian
deberse a un efecto de secado del microorganismo, resultante de una
deshidratacién osmatica por la diferencia de concentraciones de hidréxido entre
el medio y el microorganismo. Sin embargo, Haro (2004) evalu¢ el estudio de la
Conservacion de Arandanos (Vaccinium corymbosum) mediante Deshidratacion
Osmotica y Secado por Aire donde se observé que el nivel de humedad bajo
inhibe en la mayoria de los microorganismos que afectan a la estabilidad de la

fruta

3.2 Método de control de Botrytis y Rhizopus por inmersion en
soluciones de pH basico

3.2.1 Botrytis

En la tabla 5 se muestra los resultados sobre el control de Botrytis por inmersion
en soluciones de pH basico en donde podemos observar un descenso de UPC a
medida que el pH basico va en aumento, mostrando asi valores de 1,4x10% a pH
11yapH 13 con 2,0 X 103 UPC.
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Tabla 5. Método de control de Botrytis por inmersion en soluciones de pH
basico. UPC de Botrytis spp.

pH UPC

11 1,4x10%
12 4,0x103
13 2,0X10°
C 1,0X104

3.2.2 Rhizopus

En los resultados obtenidos sobre el control de Rhizopus (Tabla 6) se observo un
descenso de UPC a medida que va aumentando el pH bésico, en donde se
obtuvo 5,0X103 UPC a pH 11y 1,0X 102 UPC a un pH de 13.

Tabla 6. Método de control de  Rhizopus spp por inmersion en soluciones
de pH basico. UPC de Rhizopus spp.

pH UPC

11 5,0X103
12 3,4X 103
13 1,0X 103
C 1,0X 10

El efecto de secado del microorganismo por deshidratacibn osmotica es mayor
cuando se utilizan soluciones de pH mas elevado, mismo que contiene una mayor
concentracion de hidroxido. Donde Villa et. al. (2009) evaluaron cambios
composicionales 'y microbiolégicos asociados a ciclos sucesivos de
deshidratacion osmotica y como resultado de este tratamiento se redujo la

presencia de microorganismos tales como hongos, levaduras y mesofilos.
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3.3 Actividad antimicrobiana (método de difusion de discos en
agar) en bacterias.

3.3.1 Efecto Inhibitorio en  Salmonella spp.

En los resultados obtenidos en el efecto inhibitorio de pH frente a la bacteria
patogena de Salmonella descritos en la tabla 7, se observo diferencia significativa
entre los tratamientos y el control, donde el pH 13 tuvo mayor efecto inhibitorio con
11,22 mm

Tabla 7. Halos de inhibicion por inmersién en soluc iones de pH 11, 12,y 13
sobre Salmonella spp.

Diametro del h alo inhibicién

pH (mm)

C 0,00 A
12 9,56, B
11 989 B
13 1122 B

No existen estudios del uso de soluciones de pH basico para el control de
Salmonella. En el presente estudio el incremento de la concentracion de hidroxido

produjo una mayor inhibicion de Salmonella.

3.1.2 Efecto Inhibitorio en E. coli.

En la tabla 8 se muestran los resultados obtenidos del efecto inhibitorio en la
bacteria E. coli, donde se observo diferencia significativa entre tratamientos y el
control. EI menor halo de inhibicién se obtuvo para pH 13 con 10,33 mm y el mayor
con 12,11 mm para pH 12 siendo este ultimo, estadisticamente igual al obtenido

para pH 11.
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Tabla 8. Halos de inhibicion de inmersion en soluci  ones de pH 11, 12y 13

sobre E. coli.
pH Didametro del h alo inhibicion
(mm)
C 0,00 A
13 10,33 B
11 1156 C
12 12,11 C

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p> 0,05)

Contrariamente a lo esperado, la solucién a pH 13 produjo una menor inhibicion
gue las soluciones de menores pH. No existen estudios del uso de soluciones de
pH basico para el control de E. coli. Sin embargo, Cholan et. al. (2019) evaluaron
el efecto de un extracto hidroalcohdlico de Caesalpinia spinosa sobre el
crecimiento de E. coli y Salmonella en donde se observaron que los promedios
de los diametros de los halos de inhibicion a mayor concentracion del extracto en

E. coli disminuyé.

3.4 Método de control de salmonella spp y e. coli  por inmersion
en soluciones de pH basico.

3.4.1 Salmonella

En la tabla 9 se muestran los resultados de control de Salmonella por inmersion
en soluciones de pH béasico por diferentes tiempos de inmersién. No hubo
crecimiento a pH de 12 y 13. Por otro lado, todos los tratamientos tuvieron menor
numero de UFC y fueron diferentes al control (p>0,05).

