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RESUMEN

La presente investigacion tuvo por objetivo evaluar la calidad de los aceites vegetales usados en
los negocios de comida rapida en las parroquias Velasco y Maldonado de la ciudad de Riobamba
durante el periodo agosto 2020-enero 2021 y su incidencia en la salud, mediante un estudio
experimental y transversal. La muestra estuvo conformada por veinte locales. Se tomé en cada
local 150mL de aceite vegetal usado en las frituras de papas para proceder a la caracterizacion
fisicoquimica y microbioldgica, luego se procesaron los resultados de estos analisis para
establecer estadisticos descriptivos y la prueba Chi2 para asociacion de variables con tablas de
contingencia. Los valores medios de los parametros fisicoquimicos fueron: pH 7,14, temperatura
18,65 grados Celsius, densidad relativa 0,91, indice de acidez de 1,19 e indice de peroxido 48,28
mEq O2/Kg. Al hacer una comparacion entre las parroquias, se determiné que los locales de la
parroquia Maldonado son mas propensos al crecimiento microbiano por el pH alcalino y de igual
forma, el indice de perdxido es casi el triple respecto a los locales en Velasco. Para el andlisis
microbiolégico se analizaron las muestras en los dias 0 y 15 después de su recoleccién, con un
crecimiento de Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus
saprophyticus, Proteus mirabilis, Acinetobacter spp y aerobios meséfilos. Los resultados del
antibiograma mostraron que la mayoria de las bacterias presentaban resistencia a amoxicilina mas
acido clavuléanico, gentamicina, amikacina y eritromicina. Se concluye que las muestras
analizadas presentaron alteraciones fisicoquimica y microbiolégicas, 1o que comprometen su
calidad y son peligrosas para la salud de los consumidores que corren el riesgo de desarrollar
enfermedades como el cancer e infecciones. Se recomienda control periddico de la calidad de

estos aceites y capacitacion en su manejo adecuado.

Palabras clave:<ACEITE VEGETAL USADO> <NORMAS DE CALIDAD>,
<DETERIORO>, <ANALISIS FISICOQUIMICOS>, <ANALISIS MICROBIOLOGICO>,
<RIOBAMBA (CANTON)>.
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SUMMARY

The aim of this research was to evaluate the quality of vegetable oils used in fast food restaurants
in Velasco and Maldonado parishes, Riobamba city, during August 2020 - January 2021 and their
impact on health, through an experimental and cross-sectional study. The sample consisted of
twenty restaurants. 150 ml of vegetable oil used in french fries were taken in each place to proceed
to the physicochemical and microbiological characterization, then the results of these analyzes
were processed to establish descriptive statistics and the chi2 test for the association of variables
with contingency tables. The mean values of the physicochemical parameters were: pH 7.14,
temperature 18.65 degrees Celsius, relative density 0.91, acid number 1.19 and peroxide number
48.28 mEq 02/Kg. When making a comparison between parishes, it was determined that the
restaurants of Maldonado parish are more prone to microbial growth due to the alkaline pH and
in the same way, the peroxide index is almost three times higher compared to the restaurants in
Velasco. For the microbiological analysis, the samples were analyzed on days 0 and 15 after their
collection, with growth of Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus
saprophyticus, Proteus mirabilis, Acinetobacter spp and mesophilic aerobes. The antibiogram
results showed that most of the bacteria were resistant to amoxicillin plus clavulanic acid,
gentamicin, amikacin, and erythromycin. It is concluded that the analyzed samples presented
physicochemical and microbiological alterations, which compromise their quality and are
dangerous for the health of consumers who are at risk of developing diseases such as cancer and
infections. Periodic control of the quality of these oils and training in handling them is

recommended.

Keywords: <USED VEGETABLE OIL>, <QUALITY STANDARDS>, <DETERIORATION>,
<PHYSICOCHEMICAL ANALYSIS>, <MICROBIOLOGICAL ANALYSIS>, <RIOBAMBA
(CANTON)>.
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INTRODUCCION

Planteamiento del problema

La presente investigacion tiene por objetivo evaluar la calidad de los aceites vegetales utilizados
en los negocios de comida répida en las parroquias Velasco y Maldonado de la ciudad de
Riobamba, valorando su incidencia en la salud de los consumidores. El beneficio de garantizar la
calidad fisico-quimica y microbioldgica de los aceites vegetales usados radica en asegurar que el
producto utilizado en el proceso de fritura presente las condiciones 6ptimas que se requieren,
brindando asi seguridad al consumidor (Rauen et al, 1992, p. 119).

En cuanto a la metodologia, para llevar a cabo la investigacidn, se cuenta con la colaboracion de
negocios de comida rapida que aceptaron participar en el estudio, en las dos parroquias
mencionadas anteriormente, bajo el criterio de muestreo no probabilistico a conveniencia. Las
muestras de aceites vegetales usados, son analizadas bajo pardmetros fisico-quimicos (pH,
conductividad, solidos totales, temperatura, densidad relativa, indice de peroxido, indice de
acidez) y microbiolégicos (deteccion de patdgenos y analisis de la sensibilidad a antibidticos),
para valorar si cumplen con los criterios de calidad y poder ser utilizados en el proceso de fritura.
Este estudio inicia con la identificacion del problema de los variados estilos de vida del ser
humano que implican diferentes habitos alimentarios. En una encuesta realizada por la
ENSANUT-ECU indican que el consumo de comida rapida en Ecuador va en incremento,
hallandose en un 62.7%, siendo la poblacion adolescente entre 15 a 19 afios de edad los mayores
consumidores (Rauen et al, 1992, p. 119). La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) por su parte

informa que los alimentos naturales y tradicionales han sido reemplazados por las comidas rapidas
(Duran et al, 2015, p. 11).
La OMS en el 2014 afirm6 que el consumo de comida rapida estd provocando una creciente

epidemia de obesidad a nivel mundial, convirtiéndose a largo plazo en consecuencias graves para
la salud; este tipo de alimentos se relacionan de forma directa con el proceso de fritura (MSP, 2014).
Los aceites vegetales usados son sometidos a la reutilizacion a causa del factor econémico,
reduciendo costos en la elaboracion de los alimentos. Ademas, se ven afectadas sus propiedades
fisicoguimicas, y organolépticas (Duran et al, 2015, p. 11).

En el Ecuador las principales causas de muerte son las enfermedades crénicas no transmisibles,
como la obesidad, identificando al consumo de comida rapida como uno de principales factores
de esta enfermedad (MSP, 2018). Estudios publicados por la OMS sugieren que, si los gobiernos
por medio del Ministerio de Salud Publica realizaran campafias sobre estas enfermedades se

pudiera prevenir el sobrepeso y la obesidad, condiciones que a largo plazo pueden provocar



consecuencias graves en la salud, como la diabetes, enfermedades cardiacas, derrame cerebral y
cancer (OMS, 2014, p.12).

El método de preparacién mas utilizado en las comidas rapidas es la fritura, en el cual las materias
grasas sufren una serie de reacciones fisico-quimicas como la: oxidacion térmica, polimerizacion,
isomerizacion, e hidrolisis, estas reacciones inciden en la calidad de los aceites vegetales y en los
alimentos procesados (Deshmukh, 2019). El deterioro que puede ocurrir en los aceites durante su
manejo en los procesos de fritura, el alto consumo de alimentos fritos, y los posibles efectos en la
salud evidencian la necesidad de verificar su calidad a través de la caracterizacién fisico-quimica,

bacterioldgica, y del cumplimiento de la norma INEN 064 para “Grasas y Aceites Comestibles”
(Durén et al, 2015, p. 11).
El mejoramiento del manejo de las grasas y aceites de fritura en los negocios de comida rapida

de las parroquias Velasco y Maldonado de la ciudad de Riobamba pueden ser planificadas en base
a la informacion de esta investigacion, y contribuir con la comunidad para evitar a largo plazo
factores de riesgo para el consumidor, logrando un significativo aporte a la prevencién de
enfermedades con el incremento de la calidad de los productos ofertados, de manera que los
expendedores también se beneficien al anexar este valor agregado. Cabe mencionar que no se han
encontrado estudios que aborden este tema, por lo tanto, se contard con una linea base que puede
utilizarse para el control, regulacion, elaboracién y manejo adecuado de los aceites vegetales
usados en los procesos de frituras de la zona de estudio (Duran et al, 2015, p. 11).

Con los resultados obtenidos de la investigacion, en el capitulo Il se elaborard y propondra
acciones correctivas a los negocios de comida rapida, convirtiéndose en una evidencia importante
gue demuestre la necesidad de mejorar el uso de los aceites en las frituras y los peligros que
causan al ser excesivamente reutilizados (Rivera et al., 2014, p. 159).

El proyecto forma parte del grupo de investigacion “LEISHPAREC” de la ESPOCH, el cual
cuenta con los recursos tecnoldgicos, materiales y econémicos necesarios para cubrir y abordar
todos los procesos de investigacion. El trabajo cuenta también con el apoyo del GADM -
Riobamba, donde las propuestas planteadas en este estudio serdn validadas por esta entidad,

quienes consideraran su aplicacion tras las respectivas revisiones a estos negocios de comida.



OBJETIVOS DE LA INVESTIGACION

Objetivo General

e Evaluar la calidad de los aceites vegetales usados en los negocios de comida rapida en las

parroquias Velasco y Maldonado de la ciudad de Riobamba y su incidencia en la salud.

Objetivos especificos

e Determinar el indice de acidez, indice de perdxido, densidad relativa, sélidos totales,
conductividad, temperatura 'y pH en los aceites vegetales usados en el proceso de fritura en los
negocios de comida rapida en las parroquias Velasco y Maldonado de la ciudad de Riobamba.

e Aislar, identificar y cuantificar las bacterias presentes en los aceites vegetales usados en el
proceso de fritura de los negocios de comida rapida en las parroquias Velasco y Maldonado
de la ciudad de Riobamba.

e Determinar en el medio Muller-Hinton, la sensibilidad o resistencia a los antibioticos, de las
bacterias aisladas en las muestras de aceite vegetal usado en los negocios de comida rapida de

las parroquias Velasco y Maldonado de la ciudad de Riobamba.



CAPITULO |

1. MARCO TEORICO REFERENCIAL

1.1. Antecedentes

Durante el afio 2014 en Venezuela realizaron una investigacion sobre la “Cuantificacion del
deterioro de aceites vegetales usados en procesos de frituras en establecimientos ubicados en el
Municipio Libertador del Estado Mérida”, a partir de la evaluacion de parametros fisicos y
quimicos de los aceites, donde Rivera et al, mencionan que en el proceso de fritura a temperaturas
muy elevadas reducen los tiempos de coccidn pero causan el deterioro de los aceites y formacion
de acidos grasos libres, los cuales pueden alterar la viscosidad, el color y la formacion de espuma
en el mismo (Rivera et al., 2014, p. 159).

En un estudio realizado por Duran, en su investigacion sobre Aceites vegetales de uso frecuente
en Sudamérica: caracteristicas y propiedades, mencionan que el consumo de aceites vegetales ha
ido en incremento sobre todo en las Gltimas décadas en nuestra sociedad y se han convertido en
un componente importante de la dieta en todo el mundo, cuya composicion no es estandar, es
decir varian de acuerdo a su origen ya sea animal o vegetal, aportando cada uno diferentes
beneficios nutricionales en los productos elaborados que lo contengan (Durén et al, 2015, p. 11).
Asimismo, observaron que la reposicion del aceite con material fresco es practica comun en varios
establecimientos que expenden comida rapida, el objetivo es compensar las pérdidas por
absorcion y evaporacion que se dan en el proceso de fritura, también sefialaron que largos
periodos de uso del aceite inducen a compensar el volumen perdido con aceite fresco, por lo que
estos usos inadecuados de los aceites tiene implicaciones directas en la calidad del alimento y en
la salud de sus consumidores (Rivera et al. 2014, p. 160).

No existen antecedentes bibliograficos de la ciudad de Riobamba que den cuenta de la situacién
actual sobre la calidad de los aceites vegetales usados en los negocios de comida rapida y su
incidencia en la salud, por lo que la presente investigacion servira como base para criterios de
descarte y la reutilizacion de dichos aceites, ademas servira para ejecutar un proceso en cuanto al
buen manejo del aceite vegetal promoviendo la ausencia de factores de riesgo que incidan en la

salud de los consumidores.



1.2. Aceites vegetales

1.2.1. Definicion

Los aceites han sido usados por los seres humanos desde tiempos ancestrales tanto para la
alimentacion y como combustibles. Los aceites pueden ser productos de origen vegetal o animal,
cuyo principal componente son triésteres de acidos grasos y el glicerol, llamados “triglicéridos”.

Un aceite puede estar conformado por un solo tipo de triglicérido, o por una mezcla de ellos (Duran
etal, 2015, p. 11).
Los aceites de origen vegetal al estar expuestos al aire y humedad, se someten a una serie compleja

de deterioro tanto fisico y quimico, llamado “oxidacion de lipidos”, la generacion de compuestos
polares, productos poliméricos y a la vez disminuye el contenido de vitamina E (Durén et al, 2015,
p. 12).

Los aceites utilizados a nivel domeéstico son una fuente importante de fitoquimicos, conocidos
como compuestos bioactivos, como por ejemplo, fitoesteroles, fitoestrégenos, flavonoles,
carotenos, tocoferoles, que son promotores de la salud ya que previenen enfermedades y aportan

nutrientes (Durén et al, 2015, p. 12).