22



Tabla 9. Método de control de  Salmonella spp. por inmersion en

soluciones de pH basico. UFC sobre  Salmonella spp.

pH TIEMPO UFC
13 60 min 0,00 A
12 20 min 0,00 A
13 40 min 0,00 A
13 20 min 0,00 A
12 40 min 0,33 A
12 60 min 0,33A
11 40 min 0,67 A
11 60 min 1,00 A
11 20 min 3,33AB
C 20 min 467AB
C 40 min 8,67 B
C 60 min 32,00 C

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p> 0,05)

3.4.2 E. coli

Los resultados de control de E. coli por inmersion en soluciones de pH béasico
(tabla 10) mostraron que hubo diferencia significativa en donde el tratamiento el
menos efectivo fue a pH 13 por 20 min y su mejor efectividad al 60 min donde no
hubo presencia de UFC. Por otro lado, todos los tratamientos tuvieron menor

numero de UFC y fueron diferentes al control

23



Tabla 10. Método de control de E. coli  por inmersion en soluciones de pH

bésico. UFC sobre e. Coli spp.

pH TIEMPO UFC

13 60 min 0,00 A

12 20 min 2,67 AB

11 20 min 3,33AB

C 20 min 13,00AB C

C 40 min 1433 B C

11 40 min 25,00 CD

12 40 min 31,33 D

C 60 min 37,33 DE

12 60 min 46,33 EF
13 40 min 53,67 F
11 60 min 77,67 G
13 20 min 91,00 H

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p> 0,05)
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CAPITULO IV

4.1 CONCLUSIONES

En el estudio in vitro con el uso de soluciones de hidroxido de potasio se
concluye que al llegar a un pH 13 las UPC tanto Botrytis como Rhizopus

disminuyeron.

En la investigacion in vitro en soluciones del pH alcalino como medio de
control en las bacterias del presente estudio, al llegar a un tiempo de

inmersion de 60 min no hubo presencia de las mismas.

Respondiendo a la hipétesis planteada, las soluciones de pH 13 sirven como
control de Botrytis, Rhizopus, Salmonella y Escherichia coli presentes en la

frutilla (Fragaria x ananassa).



4.2 RECOMENDACIONES

Se recomienda continuar el estudio de inhibicién en otros hongos y/o bacterias

gue atacan a la fresa en su cosecha y poscosecha

Se recomienda realizar investigaciones con otras variedades de frutilla que se

encuentren en el mercado para realizar una comparacion con esta investigacion
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ANEXOS

Anexo No 1 Fresas sumergidas en concentraciones de pH 11, 12 y 13

Anexo No 2 Inoculacion por aspersion en hongos a una concentraciéon de 104
UFC/mly 105 UPC/ml
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Anexo No 3 Andlisis microbiologico de Salmonella spp a pH 13 en 60 min
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Anexo N° 5 Resultado halo de inhibicion E. coli
Analisis de la varianza

Variable N R® R®* Aj CV
Halo de inhibicién 30 0,95 0,95 7,95

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo I)

r.Y. -, gl CM F p-valor
Modelo. 361,69 3 120,56 183,19 <0,0001
pH 361,69 3 120,56 183,19 <0,0001
Exrror 17,11 26 0,66

Total 378,80 29

Test:Bonferroni Alfa=0,05 DMS=1,33745
Error: 0,6581 gl: 26
pH Medias n E.E.

0 0,00 30,47 A

13 10,33 9 0,27 B

11 11,56 9 0,27 c
12 12,11 9 0,27 C

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Anexo N° 6 Resultado UFC E. coli

Analisis de la varianza

Variable N R* Rf Aj CVv
UEC 36 0,98 0,98 13,55

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo I)
E. VM. SC gl CM F p-valor

Modelo. 29061,64 11 2641,97 132,28 <0,0001

pH Tiempo 29061,64 11 2641,97 132,28 <0,0001

Error 479,33 24 19,97

Total 29540,97 35

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=13,15675
Error: 19,9722 gl: 24
pH Tiempo Medias n E.E.

pH13 TE0 0,00 3 2,58 A

pH12 T20 2,67 3 2,584 B

pH11 T20 3,33 3 2.58'a B

C T20 13,00 32,5 A B C

C T40 14,33 3 2,58 B C

pH1l T40 25,00 3 2,58 cC D

pH12 T40 31,33 3 2,58 D

C Té0 37,33 3 2,58 D E

pH12 T60 46,33 3 2,58 E F
pH13 T40 53,67 3 2,58 F
pH1l Té0o 77,67 3 2,58 G
pH13 T20 91,00 3 2,58 H

Mesdias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0,05)
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Anexo N° 7 Resultado halo de inhibicion Salmonella

Analisis de la varianza

Variable N R®* Rf Aj Cv
Halo de inhibicién 30 0,89 0,88 12,91

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo I)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 296,13 3 98,71 70,00 <0,0001
pH 296,13 3 98,71 70,00 <0,0001
Error 36,67 26 1,41

Total 332,80 29

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=1,88090

Error: 1,4103 gl: 26

pH Medias n E.E.