1.2.2. Composicion

Los aceites vegetales estan formados por acidos grasos, a su vez estan constituidos por moléculas
resultantes de la union de atomos de carbono, hidrégeno y oxigeno. Las uniones no son iguales
originando acidos grasos saturados e insaturados (Ortiz, 2014, p. 7).

o Acidos Grasos Saturados: Este tipo de acido graso es el mas comun, quimicamente no tiene
un doble enlace carbono — carbono (Melo, 2007 pag. 121). Ademas, estan unidos a dtomos de
hidrégeno es decir que estan “saturados”, por lo que a temperatura ambiente estos se
encuentran en estado sélido, su consumo excesivo es perjudicial para la salud debido a que
aumenta los niveles de colesterol en sangre causando enfermedades cardiovasculares (Ortiz,
2014).

e Acidos Grasos Insaturados: Este tipo de acido graso proviene del reino vegetal, tiene un doble
enlace en su estructura quimica por lo que se los denomina “insaturados” y por ende a
temperatura ambiente se mantiene en estado liquido (Ortiz, 2014). Estos se subdividen en:
monoinsaturados, aquellos que en su estructura quimica presentan un doble enlace y los

poliinsaturados son aquellos que en su estructura quimica presentan dos o mas dobles enlaces
(Melo, 2007 pag. 121).
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Figura 1-1: Clasificacion de los acidos grasos insaturados
Fuente: (Melo & Cuamatzi, 2007).

El consumo de estos acidos grasos son idoneos para la salud, porque va asociado a los niveles de
colesterol bueno (HDL); el mayor referente el aceite de oliva por lo que es el més adecuado para
el proceso de fritura al no degradarse quimicamente, ya que debido a exposicion de altas
temperaturas, se da una menor absorcion por la superficie del alimento que se frien en él, cuyo

resultado es la disminucion de su valor cal6rico final (Ortiz 2014, p. 9).

1.2.3. Estabilidad

Al seleccionar una materia grasa para ser utilizada como medio de fritura, se debe tener en cuenta
las siguientes caracteristicas: composicion en acidos grasos, estabilidad, disponibilidad comercial
y cumplimiento de normas reguladoras (Juarez y Samman, 2007, p. 83).

La estabilidad oxidativa de los aceites y grasas, se evalla con pruebas aceleradas, donde el
suministro de oxigeno y las elevadas temperaturas, permiten una mayor alteracion. La mayoria
de los métodos empleados muestran el mismo fendmeno, es decir, la velocidad de la reaccién
inicialmente baja y posteriormente elevada (Rauen etal, 1992, p. 119).

La resistencia a estos procesos oxidativos se relaciona con la vida util de los productos, segin
caracteristicas como insaturacion, contenido de antioxidantes naturales, de trazas de metales,
estado inicial de oxidacidn, etc. Ademas, van variando segun las condiciones en que se haya

realizado el almacenamiento, segln las condiciones de luz, temperatura, oxigeno y recipientes
(Rauen etal, 1992, p. 119).

1.2.4. Tipos de aceites producidos en Ecuador

De acuerdo a la Norma Técnica Ecuatoriana 064 del afio 2012, para” Grasas y aceites
comestibles” mencionan los diferentes tipos de aceites que se fabrican, importan o se

comercializan en el Ecuador son:



e Aceite de soya

e Mezclas de aceites vegetales comestibles

e Aceite de palma (OxG) alto Oleico

e Aceite de girasol
e Aceite de maiz

e Aceite de oliva

e Aceite de algodon
e Aceite de canola

e Aceite de arroz

e Aceite comestible de palma africana

1.2.5. Normas de calidad de los aceites vegetales

1.2.5.1. Parametros fisicos - quimicos de los aceites comestibles

Para verificar la calidad de los aceites vegetales se procede a la ejecucion de ensayos fisicos-
guimicos y se aplica las diferentes normas de calidad en donde se especifican las caracteristicas

gue deben tener los mismos.

Tabla 1-1: Métodos de ensayos fisicos - quimicos para aceites comestibles

PARAMETRO METODO DE ENSAYO MINIMO MAXIMO
indice de yodo NTE INEN 37 - 50-55
Acidez (expresada como NTE INEN 38 - 0,20%

acido oleico)

Pérdida por calentamiento NTE INEN 39 - 0,05%

indice de peroxido NTE INEN 277 - 10 meqg/Kg
indice de refraccion a 25°C NTE INEN 42 1,454 1,476
Humedad y Materia volatil RTCA 67.04.40:07 - 0,10 %

Color RTCA 67.04.40:07 - Caracteristico
Olor y sabor RTCA 67.04.40:07 - Agradable
Apariencia RTCA 67.04.40:07 - Libre de materia
extrafia
Acidos grasos libres RTCA 67.04.40:07 - 0,10%

Contenido de jabon

Benzopireno

RESOLUCION 2154 DE

2012

RESOLUCION 2154 DE

2012

Fuente: NTE INEN 064, 2012, RTCA 67.04.40:07, RESOLUCION 2154 DE 2012.

Realizado por: Chimborazo Ingrid, 2021.

0,005 % m/m



1.2.5.2. Parametros microbiol6gicos de los aceites comestibles

Para verificar la calidad de los aceites vegetales y considerarlos aptos para el consumo no deben
contener materias extrafias, restos de tejidos vegetales o animales por lo tanto se procede a la
ejecucién de ensayos microbioldgicos y se aplica las diferentes normas de calidad en donde se

especifican las caracteristicas que deben tener [os mismos (NTE INEN 064, 2012).

Tabla 2-1: Métodos de ensayos microbiolégicos para aceites comestibles

PARAMETRO METODO DE ENSAYO MINIMO MAXIMO
Coliformes totales NMP/g NTE INEN 1529-6 3 NMP/g 9,4 NMP/g
E. Coli NMP/g NTE INEN 1529-8 - <3 NMP/g
Staphylococcus aureus UFC/g NTE INEN 1529-14 10 UFC/ml 102 UFC/ml
Salmonella APHA-AOAC Capitulo 5 - Ausencia

Fuente: NTE INEN 064, 2012.
Realizado por: Chimborazo, Ingrid, 2021.

1.3.  Aceites vegetales usados

Los aceites vegetales usados son aquellos residuos de frituras, con capacidad de formar peliculas
sobre el agua, ademas, impiden o dificultan su oxigenacion y la correcta depuracion. En el caso
de no existir una depuracion total de estos aceites, cuando el agua vuelve al medio ambiente
acompafiada de residuos del aceite, se puede dar la contaminacién de rios, el maresy los acuiferos,
interfiriendo asi en la vida natural y la degradacion del entorno, ademaés, proliferan
microorganismos perjudiciales para la salud humana (Villabona et al, 2017, p. 22).

Por otro lado, el uso excesivo de los aceites de fritura genera productos cancerigenos como los
radicales libres y acrilamidas. Se considera que se podria usar hasta cinco veces, sin embargo, es
mejor no darle ese nimero de usos ya que pierde sus propiedades iniciales y trae consecuencias

nocivas en la salud (Villabona et al, 2017, p. 22).

1.3.1. Reacciones quimicas de los aceites

Los aceites atraviesan por cambios quimicos que suelen reducir su valor nutricional y producir
olores o sabores desagradables en los alimentos que tienen que ser freidos en estos. Por otro lado,
el deterioro que sufre un aceite depende directamente de ciertos factores como tipo de proceso de
freido, temperaturas, grado de insaturaciones del aceite, el tipo de alimento, la luz, intermitencias

entre enfriar y calentar, ademas del mantenimiento que se le brinde a un equipo de fritura (Ayala,
2011, p.45).



A continuacidn, se visualizan algunas de las reacciones quimicas que ocurren durante el proceso

de fritura.

1.3.1.1.  Hidrolisis

La reaccidn de hidrolisis se produce en la unién entre la porcion del glicerol y los &cidos grasos,
siendo muy importante durante la fritura de alimentos en profundidad, debido a que, la grasa de
fritura puede estar a 350°F (176 °C) y el alimento a freir tiene un alto contenido de agua, por lo

que se forman monoglicéridos y diglicéridos, glicerol y &cidos grasos libres (Ayala, 2011, p.45).
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Figura 2-1: Reaccién de hidrolisis en aceites.
Fuente: (Lazaro, 2018, p. 72).

1.3.1.2. Oxidacion

La oxidacion es una reaccion que se produce en los puntos de insaturacion, siendo un proceso

lento que requiere de tiempo para la produccion de una cantidad de perdxidos, que son los

responsables de sabores y olores desagradables. Los productos que contienen mayor cantidad de

insaturaciones, son mas propensos de sufrir esta reaccion, debido a que, los acidos grasos
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insaturados requieren de menos tiempo para absorben la misma cantidad de oxigeno en relacién
a los &cidos grasos menos insaturados. La velocidad en que se produce la oxidacion depende del
aumento de la temperatura, con la exposicion al oxigeno, contacto con materiales prooxidantes y

la presencia de luz (Ayala, 2011, p.76).

Acido graso insaturado
RH REACCIONES DE
OXIDACION DE LIPIDOS

INICIACION | primaria Catalizada por: oxigeno, calor, luz,
metales
RADICAL LIBRE
- .R
o, -
:
RH v
% Interacciones con vitaminas
"eR A YB
PEROXIDO LIPIDICO N (oxidacion) y proteinas
ROOH *
* Polimeros ]
*Epoxidos, furanos FIN

* Acidos, alcoholes, hidrocarburos’~
" Aldehidos y cetonas volatiles

Figura 3-1: Reaccion de oxidacion en aceites.
Fuente: (Lé&zaro, 2018, p.48).

Con la remocion de iones de hidrégeno de los acidos grasos poliinsaturados causada por radicales
libres, se inicia una reaccion catalitica en cadena llamada autooxidacion, que como consecuencia
forma alrededor de 60 productos finales, siendo en su mayoria téxicos y nocivos para la salud de
quien los consume. Los acidos grasos insaturados resultan ser favorables para los procesos de
fritura, sin embargo, suelen ser inestables a la temperatura dependiendo de su grado de
insaturacion (Lézaro, 2018, p.36).

Todo parece indicar que cuando el proceso de fritura supera los 180°C, se produce un deterioro
del aceite cuanto mayor nimero de insaturaciones tenga, lo que conlleva a alterar las
caracteristicas organolépticas de los alimentos sometidos a fritura, ademas, de la generacién de

compuestos dafinos para la salud (Esquivel, Castafieda y Ramirez, 2014).
1.3.1.3. Polimerizacion
Esta reaccion da lugar a estructuras ciclicas que se producen por uniones cruzadas entre cadenas

de &cidos grasos no insaturados o a través de atomos de oxigeno. La polimerizacion se ve

favorecida por temperaturas altas como las manejadas durante la fritura de alimentos, sin
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embargo, tiene multiples desventajas como la degradacion ejercida sobre los lipidos (Ayala, 2011,
p.78).

H.C—OCOR H,C—OH
Glicerol HC—OH + H.C—OCOR
H.C—OH
H.C—OH H,C~——O0H
0” HC—OH Alfa-monoglicérido  Beta-monoglicerido
H.C—O R H e -
o 2L—0H
Il -
HC—0 o R Cat. t
He—o—ILr H.C—OCOR H.C—OCOR
Triglicérido
H.C—OCOR HC—OH
H.C—OH H.C—OCOR
Alfa, beta-diglicérido  Alfa, alfa-diglicérido

Figura 4-1: Reaccion de polimerizacion en aceites.
Fuente: (Lézaro, 2018, p.46).

1.3.2. Manejo de los aceites

1.3.2.1. Punto de humeo

Segun la normativa mexicana, el punto de humeo es considerado como la temperatura a la que la
muestra de aceite emite un humo notablemente visible como indicativo de descomposicion, de
manera que, el glicerol se transforma en acroleina, una sustancia muy toxica y perjudicial para la
salud humana (Marina, 2014, p.4).

Se dice que el punto de humeo es mayor en grasas refinadas, como el aceite extra virgen, en donde
este punto se alcanza a menos de 160°C, en tanto que, a mayor reutilizacion de los aceites, menor
es el punto de humeo debido a que desciende ante la exposicidn continua a oxigeno y altas

temperaturas (Marina, 2014,p.4).

1.3.2.2. Tipos de fritura

Se denomina fritura a aquel proceso en el cual un alimento es introducido en un bafio de aceite 0
grasa a temperaturas entre 150 y 200°C. Asi también, para procesos de fritura es recomendable el
uso de aceite de oliva o de girasol, puesto que tienen un alto contenido de acido oleico que resiste
mejor a la fritura. Los tipos de fritura pueden ser de dos tipos como se indica (UTN 2008, p. 5):

1. Fritura continua o industrial

2. Fritura discontinua: en sartén o freidora

11



Fritura Continua

La fritura continua es aquella en donde se produce una gran cantidad de productos en un corto
periodo de tiempo, por lo que se usa para producir alimentos precocinados bajo condiciones de
fritura nada agresivas y de elevada calidad, siendo necesario la reposicion continua del aceite de
fritura junto con el alimento. Es comdn utilizar aceites ricos en acidos grasos monoinsaturados
debido a su calidad sensorial y estabilidad ante la oxidacion, ademas de ser méas saludables que

las grasas saturadas (Lazaro, 2018, p.56).

Fritura discontinua

Este tipo de fritura se utiliza para productos de consumo inmediato, por lo que se basa en una
fritura a demanda y la calidad del alimento dependera directamente del tipo de aceite utilizado.
Se distinguen algunos tipos, como se indica (Lazaro, 2018, p.56):

- Fritura en sartén.

- Fritura en freidora.

Se dice que la fritura continua resulta mas saludable que la discontinua debido a que, en la primera
existe una mayor velocidad de reposicion del aceite, lo que mantiene su calidad y evita que se
superen los limites legales establecidos como maximos, es decir, 25% de compuestos polares. Por
otro lado, en la fritura discontinua el aceite se somete a ciclos de calentamiento y enfriamiento,
lo que conlleva a una mayor degradacion y alteracion (Lazaro, 2018). Las variables para la
optimizacién de las condiciones de fritura se indican a continuacion (UTN, 2008, p.56):

o Del proceso: Método de fritura (freidora o sartén), material del recipiente y temperatura.

e Del tipo de aceite: el uso de aditivos y composicion del aceite.

e Del alimento que se va a freir: cobertura, relacion volumen/superficie y humedad

- Almacenamiento

Para que un aceite se mantenga integro debe ser almacenado tomando en cuenta las siguientes
consideraciones (Sidibé et al., 2010, p. 2752):

e Un nivel bajo de contaminantes

e Ausencia de oxigeno

e Evitar ciclos de calentamiento y enfriamiento (variacion brusca de temperatura)

e No exponer el aceite a la luz

e No tener contacto con materiales como cobre y hierro
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e Almacenarlo en un ambiente fresco y seco, en un envase limpio y de preferencia hermético a

temperaturas menores a 30°C (Sidibé et al., 2010, p. 2752).

1.3.2.3. Materiales de cocina

Las freidoras pueden ser de varios tipos como:

1. Doméstica

2. Con camara de agua

3. Giratoria

4. Calentamiento en espiral

Las freidoras por lo general deben poseer un tamafio adecuada a la cantidad de aceite que se va a
utilizar, siendo de material de acero inoxidable, ademas, debe tener una minima superficie que
entre en contacto con el oxigeno y una tapa que asegure la poca entrada de luz, a mas de contar
con una canalizacion para el vapor y un termostato que mantenga el control constante de la
temperatura (Yague, 2003, p. 15).

Resulta importante el uso de acero inoxidable debido a que este material presenta una excelente
resistencia a la corrosion y no es reactivo, ademas, tiene una gran tolerancia a temperaturas
extremas y no alberga gérmenes, debido a que, se considera un material higiénico cuya superficie
no presenta ninguna porosidad, a mas de no afectar al sabor de los alimentos con los que entra en

contacto (Yague, 2003, p. 15).

1.3.2.4. Reutilizacion del aceite

Dentro de las caracteristicas de los aceites reutilizados, se considera que (Yague, 2003):
1. No estan exentos de sustancias ajenas
2. Caracteristicas organolépticas distintas al aceite original
3. Contenido de componentes polares
Las condiciones generales de los materiales que tengan contacto directo con el aceite deben tener
(Yague, 2003, p.9):
1. Los utensilios a utilizarse deben ser de material adecuado y de fécil limpieza.
2. Los materiales no deben tener agujeros o superficies porosas que no permitan una
limpieza adecuada.
3. Los materiales deben soportar altas temperaturas y no desprender particulas o sustancia
toxicas que pudieran alterar la composicion del aceite.
4. Los materiales no deben desprender sabores u olores que puedan alterar las

caracteristicas organolépticas de los alimentos sometidos a fritura.
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Previo al redso de los aceites de frituras se procede a una limpieza basica como la que se indica

a continuacion (Castells, 2018, p.8):

Colar el aceite.
Colocar el aceite en un recipiente de vidrio y afiadir agua caliente.

Dejar reposar hasta la separacion de las dos fases.

A WD oE

Separar el aceite y almacenar, una vez frio se filtra con carbén activado.

El aceite utilizado en la cocina doméstica debe ser almacenado en recipientes oscuros para evitar

su contacto con la luz, ademas debe limpiarse para su posterior reutilizacion (Castells, 2018, p.8).

1.3.2.5.  Reutilizacidn de los aceites de frituras en productos comerciales.

Existen diferentes productos que se pueden obtener a partir de la reutilizacién del aceite vegetal

usado en frituras como se indica:

e Se utiliza el aceite para procesos de elaboracion de jabones, siendo necesario su filtrado inicial
para la eliminacion de particulas y la adicidn de sosa caustica, de manera que, el jabon obtenido
se podra utilizar para el lavado de prendas de vestir o0 manos (Solarte y Vargas, 2013, p. 50).

e Otra opcion es la produccion de velas, debido a que, el aceite se quema tan bien como la cera,
por lo que es necesario en primera instancia filtrarlo y afiadir gotas de aceite aromatico (Solarte
y Vargas, 2013).

e Se utiliza también para la elaboracion de biodiesel, atravesando por una serie de reacciones de
transesterificacion en donde actua el aceite vegetal, un alcohol como metanol y un catalizador
alcalino, obteniéndose un 85% de biodiesel y un 15% de glicerol (Solarte y Vargas, 2013).

e Por otro lado, también existen otras alternativas de reutilizacién del aceite usado para frituras,
como la elaboracién de abonos organicos y fertilizantes, ademaés, de utilizarlo para la
produccidon de otros materiales como el betln asfaltico para la fabricacion de telas
impermeables y asfalto para carreteras, a mas de servir para la elaboracion de pinturas, tintas

o arcillas, y otros productos que se hallan en investigacion y desarrollo (Solarte y Vargas, 2013).
1.3.3. Andlisis fisico-quimico
Los analisis fisico quimicos son enfocados en analitica, que se apoyan en el analisis cualitativo y

cuantitativo, para identificar las caracteristicas o propiedades de la materia en estudio, permite

realizar analisis fisicos, quimicos y microbiolégicos de muestras comerciales, siguiendo los

14



protocolos ya establecidos por los laboratorios, verificando que la muestra cumple o no con la

normatividad o referencia vigente (SEP, 2018, p. 17).

Tabla 3-1: Analisis fisico-quimicos realizados en los aceites vegetales comestibles

NOR VALOR DE
ANALISIS FUNDAMENTO MA REFERENCIA
min max.
QUIMICOS
Es la masa en mg KOH necesaria para neutralizar la
) acidez libre en 1 g de grasa. Mediante este indice se NTE
Indice de evallan, esencialmente, los &cidos grasos libres. Es INEN
acidez indicativo de calidad de un aceite o grasa, se relaciona 38 - 0,30 %
con las caracteristicas de la materia prima utilizaday con
el proceso (Manrique, 2010 pég. 2).
) El contenido de peréxidos, producto de la reaccién entre NTE
Indice de las grasas presentes en el aceite y el oxigeno, define su 10
peroxido estado de oxidacion primaria, es un parametro de su ”;“757’\] ) meqO2/Kg
tendencia al enranciamiento (Manrique, 2010 pag. 2).
Fisicos
Relaciona la masa de un volumen dado de una sustancia
Densidad y la masa de un volumen igual de agua en las mismas I:-II;IIE\I 0,895 0,91
relativa condiciones de presion y temperatura (NMX, 2000 pag. -
1).
Shlidos Los STD, son compuestos inorganicos, como sales,
totales metales pesados y algunas trazas de compuestos )
disueltos organicos, es decir, es la suma de los sélidos metalicos

presentes en el aceite (Manrique, 2010 pég. 2).

Indica la concentracion de los componentes ionizados en

distintas soluciones, ademd&s, es proporcional al

contenido de las sales disueltas que estan relacionadas
Conductividad con la suma de cationes 0 aniones, presentando una -

estrecha correlacion con los STD. Las medidas varian

dependiendo de la temperatura, por lo que se estandariza

a 25°C (PANREAC, 2000 pag. 25).

Para mantener la estabilidad del aceite vegetal, debe
estar a temperatura ambiente, porque es la temperatura

Temperatura ] ) - 15°C 30°C
adecuada de almacenamiento de grasas monoinsaturadas
y poliinsaturadas (ODECU, 2005 pég. 6).
El pH es una medida que indica la acidez del agua. El

oH rango varia de 0 a 14, siendo 7 el rango promedio (rango ] No existe un valor de

neutral). Se dara a entender que el pH afecta a la referencia
disponibilidad de nutrientes (COBCM, 2015 pég. 1).

Realizado por: Chimborazo, Ingrid, 2021.
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1.3.3.1.  Normas técnicas nacionales e internacionales de aceites vegetales usados

Existen normas nacionales e internacionales para los aceites de fritura, asi como las normas para
aceites de frituras usados, considerando que a los dos tipos de aceites se realizan los mismos
analisis, pero se resaltan los andlisis para compuestos polares y analisis de &cido grasos libres, por

considerarlos referentes del deterioro de los aceites.

Tabla 4-1: Pardmetros nacionales e internacionales que miden el deterioro de aceites de frituras

usados
Norma Aprueba el Parametros Rangos
redso
Minimo Maximo
NTE INEN 2678 Si Acidos grasos libres - 3%
(Ecuador) Componentes polares - 24%
BOE-A-1989-2265 Si Componentes polares - 25%
NMX-F-068-SCFI-2008 Si Compuestos polares - 25%
(México)
Acido linolénico - 2%
CODIGO ALIMENTARIO Si Acidez libre (acido oleico) - 1,25%
ARGENTINO

Elaborado por: Chimborazo, Ingrid, 2021.

1.3.4. Analisis microbioldgico

Las bacterias son consideradas como microorganismo procariotas que poseen una membrana
citoplasmatica bilaminar y una gran mayoria una pared celular, ademas, se encuentran dispersas
en todo el planeta y ciertas especies son capaces de producir enfermedades a otro organismos
(UNAM, 2006, p. 1). Al observarlas en el microscopio se pueden diferenciar de tres formas bésicas:
las esféricas o también denominadas cocos, las alargadas o bacilos y las curvas o en forma de

espiral llamadas espirilos, espiroquetas o vibriones (Vargas y Kuno, 2014, p.78).

1.3.4.1. Tincion Gram

La tincion Gram fue desarrollada en 1880 por el médico danés Hans Cristian Gram, que tuvo
como finalidad diferenciar a los grupos bacterianos de acuerdo a su coloracion , siendo necesario

la adicion de colorantes para la identificacion de bacterias Gram positivas (coloracion azul-
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violeta) y Gram negativas (coloracion roja-rosada), ambos grupos de bacterias tienen diferencias

bien marcadas que se detallan en la tabla 5-1 (Rodriguez y Arenas, 2018, p.78).

Tabla 5-1: Diferencias entre bacterias gram positivas y negativas.

Caracteristicas Bacterias Gram Positivas Bacterias Gram Negativas
Color de la tincién Violeta Rojo
Pared celular Gruesa Delgada
Presencia de lipopolisacaridos en
Ausente Presente
la pared celular
Presencia de &cidos lipoproteicos Presente Ausente

y teicoicos en la pared celular

Fuente: Hans Christian Gram y su tincién (Rodriguez y Arenas, 2018).
Realizado por: Chimborazo, Ingrid, 2021.

Para la tincién Gram se utilizan diversos colorantes y reactivos, los cuales cumplen una funcién,

como se indica en la tabla 6-1:

Tabla 6-1: Reactivos utilizados en la tinciéon Gram

Reactivo Fundamento
La diferenciacion se hace afiadiendo pequefias cantidades de etanol a las células tefiidas con
cristal violeta. El citoplasma de las células que han perdido el cristal violeta se tifie con otro
Etanol colorante (safranina). La diferencia de color se relaciona con el tipo de pared bacteriano:
células de color violeta (bacterias de pared Gram positivas) y células de color rosa (bacterias
de pared Gram negativa).
El cristal violeta es basico (se une a componentes celulares de carga negativa). Atraviesa la
envuelta celular y se acumula en el citoplasma. Para facilitar la diferenciacion se mezcla lugol
Cristal violeta  con cristal violeta: el complejo cristal-violeta-lugol precipita. Asi el lugol dificulta la salida
del cristal violeta de ambos tipos de células, pero es mas facil de extraerlo de las Gram
negativas que de las Gram positivas
Cuando se afiade etanol a una mezcla de células Gram positivas y Gram negativas tefiidas con
cristal violeta, las células Gram positivas quedan tefiidas de violeta: no puede atravesar la
Decoloraciony  gruesa capa de mureina (pueden hacerlo si se prolonga excesivamente el contacto con el
safranina alcohol). La pared de las bacterias Gram negativas debe su rigidez a una capa de mureina mas
delgada, a través de la cual el alcohol extrae el cristal violeta de estas células. Su citoplasma
queda incoloro y puede tefiirse de color rosa con el colorante de contraste: la safranina

Fuente: Hans Christian Gram y su tincién (Rodriguez y Arenas, 2018, p.79).
Realizado por: Chimborazo, Ingrid, 2021.
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1.3.4.2. Microorganismos patgenos

Las bacterias patdgenas son eubacterias, es decir, procariotas de tipo unicelular. El tamafio medio
de estas bacterias es de 1 micra. Bacillus anthracis es la mayor con un tamafio de (1-1,3 *
3719 micras) y las mas pequefias, del género Mycoplasma con (0,1 * 0,2 micras) (OCW, 2015, p.

1). En este grupo destacan las siguientes:

- Salmonella

Estas bacterias son bacilos de tipo gram-negativo, mdviles por sus flagelos peritricos, anaerobios
facultativos, sin esporas. No tienen la capacidad para fermentar lactosa, sino glucosa con
produccidén de gas, no producen indol, ni degradan urea, tienden a decarboxilar lisina y ornitina
(Elika, 2012, p. 2)

Cuando llegan a los alimentos frescos, suelen multiplicarse rapidamente y si una persona ingiere
dicho alimento contaminando, las bacterias provocan “salmonelosis”, una infeccion
gastrointestinal. Si los alimentos no se refrigeran rapidamente (el limite de crecimiento esta en 6°
C) las bacterias se multiplican, pudiendo contaminar los alimentos. Por tanto, temperatura y

tiempo son dos factores claves en el desarrollo de la Salmonella (Elika, 2012, p.45).

- Shigella

El género Shigella esta conformado por bacilos de tipo gram-negativo inmdvil, anaerobios
facultativos no esporulados, de la familia Enterobacterias. Ademas, presentan actividad
bioquimica reducida con actividad negativa de citocromo-oxidasa y fermentacidn de glucosa sin
produccién de gas (ANMAT, 2009, p.89).

La shigelosis, conocida como disenteria bacilar, esta causada por el género Shigella que tiene
cuatro subgrupos con una distinta capacidad patdégena. Se transmite por ruta fecal-oral con una

baja dosis infectiva, mediante alimentos contaminados o por el contacto personas infectadas
(ANMAT, 2009, p.89).

- Staphylococcus aureus

Los estafilococos son un grupo de bacterias de tipo gram-positivas, con oscila entre 0.5-1.5
micras. Se dividen en agrupaciones que asemejan a racimos de uva. Por su facil propagacion, se

pueden transmitir de una especie a otra, tanto en casos de contacto humano-animal y viceversa
(Zendejas et al, 2014, p. 130).
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Staphylococcus aureus es conocido como un importante patégeno humano, causa infecciones
tanto a nivel de la comunidad como a nivel hospitalario. Las infecciones por S. aureus son agudas
y superficiales, produciendo a la vez infecciones profundas como la osteomielitis, neumonia y

endocarditis de tipo agudo (Seijay Vignoli, 2010, p. 257).