0 0,00 3 0,69 A

12 9,56 9 0,40 B

i [ | 9,89 9 0,40 B

13 11,22 9 0,40 B

Medias con una letra comiin no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Anexo N° 8 Resultado UFC Salmonella

Analisis de la varianza

Variable N R® RBRF Rj €V
UFC 36 0,96 0,94 51,73

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo I)
B. Y. SC gl CM F p-valor

Modelo. 2750,75 11 250,07 51,74 <0,0001

pH Tiempo 2750,75 11 250,07 51,74 <0,0001

Error 116,00 24 4,83

Total 2866,75 35

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=6,47230
Error: 4,8333 gl: 24
pH Tiempo Medias n E.E.

pH13 Té60 0,00 31,27A
pH12 T20 0,00 31,27A
pH13 T40 0,00 31,2742
pH13 T20 0,00 31,27 A
pH12 T40 0,33 31,27 A
pH12 Té€0 0,33 31,27 A
pH1l1l T40 0,67 31,27 A
pH1l1l T60 1,00 31,27 A
pH1l1l T20 3,33 31,27 A B
C T20 4,67 31,27 A B
C T40 8,67 3 1,27 B
C Te0 32,00 3 1,27 C

Medias con una letra comiin no son significativamente diferentes (p > 0,05)
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Anexo N° 9 Resultado halo de inhibicién Rhizopus

Analisis de la varianza

Variable N R* Rf Aj CV
Halo de inhibicién 30 0,76 0,74 19,95

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo I)

E. V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 336,74 3 112,25 28,00 <0,0001
pH 336,74 3 112,25 28,00 <0,0001

Exrrox 104,22 26 4,01
Total 440,97 29

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=3,17110

Error: 4,0085 gl: 26

pH Medias n E.E.

0 0,00 31,16 A

13 11,00 9 0,67 B

17 11,00 '9 .0;67 B

12 11,44 9 0,67 B

Medias con una letra comiin no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Anexo N° 10 Resultado UFC Rhizopus

Variable N Rt Rf A} CV
UFC 12 0,99 0,99 8,03

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo I)

. V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 70555,58 3 23518,53 304,78 <0,0001
pH 70555,58 3 23518,53 304,78 <0,0001
Exrrox 617,33 8 77,17

Total 71172,92 11

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=22,96880
Error: 77,1667 gl: 8
pH Medias n E.E.

13 24,00 3 5,07 A

12 76,33 3 5,07 B

11 105,00 3 5,07 C

0 232,33 3 5,07 D

Medias con una letra comiin no son significativamente diferentes (p > 0,0S5)
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Anexo N° 11 Resultado halo de inhibicion Botrytis

Variable N Rt R= Aj CV
HALO DE INHIBICION 12 0,97 0,95 14,03

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo I)

F.Y. SC gl CM F p-valor
Modelo. 240,25 3 80,08 73,92 <0,0001
PH 240,25 3 80,08 73,92 <0,0001
Error 8,67 8 1,08

Total 248,92 11

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=2,72148
Error: 1,0833 gl: &
PH Medias n E.E.

0 0,00 3 0,60 A
1 | 8,00 3 0,60
12 10,00 3 0,60 C

13 11,67 3 0,60 C

Medias con una letra comiin no son significativamente diferentes (p > 0,05)

B
B

Anexo N° 12 Resultado UFC Botrytis

Variable N R¢ Rf Aj CV
UFC 12 0,99 0,98 7,29

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo I)

F.V. S gl CM F p-valor
Modelo. 61985,58 3 20661,86 224,79 <0,0001
pH 61985,58 3 20661,86 224,79 <0,0001
Exrror 735,33 8 91,92

Total 62720,92 11

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=25,06805

Error: 91,9167 gl: &

pH Medias n E.E.

13 47,00 3 5,54 A

12 101,00 3 5,54 B

13 134,67 I S5;54 C

D 243,67 3 5,5% D

Medias con una letra comiin no son significativamente diferentes (p > 0,05)
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