- Staphylococcus epidermidis

S. epidermidis es el estafilococo coagulasa-negativo méas estudiado y virulento. Es uno de los
colonizadores que mayormente se encuentran en la piel humana, en la actualidad se reconoce
como un patégeno de tipo oportunista, ademas, es la causa méas frecuente de las infecciones
relacionadas con dispositivos como son los catéteres, protesis, etc, usados a nivel hospitalario y
en especial en pacientes de UCI (Baos, 2017, p. 33).

Staphylococcus epidermidis forma parte de la flora normal de la piel, pero produce infecciones
crecientes en la piel y anexos, coloniza cuerpos extrafios, causando infecciones mucho mas

profundas en huéspedes comprometidos a nivel inmunoldgico (Seijay Vignoli, 2010, p.257).

- Staphylococcus saprophyticus

El Staphylococcus saprophyticus es una bacteria gram-positiva, se halla en el aparato reproductor
masculino y femenino, no causa ningun signo ni sintoma. Al haber desequilibrio en la microbiota
genital, se puede presentar una proliferacion de esta bacteria con sintomas como infeccién
urinaria, principalmente en el caso de mujeres jovenes y sexualmente activas (Lemos, 2020, p.56).

La bacteria tiene proteinas en la superficie para adherirse de forma mas facil a las células en el
tracto urinario, causando infeccion si hubiese las condiciones favorables para su

proliferacidn. Esta bacteria es causa de infeccion urinaria baja en la mujer joven (Seija, 2008, p. 257).

- Proteus mirabilis

Proteus mirabilis es una bacteria facultativamente anaerdbica, gram positiva. Presenta
aglutinacién, motilidad y actividad ureasa. Causa alrededor del 90% de todas las infecciones por
Proteus. Se puede diagnosticar en el laboratorio por su motilidad agrupada e inhabilidad al
metabolizar lactosa en el medio McConkey (Loyola, 2000, p. 1).

La bacteria tiene la habilidad de producir altos niveles de ureasa, la cual, hidroliza urea a
amoniaco, volviendo la orina méas alcalina. Al subir la alcalinidad se da la formacion de cristales
de estruvita, carbonato de calcio, y/o apatita. Esta bacteria puede reiniciar una infeccion post

tratamientos antibioticos (Loyola, 2000)

19



- Streptococcus gamahemolitico

Los estreptococos de este grupo son cocos grampositivos, anaerobios, de tipo facultativo, no
producen catalasa. Producen unas colonias pequefias en agar sangre rodeadas por un halo de
hemolisis verde causado por la destruccion incompleta de los eritrocitos (hemolisis o) (Fernandez,
2015, p. 2).

Estos estreptococos son habitantes normales a nivel de la mucosa oral, respiratoria y
gastrointestinal, donde juegan un papel importante al prevenir que patégenos potenciales
colonicen. Las infecciones clinicas causadas por esta bacteria se dan tras una lesion en las zonas

de su habitat normal (Fernandez, 2015, p.45).

1.3.4.3. Microorganismos indicadores de la calidad

Los microorganismos indicadores de la calidad se utilizan para controlar las condiciones
higiénicas de alimentos o agua, por lo que su presencia (bacterias, levaduras u hongos), se utiliza

como indicador de la deficiente asepsia (Campuzano et al., 2015, p.78).

- Aerobios

Los microrganismos aerobios se utilizan como indicadores del estado microbiano de la
produccién, ademas de las condiciones ambientales con las que tuvo contacto el alimento,

reflejando su calidad sanitaria y las condiciones de manipulacion (Campuzano et al., 2015, p.75).

- Hongos y levaduras

Los hongos y levaduras forman parte habitual de la microbiota de algunos alimentos y en otros
causan descomposicion y se dispersan con gran facilidad en el aire y polvo. Son indicadores de
la contaminacidn en los alimentos e indicadores del riesgo de desarrollo de hongos toxigénicos

en cereales, especias, entre otros
(Campuzano et al., 2015, p.75).

- Enterobacterias

Las enterobacterias son microorganismos anaerobios facultativos que forman parte habitual de la
microbiota gastrointestinal de humanos y animales, encontrandose también en el medio ambiente

y pudiendo provocar graves enfermedades (Campuzano et al., 2015, p.75).
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- Coliformes totales

Las bacterias coliformes se utilizan como indicadores de contaminacion fecal en un alimento, a
més de utilizarse para controlar la calidad del agua. Es importante mencionar que el término
“coliformes” agrupa a varios géneros de la familia de enterobacterias (Campuzano et al., 2015, p.81).
- Pseudomona maltophilia (Stenotrophomonas)

Se trata de un bacilo Gram negativo aerobio y de metabolismo oxidativo que produce baja
patogenicidad y habita normalmente en ambientes acuaticos y son capaces de producir patologias
nosocomiales, a mas de meningitis, endocarditis e infecciones cutaneas (Burns, 2006, p.895).

- Pantoea agglomerans

P. agglomerans (antes Enterobacter agglomerans) es un bacilo gramnegativo, anaerobio que
tiene forma de varilla y pertenece a la familia Enterobacteriaceae. En agar sangre de las observar
cémo colonias amarillas. Este tipo de bacteria suelen colonizar pacientes hospitalizados y
producir infecciones especialmente en pacientes inmunocomprometidos (Sanchez et al., 2006, p.789).
1.3.4.4. Medios de cultivo para identificacién y aislamiento de microorganismos

Medio de cultivo

Un medio de cultivo es el conjunto de nutrientes adecuados para el crecimiento, desarrollo y
metabolismo microorganismo, creados a nivel de laboratorios para asegurar que tengan una

composicidn similar a los liquidos organicos del cuerpo humano (Sanchez et al., 2006, p.7).

Tabla 7-1: Tipos de medios de cultivo

Medios de cultivo Descripcién

Generales Permiten el crecimiento de una extensa variedad de microorganismos.

De enriquecimiento Favorecen el crecimiento de determinados microorganismos sin inhibir totalmente a
los demés.

Selectivos Favorecen el crecimiento selectivo de determinados microorganismos, inhibiendo

completamente el desarrollo de los demas.
Diferenciales Estos medios de cultivo ponen de manifiesto las propiedades de determinados
microorganismos.
Fuente: Medios de cultivo (Sanchez et al., 2006).
Realizado por: Chimborazo, Ingrid, 2021.
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De acuerdo a su estado fisico se tiene otra clasificacion, como se detalla en la tabla 8-1:

Tabla 8-1: Medios de cultivo segun su estado fisico

Medios de cultivo

Descripcion

Solidos

Estos se caracterizan por usar un agente gelificante (agar — agar) que da solidez a los medios

de cultivo, en donde el componente mayoritario es un polisacarido obtenido de algas

marinas. Ejemplo: Agar sangre

Liquidos

Semisoélidos

Estos medios se caracterizan por ser liquidos enriquecidos que permiten el desarrollo de

microorganismos que no pueden crecer facilmente en medios sélidos, Ejemplo: Caldos de

cultivo o aguas peptonadas.

Estos medios de cultivo se caracterizan por un menor contenido de agar, por lo que no se

solidifican completamente a temperatura ambiente, se utilizan preferentemente como

pruebas de bioquimicas, de motilidad, fermentacién o selectividad de bacterias Ejemplo:

Agar Kligler.

Fuente: Medios de cultivo (Sanchez et al., 2006).

Realizado por: Chimborazo, Ingrid, 2021.

Tabla 9-1: Medios de cultivo segun microorganismo a identificar

Medio de cultivo

Fundamento

Microorganismos que se identifica

Agar de recuento

en placa-PCA

Agua peptonada

Medio para realizar la enumeracion de
bacterias aerobias usando el método de

inoculado superficial.

Se usa como diluyente o para el
enriquecimiento  no  selectivo  de
microorganismos en muestras de comida y

medioambientales.

Bacillus subtilis

Staphylococcus aureus

Listeria monocytogenes

Escherichia coli

Pseudomonas fluorescens

Para el enriquecimiento preliminar no selectivo,
particularmente patdgeno Enterobacteriaceas
como Salmonella y Chronobacter, de alimentos

y piensos, agua y otros materiales

Agar nutriente

Manitol salado

Agar nutritivo se utiliza para el cultivo de
bacterias no grasas. La peptona y el
extracto de carne de res proporcionan
nutrientes suficientes para el crecimiento
de gérmenes. Ambos son las fuentes de
nitrégeno, vitaminas, carbono y
aminoacidos, mientras que el agar es el
agente solidificador

Es un medio de cultivo selectivo y
diferencial, utilizado para el aislamiento y
diferenciacién de estafilococos a partir de

diversas muestras.

Escherichia coli
Salmonella Typhimurium
Salmonella Enteritidis
Staphylococcus aureus

Yersinia enterocolitica

Algunas cepas de enterococos pueden crecer en
el medio de cultivo y fermentar el manitol, por
eso se debe realizar la prueba de la catalasa y la
observacion  microscépica del extendido
coloreado por la técnica de gram para diferenciar

estos géneros bacterianos. Algunas pocas cepas
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Agar azul
metileno

eosina

Mac Conkey

de
de

Utilizado para el aislamiento vy
diferenciacién de bacilos entéricos gram
negativos. El uso de la eosinay del azul de
metileno permiten la diferenciacion de las
colonias fermentadoras de lactosa de las
no fermentadoras. La sacarosa estd
incluida en el medio para detectar a los
miembros del grupo coliforme que
fermentan mas rapidamente la sacarosa
que la lactosa.

Medio usado para el aislamiento de bacilos
gram negativos, tanto aerobios como
facil

anaerobios  facultativos, de

desarrollo. Todas las enterobacerias

desarrollan en el mismo.

de Staphylococcus aureus pueden fermentar
lentamente el manitol

Las colonias de Salmonella y Shigella son
translucidas, de color &mbar o incoloras. Los
coliformes que utilizan la lactosa y/o sacarosa
producen colonias de color azul a negro con
centros obscuros y brillo metélico. Otros

coliformes como Enterobacter presentan
colonias mucosas de color rosa. Las cepas de
Enterococcus  faecalis

son parcialmente

inhibidas (MCD-LAB, 2017 pag. 1).

Escherichia coli
Klebsiella neumoniae
Salmonella typhimurium
Shigella flexneri

Proteus mirabilis

Agar Salmonella

— Shigella

Agar sangre

Hierro de Kligler

Es un medio de cultivo diferencial y
selectivo usado para el aislamiento de
Salmonella y algunas cepas de Shigella, en
el medio de cultivo la pluripeptona y el
extracto de carne son los encargados de
aportar nutrientes para el desarrollo de las
bacterias, produciendo colonias
transparentes

Medios de aislamiento especialmente
disefiados para facilitar el crecimiento de
bacterias

microorganismos  exigentes,

Gram-positivas 'y todas las especies
encontradas en muestras de origen clinico.
Contiene una mezcla de peptonas
particularmente adaptada al cultivo de
microorganismos

La peptona de carne y tripteina aportan
nutrientes, mientras que la lactosa y glosa
con los carbohidratos fermentables, en
tanto que el tiosulfato de sodio es el

sustrato para la produccién del anhidrido

Salmonella enteritidis
Salmonella tiphymurium
Shigella flexneri

Shigella sonnei

Escherichia coli
Staphylococcus aureus
Pseudomona aeruginosa
Streptococcus pyogenes

Streptococcus pneumoniae

Medio de cultivo utilizado para la diferenciacion
de enterobacterias en base a su fermentacion de
hidratos de carbono y produccion de anhidrido

sulfarico.

Citrato

Simmons

de

Las bacterias capaces de utilizar el citrato
sodico y el amonio como Unica fuente de
nitrégeno, creceran en este medio y lo
cambiarén de color de verde a azul, debido
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SIM

al indicador de azul de bromotimol al
aumentar el pH.

Es un medio semisdlido destinado a
verificar la movilidad, produccién de indol
y de sulfuro de hidrégeno por los

microorganismos.

Es dtil para diferenciar miembros de la familia

Enterobacteriaceae.

Mueller Hilton

Soya Casein
Digest
Caldo de

enriquecimiento

tetrationato

Prueba de

catalasa

Prueba

coagulasa

Prueba de la

oxidasa

Fuente: Medios de cultivo (Ortega, Santambrosio y Garibaldi, 2009, p.759).

Se utiliza como medio de cultivo para
efectuar la técnica de antibiograma con el
método de dilucién (1, 2) o como medio

basico para preparar un inéculo bacteriano

Este medio se utiliza para pruebas de

esterilidad  mediante  filtracion  por

membrana 0 por inoculacion
directa. También se utiliza como caldo de
pre-enriquecimiento para productos no
estériles

Tetrionato se forma por la reacciéon de
yodo con tiosulfato de sodio. Esta
combinacion (tiosulfato de sodio vy

tetrationato) suprime los organismos
intestinales comensales. Los organismos
que tienen la enzima tetrationato
reductasa, como Salmonella, proliferan en
este medio.

Las bacterias aerobias contienen catalasa
que descompone el peréxido de hidrogeno
en agua y oxigeno cuya reaccion se
caracteriza por el desprendimiento de
burbujas para resultados positivos

La coagulasa es una enzima capaz de
coagular el plasma sanguineo, sirviendo
para la diferenciacion de Staphylococcus
aureus de otros Staphylococcus. La
coagulasa desnaturaliza la fibrina del
plasma formando un coagulo, el que
indicara un resultado positivo

Esta prueba sirve para determinar la
presencia de enzimas oxidasas. El oxigeno
actla por tanto como aceptor final de
electrones en la cadena transportadora de

electrones.

Realizado por: Chimborazo, Ingrid, 2021.
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El medio de cultivo Mueller-Hinton es un medio
liquido nutritivo utilizado para el estudio de la
sensibilidad de las bacterias aerobias y

anaerobias facultativas frente a agentes
antimicrobianos.
Este producto es adecuado para el cultivo de

hongos y bacterias aerébicas.

Se usa como un enriquecimiento selectivo para
el cultivo de especies de Salmonella

Esta prueba permite diferencias Streptococcus
y Staphylococcus

Staphylococcus aureus de otros Staphylococcus

Todas las especies de Neisseria (+), Yy
diferenciar Pseudomonas de los
miembros oxidasa negativos de las

enterobacterias



1.3.4.5. Antibiograma

Un antibiograma permite conocer la sensibilidad in vitro de las bacterias a determinados
antibioticos, de manera que, se fundamenta en el enfrentamiento entre el in6culo bacteriano y un
rango de concentraciones de determinados antibioticos. Generalmente se utiliza agar Mueller
Hinton como medio de cultivo para crear las condiciones idéneas de incubacion, ademas, los
resultados se reportan como sensibles, moderadamente sensibles y resistentes a antimicrobianos
especificos (Ortega, Santambrosio y Garibaldi, 2009, p.75).

La resistencia antimicrobiana o también denominada RAM, se origina cuando determinadas
bacterias presentan cambios al estar expuestos a determinados antibiéticos, de modo que, estos
resultan ineficaces y la infeccion sigue persistiendo y propagandose a otros individuos (OMS 2020).
Con el paso de los afios se han identificado nuevos mecanismos de resistencia que ponen en
peligro la capacidad de reducir infecciones eficazmente y por tanto, conllevando a la muerte de
un mayor numero de individuos, asi como el aumento del costo de atencion sanitaria debido a una

mayor estancia hospitalaria y los cuidados requeridos (OMS, 2020).

1.4. Riesgos para la salud

Los aceites presentan en su composicion acidos grasos mono y poliinsaturados, que son
adecuados para los procesos de fritura, sin embargo, tiene la desventaja de presentar menor
estabilidad a mayor insaturacion (Esquivel, Castafieda y Ramirez, 2014). A temperaturas superiores a los
180°C el aceite se deteriora y cambia su composicidn quimica, produciéndose productos de
oxidacion como la acroleina, que es potencialmente toxica cuando su consumo es crénico (Esquivel,
Castafieda y Ramirez, 2014). Asi también, un aceite alterado térmicamente es capaz de afectar a las
caracteristicas organolépticas del alimento (Esquivel, Castafieda y Ramirez, 2014, p.75). A continuacion,

se detallan algunas enfermedades provocadas por el consumo excesivo de aceites:

1.4.1. Trastornos del metabolismo lipidico

1.4.1.1. Obesidad

El consumo excesivo de grasas y aceites conlleva a que un individuos sufra de sobrepeso y
obesidad, que provocan millones de muertes anuales a nivel mundial. Existen trastornos ligados
a la obesidad, principalmente los del tipo cardiovascular como se indica (Esquivel, Castafieda y

Ramirez, 2014):
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e Hipertension arterial

Enfermedad que se asocia con la enfermedad cerebrovascular, que de no tener un control

adecuado puede conllevar a la muerte del paciente y casos graves de discapacidad (Esquivel,
Castafieda y Ramirez, 2014).

e Enfermedad coronaria

El colesterol LDL o “malo” provoca que se formen placas de grasa en las paredes arteriales que
en muchas ocasiones tan estrechas que terminan por taponar una arteria e impedir el paso de la
sangre. Cuando un aceite se somete a un tratamiento térmico se generan productos de oxidacion
primarios y secundarios que pueden resultar perjudiciales y contribuir a la aparicién de
problemas cardiovasculares, ademas, se dice que el consumo de &cidos grasos trans es capaz de

elevar el nivel de colesterol en la sangre (Esquivel, Castafieda y Ramirez, 2014, p.75).

e Diabetes mellitus

La diabetes es también muy frecuente, y provoca trastornos en ocasiones muy graves, en

diferentes partes del cuerpo humano, como los rifiones, los ojos (retina) o los nervios periféricos
(Esquivel, Castafieda y Ramirez, 2014, p.75).

e Enfermedades articulares y respiratorias

El aumento de peso facilitado por el consumo excesivo de grasas y aceites, conlleva a que las
articulaciones se desgasten por el peso que tienen que soportar, especialmente las articulaciones
de la columna vertebral y rodillas. Por otro lado el exceso de peso dificulta que el aparato

respiratorio funcione correctamente y provoca la aparicion de insuficiencias respiratorias cronicas

(Esquivel, Castafieda y Ramirez, 2014, p.75).

e Tumoresy cancer

Parece existir una relacion entre la obesidad y la aparicion de ciertos tipos de tumores en el colon,
mamas, vesicula, entre otros. Por otro lado, la remocion de iones hidrdgeno de los &cidos grasos
poliinsaturados provocada por radicales libres, conlleva al inicio de reacciones cataliticas de

autooxidacion que genera al menos 60 productos finales que pueden generar cancer (Esquivel,
Castafieda y Ramirez, 2014, p.45).
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CAPITULO II

2. MARCO METODOLOGICO

2.1. Lugar de la investigacién

La investigacion se realiz6 durante el periodo agosto 2020 — enero de 2021 en las parroquias

Velasco y Maldonado de la ciudad de Riobamba, provincia de Chimborazo.
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Figura 1-2: Ubicacion geogréafica de las parroquias urbanas de la ciudad

de Riobamba
Fuente: (Moreno, 2017, p.75).

2.2. Tipo y disefio de la investigacion

La investigacion es de tipo experimental y trasversal, descriptivo, inductivo, analitico y sintético,
basado en la observacion particular de la problemética planteada, manipulando la variable tiempo,
analizando la calidad de los aceites vegetales de fritura usados segun los resultados de los ensayos
fisico- quimico, microbioldgico, y de los analisis de sensibilidad de las bacterias aisladas de estas
muestras. Finalmente sintetizar los hallazgos encontrados y aportar con lo mas relevante del

presente estudio.
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2.3. Instrumentos de recoleccién de datos

Se han utilizado hojas de registro con codificacion de cada sitio muestreado, diagramas de flujo

de los procesos realizados en las diferentes fases de la investigacion.

2.4. Poblacién de estudio

La poblacién del presente estudio estuvo conformada por el total de 45 negocios, constituyendo

25 negocios a la parroquia Velasco y 20 negocios de la parroquia Maldonado.

2.5. Tamafio de la muestra y muestreo

Para la toma de las muestras se recorrieron todos los negocios, y se muestreo en los sitios en
donde hubo colaboracién de parte de los propietarios y/ 0 empleados, logrando un tamafio de
muestra constituida por: 15 negocios de la parroquia Velasco y 5 de la parroquia Maldonado. Por
las caracteristicas del muestreo se utilizo la técnica del muestreo por conveniencia (Hernandez,
Fernandez y Baptista, 1997, p. 82), la unidad muestral de los aceites de frituras tomados in situ fue de
150 mL recolectados en recipientes de plastico estériles. Ademas, se tomo Unicamente aceites
utilizados para la fritura de papas, el cual al momento del muestreo se encontraba a temperatura

ambiente.

2.6. Recoleccion y analisis de resultados

Una vez realizados los andlisis fisico-quimicos y microbioldgicos se utilizaron hojas de registro
para tabular dichos resultados, que posteriormente se trasladaron al programa SPSS para obtener

estadisticos descriptivos y graficos que faciliten el analisis.

2.7. Metodologia de los analisis de laboratorio

Inicialmente se prepararon los materiales, se etiquetaron y codificaron, se tomaron las muestras
colocéndolas en el recipiente correspondiente, luego se procedié a desarrollar las fases
programadas para esta investigacion, para lo cual se requirieron materiales y equipos pertinentes
(ANEXO B). De acuerdo a la disponibilidad de materiales y equipos se realizaron los analisis

indicados en las fases que se detallan a continuacion:
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2.7.1. Fase |: Andlisis fisico-quimico de las muestras de aceites vegetales usados

Para el analisis fisico-quimico de las muestras, se realizaron los ensayos de acidez (NTE INEN
38), indice de peroxido (NTE INEN 277), densidad relativa, solidos totales, conductividad,

temperatura y pH, siguiendo los protocolos de las normas indicadas para cada parametro.

2.7.1.1. Indice de acidez

- Transferir 300 mL de la mezcla (1:1) de alcohol - éter a un matraz Erlenmeyer; afiadir 1 mL de
solucion indicadora de fenolftaleina (o de azul alcalino 6B, si la muestra es de color obscuro)
y agregar, agitando enérgicamente, solucién 0,1 N de hidréxido de sodio o de potasio hasta
obtener un color rosado persistente durante aproximadamente 30 segundos.

- Sobre un matraz Erlenmeyer de 250 mL pesar, con aproximacion a 0,01 g, una cantidad de
muestra entre 50 g y 60 g.

- Agregar 100 mL de la mezcla (1:1) de alcohol - éter neutralizada y titular los &cidos grasos
libres con la solucion 0,1 N de hidroxido de sodio hasta alcanzar el punto final correspondiente
al indicador (coloracion rosada persistente durante aproximadamente 30 segundos si es
fenolftaleina, o viraje del rojo al azul si es azul alcalino).

- Agitar la solucion enérgicamente durante la titulacion.

- El volumen de solucién 0,1 N empleado en la titulacion debe ser menor de 20 mL; en caso
contrario usar la solucion 0,5 N de hidroxido de sodio o de potasio.

- Calcular la acidez con la féormula: A= M.V.N/ 10.m.

2.7.1.2. indice de perdxido

- Pesar una masa de 5.0 g + 0.05 g de muestra dentro del matraz.

- Agregar 30 mL de la solucion de acido acético y cloroformo.

- Agitar el matriz y afiadir 0,5 mL de yoduro de potasio.

- Agitar el matriz por minuto y afiadir 30 ml de agua destilada.

- Titular gradualmente con tiosulfato de sodio 0,1 N, hasta que el color amarillo desaparezca.

- Luego afiadir 0,5 mL de solucion indicadora de almidén y titular hasta el punto final, afiadir el
tiosulfato de sodio gota a gota hasta que el color azul desaparezca.

- Finalmente calcular con la formula: 1= (Vn/m) x 1000.
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2.7.1.3. Densidad relativa

- Calibrar el picnémetro.

- Pesar el picnémetro vacio y registrar el peso como “m”.

- Llenar el picndmetro con la muestra de agua llevandola a 23 grados. Después sumergir en
bafio de agua a 25 grados por 30 minutos.

- Secar, dejar enfriar y pesar para registrar el peso “m1”.

- Llenar el picnémetro con la muestra de aceite llevandola a 23 grados. Después sumergir en
bafio de agua a 25 grados por 30 minutos.

- Secar, dejar enfriar y pesar para registrar el peso “m?”.

- Calcular con la siguiente formula: d= (m2-m)/ (m1-m)

2.7.1.4. Solidos totales, conductividad, temperatura y pH

- Utilizar para la medicion de solidos totales, conductividad, temperatura y pH, el equipo
multiparametro Hanna H19829-03041.

- Asegurar que el electrodo de pH este limpio, para lo cual es necesario enjuagar con agua
destilada para remover el remanente de la solucion de almacenamiento (solucién de cloruro
de potasio), después proceder a secar el electrodo.

- Del mismo modo, enjuagar el electrodo de conductividad y realizar las mediciones en el

siguiente orden: pH, conductividad, sélidos totales y temperatura.

2.7.2. Fase Il: Analisis microbiolégico de los aceites vegetales usados

2.7.2.1. Preparacion de la muestra

- Preparar el agua de peptona al 0,1% y realizar las respectivas diluciones.

- Para cada muestra preparar en un Erlenmeyer y colocar 90 mL de agua peptonada.

- Paralas diluciones preparar dos tubos 9 ml de agua peptonada en cada uno y afiadir 1 mL de
muestra.

- Para una mezcla homogénea (muestra y el agua de peptona) calentar el agua peptonada y
aplicar agitacion constante.

- Sembrar en agar PCA y en agar nutritivo afiadiendo 10 mL de la muestra preparada con la
ayuda de la micropipeta automatica y estriar con el asa de sidrauski realizando una siembra
por extensién en superficie.

- Incubar durante 24 horas a 37°C.
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2.7.2.2. Coliformes totales

- Aplicar la técnica del nimero méas probable conocida como NMP.

- Para cada muestra hacer tres series de tres tubos de caldo brillante.

- Colocar 10 mL en cada tubo tomando en cuenta que la primera serie debe ser a doble
concentracion.

- Encuanto a lasegunda y tercera serie preparar a concentracién normal en cada tubo y colocar
una campana Durham.

- Dilucién de doble concentracion 10™: afiadir 10 mL de la muestra preparada con la ayuda de
la pipeta graduada.

- Dilucién de concentracion normal 107% afiadir 1 mL de la muestra preparada con la ayuda de
la pipeta graduada.

- Por Gltimo, para la dilucion de concentracion normal 10°: afiadir 100 uL microlitros de la

muestra preparada con la ayuda de la pipeta graduada.

2.7.2.3. Escherichia coli

- Preparar agar MacConkey y sembrar por duplicado la muestra e incubar a 37°C durante 24
horas.

- Lapresenciade colonias de coloracion rosa es indicativa de E. coli, sin embargo, es necesario
realizar pruebas confirmatorias, para lo cual se deben aislar 5 colonias tipicas de una caja y
sembrarlas sobre una placa de agar nutritivo e incubar por 24 horas a 37°C.

- Para la confirmacion bioquimica proceder a inocular una colonia del agar nutritivo en un
tubo con triptona/triptéfano e incubar por 24 horas a 37°C.

- Adicionar de 4 a 6 gotas de reactivo de kovac y dejar reposar durante 2 minutos.

- Laformacion de un color rojo es positiva para Escherichia coli, mientras que un color marrén

—amarillo es negativo.

2.7.2.4. Aerobios mesofilos

- Partir de las respectivas diluciones de concentracion 10*, 102y 107

- Preparar agar nutritivo y PCA y sembrar por duplicado partiendo de la dilucién 10,

- Realizar el contaje de las UFC y multiplicar por 10, siendo ese el resultado de cada muestra
sembrada en el medio de PCA reportamos, luego tomar una colonia de cada tipo, color o

tamano que se observe en la placa de agar nutritivo y procedemos a sembrar estriando en los
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siguientes medios: MacConkey y EMB (agar con eosina y azul de metileno) y por ultimo

llevar a incubar.

2.7.2.5. Enterobacterias

- Los medios selectivos para la familia Enterobacteriaceae son MacConkey y EMB (agar con
eosina y azul de metileno), sembrar y dejar incubar por 24 horas a 37°C.
- Al crecer las bacterias en los medios de cultivo se deben diferenciar de acuerdo al color que

presente cada colonia y a la tincién Gram.

2.7.2.6. Tincién Gram

- Con la ayuda de una lampara de alcohol conseguir un medio estéril.

- Esterilizar el asa y tomar una colonia de los medios antes mencionados.

- Estriar en una placa porta objetos y fijar la muestra flameando por 3 veces sobre la llama.

- Luego afiadir unas gotas de Cristal violeta durante 1minutos y proceder a lavar.

- Adicionar Lugol durante 1 minuto y lavar.

- Después adicionar cetona durante 30 segundos y lavar.

- Finalmente afiadir safranina durante 1 minuto y lavar.

- Dejar que la placa se seque y colocar aceite de inmersion.

- Observar con el lente 100X en el microscopio.

- Sise observan bacilos se deben aislar en agar MacConkey y EMB (agar con eosina y azul de

metileno) y al ser cocos, proceder a aislarlos en agar manitol.

2.7.2.7. Bacilos

- Sembrar en las respectivas pruebas bioquimicas que conforman los medios de cultivo como:
agar manitol, agar Kligler, agar citrato y agar Urea, los cuales se deben preparar previamente
en tubos estériles en pico de flauta.

- Parte de esta serie de pruebas bioquimicas es también el agar SIM, que se debe plaquear en
un tubo estéril de forma vertical.

- Sembrar en cada prueba y llevar a incubacién a 37°C de 18 a 24 horas y observar los
resultados.

- Observar e interpretar los resultados: En Kligler al observar un color amarillo arriba quiere
decir que las bacterias fermentan lactosa y si cambia a color amarillo en la parte inferior,

fermenta glucosa, mientras que es una coloracion negra el microorganismo fermenta gas
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sulfhidrico, al romperse el medio fermenta gas glucosa. El citrato es de color verde al cambiar
a color azul es positivo, medio de cultivo SIM al ser positivo en movilidad hay presencia de
una nube y al ser positivo para indol afadir una gotas del reactivo de kovac y observar la
formacion de un halo de color rojo. Agar manitol es positivo al cambiar a color amarillo y al
ser negativo se mantiene de color rojo, agar Urea al ser positivo cambia a color fucsia, de lo
contrario se conserva su color original que es de color amarillo, en este medio se afiade una

solucion de urea al 40% al agar Urea preparado.

2.7.2.8. Pseudomonas

- Sembrar la muestra de Pseudomona en agar EMB (agar con eosina y azul de metileno) que
es selectivo para este grupo de bacterias, aislar y observar en el microscopio.

- Sembrar la muestra pura de Pseudomona en agar soya Tripticasa e incubar durante 24 horas
a 37°C.

- Observar la placa con la siembra en la luz UV, y en el caso de ser Pseudomonas se visualizan
colonias verdes fosforescentes.

- Para confirmar se debe realizar la prueba de la oxidasa usando una tira reactiva, siendo
necesario tomar una colonia de la placa con ayuda de una asa estéril.

- Estriar en la tira reactiva y observar el resultado de modo que, el resultado es negativo al

aparecer un color amarillo, mientras que en caso positivo se debe visualizar un color fucsia.

2.7.2.9. Staphylococcus aureus

- El medio selectivo para Staphylococcus aureus es manitol, el cual se debe observar amarillo
ante la fermentacion de lactosa y las colonias tienen una tonalidad dorada, en tanto que, al
ser rosas 0 moradas se puede presumir que se trata de Staphylococcus epidermidis o
Staphylococcus saprofitico.

- Realizar la prueba de la catalasa para lo cual, con el asa estéril tomar una colonia de la
muestra respectiva y colocar en una placa porta objetos.

- Adicionar una gota de peréxido de hidrogeno y si desprende burbujas se trata de un
Staphylococcus, caso contrario (si no desprende burbujas) sera un Streptococcus.

- Encaso de observar un resultado positivo para Staphylococcus, se debe realizar la prueba de
la coagulasa, para lo cual se tendra que obtener una muestra de sangre en un tubo de tapa lila
que debe ser centrifugado y tomar 0,5 mL de suero sanguineo con una pipeta graduada y

trasvasar a un tubo de ensayo con el asa estéril.
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- Tomar una colonia de la muestra del agar manitol y llevar al tubo de ensayo con el suero
sanguineo.

- Mezclar bien y trasladar a bafio maria durante 3 horas, si se observa un coagulo el resultado
serd confirmatorio para Staphylococcus aureus, de lo contrario puede tratarse de un
Staphylococcus epidermidis o Staphylococcus saprofitico, que se diferencian en agar
nutritivo.

- En un tubo de ensayo con un 1 mL de agua estéril introducir un cotonete estéril y con el
mismo tomar una pequefia muestra del medio y estriar en toda la caja como si se tratara de
un antibiograma.

- Luego colocar un disco de novoviocina, en donde para la interpretacion de resultados se debe
verificar la formacién de un halo para evidenciar Staphylococcus epidermidis y en ausencia
de halo se trataria de un Staphylococcus saprofitico.

- Encaso de evidenciar un Streptococcus (prueba catalasa negativa), se debe realizar la prueba
de CAMP, para lo cual se debe preparar agar sangre al 5% y después estriar la cepa de
Staphylococcus aureus en forma de una linea horizontal en toda la caja, y a medio centimetro
de estos se debe estriar en forma vertical las colonias de Streptococcus.

- Incubar durante 24 horas a 37°C e interpretar resultados: en caso positivo se debe observar
una flecha que es indicativo de un Streptococcus del grupo B.

- A continuacién, preparar agar PCA y adicionar cloruro de sodio al 6.5% preparado en agua
estéril y plaguear en cajas Petri.

- Estriar una colonia de Streptococcus y en caso de crecimiento se trata de un Streptococcus
del grupo D.

- Por altimo, preparar en un tubo el agar bilis esculina en pico de flauta y aplicar el mismo
proceso, de manera que, se debe tomar una colonia de Streptococcus y estriar en el tubo.

- Incubar y observar si existe un cambio de color desde amarillo a negro para un resultado

positivo que es indicativo de Streptococcus del grupo D.

2.7.2.10. Salmonella y Shigella

- Para preparar el agar SS, antes se deben reactivar las bacterias en caldo tetrationato para lo
cual se debe esterilizar agua destilada y pesar los gramos necesarios de caldo tetrationato.

- Luego trasvasar en un tubo de ensayo estéril 3 mL por cada muestra.

- Seguir el mismo procedimiento para preparar la solucién de yoduro de potasio, afiadiendo a
esta 1 mL en el mismo tubo de ensayo, asi las colonias se reactivan y se purifican, creciendo
selectivamente Salmonella y Shigella.

- En cada tubo de caldo afiadir ImL de la muestra preparada e incubar.
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A continuacién, en la figura 1-2 se observa la metodologia resumida en el diagrama de flujo
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Figura 1-2: Diagrama de flujo del analisis microbiologico realizado a las muestras de aceite

vegetal usado.
Realizado por: Chimborazo, Ingrid, 2021.
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2.7.3.

Fase I11: Andlisis de sensibilidad de las bacterias aisladas en las muestras de aceites

vegetales usados

Una vez identificadas las bacterias, proceder a preparar agar Soya Tripticasa en tubos de
ensayo en forma de pico de flauta.

Sembrar las bacterias en el agar de los tubos de ensayo para aislar y purificar las bacterias y
refrigerar.

Preparar placas de agar Muller Hinton y realizar el estriado con un hisopo estéril, de modo
que, se debe cubrir toda la superficie del medio de cultivo.

Colocar con ayuda de pinzas previamente esterilizadas colocar los discos de antibidticos en
el agar Muller Hinton, para el ensayo de sensibilidad: Vancomicina, penicilina G,
amoxicilina + acido clavulanico, cloranfenicol, gentamicina, amikacina y Trimetroprim +
sulfametoxazol.

Incubar las cajas durante 24 horas a 37°C.

Observar los resultados visualizando el crecimiento bacteriano alrededor de los discos de
sensibilidad, y medir el didmetro de la zona de inhibicion que rodea a cada disco.

Cada combinacion de microorganismo — antibidtico tiene diferentes didmetros que indican:

sensibilidad, resistencia o moderada resistencia.
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CAPITULO 111

3. MARCO DE RESULTADOS, DISCUSION Y ANALISIS

En el desarrollo del presente estudio se conto con la colaboracion de 20 locales de comida rapida,
15 en la parroquia Velasco y 5 en la parroquia Maldonado de la ciudad de Riobamba, a los cuales
se asignd un ndmero de forma aleatoria por motivo de confidencialidad. Las muestras
recolectadas de los aceites vegetales, procedieron de la fritura de papas, registrandose un método
de fritura discontinuo, es decir, segin la demanda de los productos solicitados por el consumidor,
usando freidoras en todos los casos. Este tipo de fritura resulta ser el menos saludable porque el
aceite es sometido en varias ocasiones a periodos de calentamiento y enfriamiento, presentando
asi mayor alteracion.

Respecto al analisis organoléptico, todas las muestras presentaron un color turbio, perdiendo el
tono caracteristico de amarillo claro del aceite vegetal, ademas, se observaron particulas de restos
de alimentos al tratarse de aceites vegetales usados en fritura més de una vez, teniendo incluso,
un aroma mas fuerte. Para evaluar la calidad de los aceites vegetales usados, se realizaron analisis
de parametros fisico-quimicos y microbioldgicos, en muestras de aceites tomadas en cada uno de

los locales.

3.1. Resultados de los anélisis fisico quimicos

Tabla 1-3: Resultados de los analisis fisico-quimicos de las muestras de las parroquias

Maldonado y Velasco.

MEDIA DE RESULTADOS DE ANALISIS FISICO- QUIMICOS

indice de indice de
Parroquia Muestra Conductividad  STD*  Temperatura Densidad acidez peroxido
pH Hs mg/L °C relativa mgNaOH/g  meqg O2/Kg

aceite aceite
1 7,36 0,1 0,0 18,65 0,9107 1,34 12,05
8 2 7,12 0,1 0,0 18,35 0,9221 1,23 193,62
_%5 3 7,11 0,1 0,0 18,10 0,9217 1,23 164,05
‘_2‘5 4 6,51 0,1 0,0 18,55 0,9115 1,00 20,01
5 8,06 0,1 0,0 18,25 0,9171 1,23 69,90
6 6,82 0,1 0,0 19,15 0,9147 1,45 40,01
o 7 7,12 0,1 0,0 19,10 0,9113 1,23 26,05
é 8 6,65 0,1 0,0 18,35 0,9113 1,12 25,97
> 9 7,14 0,1 0,0 18,50 0,9119 1,01 24,05
10 7,32 0,1 0,0 18,65 0,9117 1,24 22,04

37



11 7,15 0,1 0,0 18,35 0,9115 1,23 23,98

12 7,01 0,1 0,0 18,90 0,9143 1,34 38,05
13 7,16 0,1 0,0 18,55 0,9116 1,12 23,97
14 7,11 0,1 0,0 18,75 0,9167 1,12 62,05
15 7,18 0,1 0,0 18,30 0,9112 1,12 22,04
16 7,35 0,1 0,0 18,65 0,9112 1,23 17,91
17 7,16 0,1 0,0 18,90 0,9165 1,23 57,83
18 7,09 0,1 0,0 18,85 0,9142 1,01 38,05
19 7,21 0,1 0,0 18,90 0,9119 1,12 22,05
20 7,20 0,1 0,0 18,55 0,9169 1,24 62,05

Elaborado por: Chimborazo, Ingrid, 2021.

Al revisar las distintas fuentes bibliogréficas se pudo determinar que no existe un valor de
referencia establecido de pH en aceites vegetales comestibles debido a que, no son soluciones
acuosas, es decir, no existen solutos (sal, azlcar, etc) disueltos en agua, ocurriendo lo mismo con
los aceites animales y petroquimicos, sin embargo, en la tabla 1-3 se puede observar que los
valores tendieron en su mayoria hacia la alcalinidad entre 7,09 y 8,06. Mientras que tres de los
aceites analizados tuvieron valores acidos que oscilaban entre 6,51 y 6,82. Segln Arango V., el
valor de pH de cualquier alimento se relaciona directamente con el crecimiento de
microorganismos, de modo que, cuanto menor sea el valor sera mas complicado que se
reproduzcan, deduciendo que, al obtener un valor mayoritariamente alcalino, los aceites de
frituras del presente estudio, eran susceptibles de contaminacién y crecimiento microbiano, cuyos
resultados se evidencian mas adelante (Arango, 2017, p. 16).

Respecto a los solidos totales disueltos (STD) y la conductividad, en todas las muestras el
multiparamétrico dio una lectura de 0,0 y 0,1 respectivamente, debido a que, estos dos parametros
se encuentran directamente relacionados. Mientras mayor sea la cantidad de iones o sales disueltas
en la solucién, mayor serd la conductividad. Sin embargo, al no tratarse de soluciones acuosas,
los resultados tienden hacia 0 y, por tanto, no se encontraron valores de referencia en las
normativas vigentes. En cuanto a la temperatura, se puede observar que en todos los casos los
valores oscilaron entre 18 y 19°C, pudiéndose deducir que se debia al ambiente en el que se
encontraban las muestras para su medicion, por tanto la temperatura era ambiente.

En el caso de la densidad relativa, segun la normativa NTE INEN 35 el limite méaximo permitido
es de 0,91, por lo cual, todas las muestras sobrepasan este rango. De acuerdo a un estudio sobre
“Componentes presentes en el aceite de fritura usado y determinantes previos a su conversion”,
las muestras analizadas presentaron una densidad relativa entre 0,918 y 0,920, siendo valores
elevados segun la norma, debido a la saturacién de las muestras de aceites y al mayor tiempo de

calentamiento al que ha sido expuesto el aceite (Sanaguano et al, 2019, p. 35). La densidad esta
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directamente relacionada con las insaturaciones del aceite y es favorecida con el elevado peso
molecular de las largas cadenas de acidos grasos que poseen (Santos, 2018, p. 29).

Respecto al indice de acidez, las muestras sobrepasaron los valores méximos de 0,20% segun la
norma NTE INEN 38. Siendo el indice de acidez un pardmetro que determina el deterioro de un
aceite, al ser producto de la hidrolisis de los &cidos grasos libres que interaccionan con el medio
ambiente y el agua, tienden a producir por efecto del calor, humo y sabor desagradable (Rivera
etal., 2014). En un estudio sobre “Analisis de la calidad del aceite de mezclas vegetales en doce
frituras sucesivas empleado para freir papa sabanera tipo francesa”, se determind que, en el indice
de acidez hubo una tendencia al crecimiento tras la primera fritura, superando el 0,50% tras la
segunda fritura, obteniendo hasta un 0,80% en la doceava fritura (Arango, 2008, p. 30).

En el caso del indice de perdxido, se observaron muestras con valores muy elevados, llegando
incluso a 164 y 193 mEqO./Kg, teniendo en cuenta que el valor méximo segun la norma NTE
INEN 277, es de 10 mEqO./Kg, siendo un riesgo para la salud de los consumidores. En un estudio
realizado en México sobre “Composicion quimica y calidad de la grasa contenida en frituras de
maiz elaboradas y consumidas en Navojoa”, se determin6 que, durante la fritura profunda, el calor
puede incrementar hasta 15 veces la cantidad de los acidos grasos libres, 14 veces el indice de

acidez y hasta 8 veces el indice de peroxido (Santana et al., 2019, p. 22).

Tabla 2-3: Estadisticos descriptivos generales de los analisis fisico- quimicos.

Medidas de tendencia central y de dispersion

PARAMETROS Media Minimo Maximo Desviacion

estandar
pH 7,14 6,51 8,06 +0,3029
Temperatura °C 18,65 18,10 19,20 +0,2856
Densidad relativa ,9140 ,9107 ,9221 +0,0035
Solidos totales disueltos mg/L 0,00 0,00 0,00
Conductividad ps 0,10 0,10 0,10
indice de acidez mg/g 1,1920 1,000 1,450 +0,1157
indice de peroxido mEq 0,/Kg de 48,2865 12,05 193,62 +47,9043
muestra

La desviacion estandar en todos los parametros indica baja dispersién de los resultados de los
parametros pH, temperatura, densidad relativa e indice de acidez, pero en el caso del indice de
perdxido esta dispersion es muy alta, es decir, hay una gran variacion de datos, el valor minimo
encontrado en estas 20 muestras de indice de peréxido es de 12,05 mEq 0,/Kg de muestra, valor
superior al permitido en la normativa, mientras que, el valor maximo del indice de peroxido fue

de 193,62 mEq 0,/Kg. Este elevado valor indica una dosis alta de lipidos peroxidados, los cuales
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interactuan directamente con el metabolismo mitocondrial aumentando la concentracion de
radicales libres.

De acuerdo a un estudio realizado en La Paz sobre “Determinacion de la rancidez en aceites
usados en el proceso de frituras en establecimientos de expendio de comida rapida”, se concluy6
que los aceites al ser usados en el proceso de fritura superan los 180°C, alterando la composicion
guimica del aceite al ser insaturado, oxidando los dobles enlaces en perdxidos e hidroperéxidos,
también, se alteran las caracteristicas organolépticas, pudiendo ocasionar la rancidez de la
muestra, con sabor y olor desagradable. En el proceso se forman productos de oxidacién,
altamente toxicos cuando el consumo es frecuente y por ende dafiino para la salud pudiendo

conllevar a un estado crénico en el consumidor con problemas cardiovasculares (Segurondo y Cortez,
2020, p. 116).

El efecto de la peroxidacion de lipidos es el dafio causado a nivel de las membranas, en cuanto a
estructura y funcion, afectando el transporte de iones y metabolitos. Ademas, un producto de la
descomposicion de los peroxidos es el malondialdehido, altamente citotdxico, por lo cual,
también se tiende a producir un dafio en el ADN, ya que se alteran las bases nitrogenadas al
formarse enlaces de tipo covalente con malondialdehidos (Delgado, 2004, p. 38). Esta peroxidacion
en la membrana mitocondrial afecta a componentes en la cadena transportada de electrones,
alterando la sintesis de ATP, transporte de metabolitos e iones y conllevando a la destruccion de
las células (Rojas y Martinez, 2010, p. 2).

El consumo de los lipidos peroxidados que son compuestos toxicos, destacAndose las acrilamidas
y la alta densidad energética, se han relacionado con el desarrollo de algunos tipos de neuropatias,
deterioro de la fertilidad y carcinogenicidad, en especial, cancer de mama, colon y prostata. Se
considera que la acrilamida puede reaccionar con cualquier tipo de componente alimentario ya
sea mayor o menor, gque tenga grupos amino, tiol e hidroxilo (OMS, 2002, p. 8).

De acuerdo a un estudio sobre “Peroxidacion de lipidos y sus efectos sobre la salud”, la exposicion
prolongada al estrés oxidativo se relaciona con disfunciones y enfermedades. A nivel cerebral se
dan desordenes neurodegenerativos como el Parkinson, alzheimer, esclerosis maltiple y lateral
amiotrdfica, infarto agudo de miocardio y enfermedades cerebrovasculares. En las enfermedades
del higado, incluyendo la hepatopatia alcohdlica, la sobreexposicion a peroxidos induce la muerte
de las células del higado. La peroxidacion también ocasiona la aparicion de diabetes tipos Il,

pancreatitis, cancer de mama, préstata y colon (Rojas y Martinez, 2010).
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Tabla 3-3: Estadisticos descriptivos de los andlisis fisico-quimicos por parroquias.
PARROQUIA MALDONADO

PARAMETROS Media Minimo Méaximo Desviacion
estandar
pH 7,23 6,51 8,06 + 0,557
Temperatura °C 18,4 18,1 18,7 +0,222
Densidad relativa 0,9166 0,9107 0,9221 + 0,005
indice de acidez mg/g 1,21 1,00 1,34 +0,123
indice de peréxido 91,92 12,05 193,62 +12,05
PARROQUIA VELASCO
pH 7,11 6,65 7,35 +0,177
Temperatura °C 18,70 18,30 19,15 + 0,268
Densidad relativa 0,9131 0,9112 0,9169 + 0,002
indice de acidez mg/g 1,19 1,01 1,45 +0,117
indice de peréxido 33,74 17,91 62,05 +15,41

En la tabla 3-3 se observan las diferencias obtenidas entre las parroquias Maldonado y Velasco
que fueron consideradas en el estudio, de modo que, la desviacion estandar en casi todos los casos
indica una baja dispersion y homogeneidad de los datos obtenidos, excepto en el indice de
perdéxido, en donde el valor es mas alto. Respecto al pH se puede observar que los aceites de
fritura de la parroquia Maldonado tenian un valor mas alcalino, pudiéndose pensar que eran mas
propensos a crecimientos microbianos, en tanto que, el valor de la temperatura y densidad en
ambas parroquias eran similares.

En el caso de la parroquia Maldonado la media del indice de per6xido es casi el triple en relacion
a la de la parroquia Velasco, pudiéndose deducir que ciertos locales de comida rapida de
Maldonado utilizaban un mayor nimero de veces el aceite para los procesos de fritura, de manera

que, el valor peroxidos se incrementaba ante una mayor existencia de lipidos peroxidados (Arango,
2008, p. 30).
Todas las variaciones evidenciadas en ambas parroquias pudieran deberse a los distintos

tratamientos que los duefios de los locales realizan a los aceites de fritura, a su manejo en el
proceso de coccion, el nimero de veces que es reutilizado, la temperatura de coccion, equipo
utilizado, tipo de alimentos fritos, adicidn de aceite nuevo como reposicién del que se ha perdido

durante el proceso, limpieza del aceite e incluso su almacenamiento hasta volver a calentarlo
(Ayala, 2011, p. 32).
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3.2. Resultados de los anélisis microbioldgicos

Es importante mencionar que los analisis microbiol6gicos se realizaron al dia 0 y 15 después de
la recoleccion de las muestras en las parroquias objeto de estudio, obteniéndose resultados
negativos para presencia de microorganismo patégenos como Salmonella — Shigella y
Escherichia coli que son causantes de infecciones a nivel del tracto digestivo, ademas de ausencia
de microorganismos indicadores de la calidad como coliformes totales y Streptococcus viridans.
En la tabla 4-3 se puede evidenciar que en 8 de los 20 locales de comida rapida, presentaban
Staphylococcus aureus, en tanto que, todas las muestras tenian un crecimiento de Aerobios
mesofilos, cuyos resultados casi se duplicaron al analizar la muestra nuevamente al dia 15. Al
visualizar los resultados de Enterobacterias, Pseudomonas, Staphylococcus epidermidis,
Staphylococcus saprophyticus, Proteus mirabilis y Acinetobacter spp. se determind la presencia
y ausencia, de modo que, no existié una variacion significativa de estos microorganismos entre el

dia 0 y 15 del analisis microbioldgico como se observa en el gréafico 1-3.
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Tabla 4-3: Ausencia (0) y presencia (1) de microorganismos detectados, y resultado del conteo de otros microorganismos, en las muestras analizadas de

las parroquias Maldonado y Velasco.
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Gréfico 1-3: Comparacion del crecimiento microbiano en AVU entre el dia 0 y dia 15.
Elaborado por: Chimborazo, ingrid, 2021.

En la grafica 1-3 se observa que existe una variacion significativa en el recuento de
microrganismos entre el dia 0 y dia 15, de manera que, especificamente en el caso de
Staphylococcus aureus y Aerobios mesdfilos el valor casi se duplico con el pasar del tiempo,
debido al crecimiento exponencial de las bacterias, el cual puede llegar a ser de 1.4x10"UFC/ ml
cada 30 minutos, esto a nivel intestinal, de manera que, el consumo de alimentos que han sido
fritos en aceite contaminado con estos microorganismos puede conllevar a un crecimiento
microbiano a nivel del tracto alimentario. A pesar de esto, al dia 15 no se observé un crecimiento
exagerado, pudiéndose deber a la refrigeracion en la que en la que se mantuvo a las muestras antes
de su andlisis en el dia 15, por lo que los bacterias no tenian la temperatura adecuada para su
replicacion exponencial y se mantenian en estado de latencia (Diaz et al., 2017, p. 43).

Por otro lado, en cuanto a la presencia de Staphylococcus aureus se deduce que se debe a una
contaminacion con esta bacteria proveniente de la piel de las personas que realizaban el proceso
de fritura, debido a que este patdgeno habita incluso en personas sanas que al no utilizar materiales
de proteccion para manipular o retirar los alimentos del aceite y no limpiar correctamente los
utensilios pueden contaminar al aceite. En el caso de Aerobios mesofilos, al ser indicadores de la
calidad, su presencia en los aceites analizados explicaria una posible préctica incorrecta en el
vertido y una manipulacion inadecuada (Dfaz et al., 2017, p. 43).

Al revisar la bibliografia se pudo evidenciar que la legislacion vigente no recoge normas
microbioldgicas para los aceites vegetales que son utilizados en procesos de fritura, sin embargo,

debe existir una ausencia de microorganismos patégenos como Escherichia coli, Salmonella —
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Shigella y Staphylococcus aureus, debido a que, provocan infecciones que pueden poner en riesgo

la salud del consumidor.

3.3.  Analisis estadistico de asociacion de variables

Se aplico la prueba Chi- cuadrado entre todas las variables a un nivel de confianza a= 0,05, sin
encontrar asociacion, exceptuando la asociacion identificada entre la variable temperatura y
Staphylococcus aureus del conteo del dia 15 (0,047<0,05). La prueba de asociacién con el dia 0

del cultivo y conteo de Staphylococcus aureus no se hallé asociacion (0,171 > 0,05)

Tabla 5-3: Pruebas Chi-cuadrado

i2
VARIABLES RELACIONADAS Gl Chi
Significacion asintética (bilateral)
Temperatura °C y Staphylococcus dia 15 63 0,047
Temperatura °C y Staphylococcus dia 0 54 0,171

Al realizar un analisis estadistico de la dependencia de las variables de crecimiento de S. aureus
respecto a la temperatura, se determind que, en el dia 15 con una significancia de 0,047, se acepta
la hipotesis alternativa, es decir, las variables de crecimiento y temperatura de este
microorganismo, son dependientes.

Staphylococcus aureus es una bacteria con temperatura 6ptima de crecimiento a los 37-40°C,
produce colonias sin pigmentacion, cuyo crecimiento requiere de minimo 48 horas. Estas colonias
utilizan pocos carbohidratos como fuente de energia al ser principalmente autétrofas, sin
embargo, la incubacion prolongada permite detectar la presencia de colonias pequefias, de hasta
10 veces menor a las cepas originales (Cervantes et al, 2014, p. 31).

Esta bacteria posee caracteristicas particulares en cuanto a resistencia a antibidticos y virulencia,
en los seres humanos es causante de diversas enfermedades infecciosas, es uno de los
microorganismos méas importantes en la clinica y en enfermedades transmitidas por alimentos
(ETA), la bacteria es capaz de producir toxinas, por lo cual, ocurre la infeccion con la ingesta de
alimentos contaminados. Staphylococcus aureus puede encontrarse a nivel del aire, leche, agua
potable, comida o equipos donde se preparen los alimentos. Respecto a la intoxicacion por esta
bacteria, es importante mencionar que las enterotoxinas estafilococicas son termorresistentes,

razon por la cual pueden encontrarse en productos sometidos a altas temperaturas (Zendejas et al,
2014, p. 131).
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3.4. Resultados del analisis de sensibilidad de las bacterias aisladas en las muestras de

aceites vegetales usados

Tabla 6-3: Resultados del antibiograma realizado a microrganismos identificados en muestras

de AVU.
PATOGEN INDICADORES DE CALIDAD
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1= Eritromicina, gentamicina y oxacilina, 2= Eritromicina, clindamicina y Pencilina G, 3= Nitrofurantoina, Penicilina G y
Eritromicina, 4= Clindamicina y oxacilina, 5 = Amoxicilina + Ac. Clavulanico, 6= Cloranfenicol, 7= Fosfomicina, 8= Tetraciclina,
9= Amikacina y gentamicina, 10= Nitrofurantoina

Elaborado por: Chimborazo, Ingrid, 2021.
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En la tabla anteriormente expuesta se puede denotar que en el caso de Staphylococcus saprofitico
el Unico caso identificado (muestra 8) tuvo una resistencia a la tetraciclina, mientras que Proteus
mirabilis (muestra 5) tuvo resistencia a la amoxicilina + &cido clavulénico, en tanto que,
Chromobacterium (muestras 6 y 19) presentaba resistencia a la tetraciclina y Acinotebacter spp.
(muestras 7 y 8) present6 resistencia al cloranfenicol.

Del mismo modo, para un mayor entendimiento de la resistencia presentada por Staphylococcus
aureus, Enterobacterias, Pseudomona agglomerans y Staphylococcus epidermidis se elaboraron
varios graficos que se indicacion a continuacion. En el caso de Staphylococcus aureus en el
grafico 2-3 se puede observar que presento una mayor resistencia al cloranfenicol (alfenicol) y a

la nitrofurantoina (nitrofurano), Penicilina G (penicilina) y eritromicina (macrdélido).

Tetraciclina [l 1

No se evidencia resistencias [N 11

[72]

3 Fosfomicina 1

=

NS

2

E Eritromicina, gentamicina y oxacilina [ NERE@ 3
Amoxicilina + ac. Clavulénico 3

Amikacina y gentamicina 1

0 2 4 6 8 10 12
Frecuencia

Grafico 2-3: Resistencia a antibidticos presentada por Staphylococcus aureus.
Elaborado por: Chimborazo, Ingrid, 2021.

Al hablar de Enterobacterias en el grafico 3-3 se puede observar que presentaron una mayor
resistencia a la amikacina y gentamicina (ambos aminoglucésidos) y en menor cantidad a la

amoxicilina + cido clavulanico (penicilina).
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Grafico 3-3: Resistencia a antibidticos presentada por Enterobacterias.

Elaborado por: Chimborazo, Ingrid, 2021.

Las muestras de AVU en donde se identifico Pseudomona agglomerans presentaron una mayor
resistencia a la eritromicina (macrolido), gentamicina (aminoglucésido), oxacilina (penicilina) y
amoxicilina + acido clavulanico (penicilina), como se indica en el grafico 4-3.
No se evidencia resistencias 3
Nitrofurantoina, Penciilina G y Eritromicina 2
Eritromicina, gentamicina y oxacilina 4

Eritromicina, clindamicina y Pencilina G 6

Clindamicina y oxacilina | R NN 3

Antibioticos

Amoxicilina + ac. Clavulanico 2

0 1 2 3 4 5 6 7
Frecuencia

Grafico 4-3: Resistencia a antibidticos presentada por Pseudomona agglomerans.

Elaborado por: Chimborazo, Ingrid, 2021.

En el caso de Staphylococcus epidermidis en el grafico 5-3 se evidencia que presentaba mayor

resistencia a la eritromicina (macrdlido), clindamicina (lincomicina), Pencilina G (penicilina),

gentamicina (aminoglucdésido) y oxacilina (penicilina).
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Gréfico 5-3: Resistencia a antibidticos presentada por Staphylococcus epidermidis.
Elaborado por: Chimborazo, Ingrid, 2021.

Al observar los resultados del antibiograma realizado a las muestras de aceites vegetales usados,
se puede observar que gran parte de las bacterias analizadas eran resistentes a varios antibidticos,
sobre todo a los del tipo betalactdamico como penicilinas (amoxicilina + &cido clavulanico,
oxacilina), aminoglucosidos (gentamicina y amikacina) y macroélidos (eritromicina), poniendo de
manifiesto la gran problematica que existe al consumir alimentos que han pasado por un proceso
de fritura y pudieran estar contaminados con bacterias resistentes, de manera que, actualmente la
OMS recomienda que para prevenir esto eventos es necesario el lavado frecuente de manos al
preparar los alimentos, tomando en consideracion cinco reglas de inocuidad: separando alimentos
crudos de cocinados, coser completamente los alimentos, usar agua y materias primas inocuas,
temperaturas seguras y mantener siempre la limpieza del personal y utensilios de cocina (OMS
2020).
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CONCLUSIONES

Los analisis fisico-quimicos de las muestras de aceites vegetales usados en locales de comida
rapida de las parroquias Maldonado y Velasco, mostraron baja desviacion o dispersién en los
resultados de pH, temperatura, densidad e indice de acidez, excepto en el indice de perdxido
con alta desviacion de + 47,90, con valor minimo de 12 mEqg O2/Kg y valor maximo de 193
mEq O2/Kg. Tras realizar una comparacion entre las parroquias se observo que los locales de
la parroquia Maldonado presentaron mayor alteracion principalmente por su pH alcalino y los
elevados indices de peroxido.

En cuanto al analisis microbiolégico, se determind que, existié variacion significativa en el
recuento de microrganismos entre el dia 0 y el dia 15, en el caso de Staphylococcus aureus y
aerobios mesofilos, donde el valor casi se duplicd, debido al crecimiento exponencial de las
bacterias. En el caso de S. aureus la contaminacidn se supone a la manipulacién de las muestras
por el personal. También se observo ausencia de bacterias patégenas o indicadores de calidad,
sin embargo, la salud de los consumidores si se puede ver afectada por la presencia de los
microorganismos contaminantes y altas posibilidades de adquirir enfermedades por la
degradacion confirmada en estos aceites.

La evaluacién de sensibilidad o resistencia a los antibiéticos determind que, gran parte de las
bacterias analizadas presentaron resistencia a varios antibidticos, sobre todo a medicamentos
del tipo betalactdmico, como es el caso de las penicilinas (amoxicilina + acido clavulanico),
aminoglucdsidos (gentamicina, amikacina) y macrélidos (eritromicina), siendo algunos de los

antibiéticos mas utilizados a nivel del sistema de salud.
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RECOMENDACIONES

e Serecomienda a los locales de comida rapida tener un mayor cuidado con los aceites vegetales
utilizados en el proceso de fritura, ya que cualquier alteracién de los parametros fisicos,
quimicos o microbiol6gicos, constituyen un riesgo para la salud de los consumidores, por lo
cual se debe garantizar la calidad e inocuidad de los productos que se expenden.

e Es importante que los duefios de los locales tengan plena conciencia sobre el uso adecuado del
aceite en el proceso de fritura, evitando altas temperaturas, y reiso excesivo que puede incidir
en caracteristicas organolépticas poco deseables por principios de rancidez, a fin de ofrecer
productos lo mas saludables posible y apetecibles.

e Es importante que el personal que labora en los locales de comida rapida tenga acceso a
capacitaciones periddicas sobre conservacion, manejo de alimentos, manejo de los aceites de
fritura, normas de calidad y normas sanitarias a fin de contribuir con la salud del consumidor
y calidad de los procesos y productos que ofrecen.

e Serecomienda que los laboratorios cuenten con los reactivos necesarios para realizar todos los
ensayos a los AVU, como indice de saponificacion, contaminacion con metales pesados como
hierro, cobre, plomo y arsénico, entre otros.

e Se deberia tratar de automatizar los procesos para el analisis de AVU o utilizar equipos de
mayor precision con la finalidad de obtener resultados méas confiables.

e Se deberian realizar nuevos estudios que sirvan de base para futuras investigaciones sobre el
analisis fisico — quimico y microbioldgico de AVU, debido a que, la informacién encontrada

€S escasa.
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GLOSARIO

Aceite vegetal usado: Son aquellos residuos de frituras, con capacidad de formar peliculas sobre
el agua, ademas, impiden o dificultan su oxigenacion y la correcta depuracion (Villabona et al, 2017,
p. 22).

Aceite vegetal: Productos de origen vegetal o animal, cuyo principal componente son triésteres
de acidos grasos y el glicerol, llamados “triglicéridos”. Un aceite puede estar conformado por un
solo tipo de triglicérido, o por una mezcla de ellos (Durén et al, 2015, p. 11)

Acidos Grasos Insaturados: Este tipo de &cido graso proviene del reino vegetal, tiene un doble
enlace en su estructura quimica por lo que se los denomina “insaturados” y por ende a temperatura
ambiente se mantiene en estado liquido (Ortiz, 2014).

Acidos Grasos Saturados: Este tipo de acido graso es el mas comin, quimicamente no tiene un
doble enlace carbono — carbono (Melo, 2007 pag. 121).

Hidrélisis: Reaccidn que tiene lugar en la unidn entre los acidos grasos y la porcidn del glicerol
(Ayala, 2011).

Oxidacion: Reaccién tiene lugar en los puntos de insaturacion, generalmente es un proceso lento;
se necesita un tiempo considerable para producir una cantidad suficiente de per6xidos, para
desarrollar sabores u olores desagradables (Ayala, 2011).

Polimerizacion: Una produccion de uniones cruzadas entre cadenas de acidos grasos no
saturados, directamente 0 a traves de atomos de oxigeno, y que pueden dar lugar a estructuras
ciclicas (Ayala, 2011).

Punto de humeo: Temperatura a la cual la muestra de aceite emite un humo visible porque
empieza a descomponerse, por lo que el glicerol se transforma en una sustancia toxica llamada

acroleina (Marina, 2014, p. 4).
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Cordialmente,

Dra. Janneth Gallegos Nufiez .
PRESIDENTA DE LA UNIDAD DE INTEGRACION CURRICULAR
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ANEXO B: MATERIALES Y EQUIPOS UTILIZADOS EN LA INVESTIGACION

Se utilizaron varios materiales y equipos durante la ejecucion de la investigacion, los cuales se

indican en la tabla 1, a continuacion:

Tabla 1: Equipos utilizados durante la investigacion

Andlisis Método Técnica Equipo
FisICOS
Medicion del pH Electro analitica Potenciometria pH metro
Conductividad Electro analitica Potenciometria Conductimetro
Temperatura Multiparametro
Densidad Gravimétrico Picnémetro Balanza electrénica Scout Pro
QUIMICOS
Acidez Volumétrico Titulacion Balanza electrénica Scout Pro
Peroxido Volumétrico Titulacion Balanza electrénica Scout Pro

MICROBIOLOGICOS

Recuento e identificacion | Recuento en placa Recuento del | -  Autoclave Tuttnaver
de bacterias nimero mas | -  Balanza Scout Pro
probable - Cémara de flujo laminar
Nuaire
- Microscopio Fisher
Scientific

- Refrigerador Mabe

- Estufa Memmert

- Bafio maria Memmert

- Centrifuga Dynac

- Agitador magnético Fisher

Scientific

Tabla 2: Materiales y reactivos utilizados en los analisis fisicoquimicos en la investigacion

Materiales Reactivos

- Probeta de 50 mi - Alcohol

- Erlenmeyer de 100 ml - Eter

- Erlenmeyer de 250 ml - Fenolftaleina

- Gradillas metélicas - 0.1 N de hidrdxido de sodio
- Tubos de ensayo - Acido acético

- Picnémetro - Cloroformo

- Yoduro de potasio

- Solucién indicadora de almidén
- Tiosulfato de sodio

- Agua destilada

Realizado por: Chimborazo, ingrid. 2021.



Tabla 3: Materiales y reactivos utilizados en los analisis microbiol6gicos en la investigacion

Materiales Reactivos

- Probeta de 50 ml - Hierro de Kligler

- Erlenmeyer de 100 ml - Citrato de Simmons

- Erlenmeyer de 500 ml - SIM

- Mechero - Urea

- Tubos de ensayo - Mueller Hilton

- Micropipetas - Soya Casein Digest

- Papel aluminio - Caldo de enriquecimiento tetrationato
- Peras de succion - Perdxido de hidrégeno
- Pipetas estériles - Agar EMB

- Placas cubreobjetos - Agar MacConkey

- Placas portaobjetos - Agar Manitol Salado

- Puntas para micropipetas - AgarPCA

- Toallas de papel - Sangre

Realizado por: Chimborazo, Ingrid. 2021.

A continuacion se adjuntan los equipos utilizados:

Figura 3: Refrigeradora Figura 4: Microscopio



Figura 9: Centrifuga Figura 10: Agitador magnético

ANEXO C: ANALISIS FISICO QUIMICOS

Figura 11: Determinacion del indice de Figura 12: Determinacion del indice de

acidez acidez



1

Figura 13: Determinacion de densidad Figura 14: Determinacion del indice de

peroxido

ANEXO D: ANALISIS MICROBIOLOGICOS — TINCION GRAM

— 7

P
i

Figura 15: Proceso de tincion Gram con Figura 16: Identificacion de bacilos Gram

colorantes negativos

Figura 17: Identificacion de cocos Gram Figura 18: Visualizacion en el microscopio
positivos



el

Figura 19: Identificacion de cocos Gram Figura 20: Identificacion de bacilos Gram

negativos negativos

Figura 21: Identificacion de cocos Gram Figura 22: Preparacion de Tincion Gram

positivos

ANEXO E: ANALISIS MICROBIOLOGICOS — IDENTIFICACION DE BACTERIAS

Figura 23: Siembra de bacterias en agar Figura 24: Crecimiento de colonias en agar

manitol salado MacConkey



Figura 25: Crecimiento de bacterias

alrededor de disco de antibiograma. PCA.

Figura 27: Cambio de coloracion en agar Figura 28: Conteo de colonias en agar

manitol salado y EMB. MacConkey (arriba) y EMB (abajo).

Figura 29: Crecimiento de cocos en agar Figura 30: Crecimiento de bacilos en agar

manitol. manitol.



Figura 32: Crecimiento de colonias en agar
CMB.

Figura 33: Resultados de pruebas Figura 34: Resultados de pruebas

bioguimicas bioquimicas.

Figura 35: Resultados de antibiograma Figura 36: Resultados de antibiograma
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