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Procedimientos para determinar la potencia y tiempo de exposicion al horno
microondas para recalentamiento del arroz y sus efectos sobre el crecimiento de

Escherichia coli'y Salmonella choleraesuis
Persia Y*, Valdez C*, Madera O*, Quifiones Z° y Reyes J°

RESUMEN

Introduccion: El crecimiento de las bacterias en alimentos, en especial en aquellos que son recalentados o
manejados de manera inadecuada, es un tema de gran relevancia a nivel mundial. La Salmonella es una bacteria
que habitualmente es encontrada en enfermedades adquiridas por comida contaminada. A su vez, la E. coli es la
bacteria mas frecuente de las infecciones extra intestinales y las infecciones intestinales de nifios y adultos
mayores que se encuentran en un estado de malnutricion notable. El Horno Microondas (HM) consta de ondas
electromagnéticas que operan a nivel infrarrojo, las cuales sirven para diversas tareas de la vida cotidiana, tales
como: recalentamiento de alimentos, esterilizacion, pasteurizacion, etc. Su efecto protector ante enfermedades
transferidas por alimentos atn esta siendo investigado con estudios que reportan una eliminacion incompleta de
las mismos, mientras que otros han logrado la eliminacion total.

Objetivos: Se utilizé el arroz como muestra de alimento y las bacterias Escherichia coli y Salmonella choleraesuis
para estudiar el efecto que tiene el Horno Microondas en el crecimiento de estas bacterias en el arroz con la
finalidad de proponer medidas de prevencion a enfermedades transmitidas por los alimentos, especificamente
del arroz.

Métodos: Este fue estudio experimental con la participacion de 40 unidades experimentales. Estas, previamente
fueron inoculadas con Escherichia coli y Salmonella choleraesuis y almacenadas por 24 horas. Luego fueron
expuestas a 4 combinaciones potencia-tiempo, 270W y 450W por 15 y 30 segundos. Ademas, hubo un grupo
control. Se determind el nimero de bacterias inoculadas, asi como también la temperatura y el ndamero de
unidades formadoras de colonia (UFC) en las unidades experimentales y el grupo control (no expuesto) luego de
cada exposicion.

Conclusiones: El HM tiene un gran potencial en reducir la carga bacteriana de los alimentos, incluso hasta
niveles indetectables, indicando que es un herramienta til a la hora de prevenir las enfermedades transmitidas
por los alimentos.

Palabras claves: Microondas, arroz, bacterias, infeccion, contaminacion, gastroenteritis, salmonelosis, diarrea,
enfermedades transmitidas por los alimentos, Escherichia coli, Salmonella choleraesuis, esterilizacion,
desinfeccion, irradiacion, recalentamiento, crecimiento bacteriano.

INTRODUCCION asociadas a los alimentos, y donde la FDA

El crecimiento de las bacterias en alimentos, en
especial en aquellos que son recalentados o
manejados de manera inadecuada, es un tema

de gran relevancia a nivel mundial. La Food and
Drug Administration (FDA) ha publicado el Bad
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Bug Book, donde se encuentran datos sobre los
agentes infecciosos y las enfermedades

“reglamenta su existencia” (1). La Salmonella es
una bacteria que habitualmente es encontrada
en enfermedades adquiridas por comida
contaminada (2-3). A su vez, la E. coli es la
bacteria mas frecuente de las infecciones extra
intestinales y las infecciones intestinales de
ninos y adultos mayores que se encuentran en
un estado de malnutricion notable (3).

El HM consta de ondas electromagnéticas que
operan a nivel infrarrojo, las cuales sirven para
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diversas tareas de la vida cotidiana, tales como:
recalentamiento de alimentos, esterilizacion,
pasteurizacion, etc. (4). El porcentaje de hogares
con HM varia desde un 92% en EEUU (5) a 1%
(6) en los bateyes dominicanos. Su efecto
protector ante enfermedades transferidas por
alimentos aun estd siendo investigado con
estudios que reportan una eliminacion
incompleta de los mismos, mientras que otros
han logrado la eliminacion total.

La reduccion de la poblacion bacteriana
HM ha sido propuesta
anteriormente. Se han encontrado resultados
favorables sobre alimentos como: huevos (7),
carnes (3, 8-11), frutas (12-13), vegetales (4, 14) e
incluso moldes dentales de yeso (15). Al nunca
haberse realizado un experimento en el que se
exponga el arroz al HM, el cual con mucha
frecuencia se ingiere de forma recalentada en la
Republica Dominicana, es de vital importancia
desarrollar un estudio que utilice el arroz y las
bacterias mas comunes, como son la E. coli y la
Salmonella spp., que mida las dosis de irradiacion
necesarias para reducir la poblacion bacteriana
en el mismo, que traiga beneficio a los
particulares, establecimientos publicos de
comida y al sector turistico.

mediante el

METODOS

El estudio realizado tiene un disefio analitico,
experimental, no aleatorizado tipo ensayo pre
clinico para establecer la potencia-tiempo y
temperatura de exposicion 6ptimos que reducen
el crecimiento de E. coli y Salmonella choleraesuis
a menos de 1x10* UFC/mL, al recalentar arroz en
el horno microondas. Se eligié este tipo de
estudio porque se realiz6 un experimento con la
muestra inoculada con bacterias y se
controlaron los factores ambientales para que la
muestra del grupo control y experimental
tuviesen la mayor similitud posible, para asi
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poder reducir al minimo la posibilidad de
obtener resultados alterados.

Para el calculo de la muestra, se tomo el método
utilizado en la mayor parte de las
investigaciones realizadas a la fecha, las cuales
realizan una cantidad determinada de
repeticiones para cada exposicion (normalmente
2 0 3). La forma de calcular el total de unidades
experimentales fue mediante un modelo
factorial, y al total de este calculo se le agregd 8
controles (1 por cada grupo de exposiciones, por
bacteria) (4, 7, 8, 16, 17). El modelo utilizado es
2x4, lo que significa que todos los grupos de
exposiciones (4) se realizaron tanto para E. coli
como para S. choleraesuis. Los grupos de
exposiciones utilizados fueron los siguientes:
270W x 15 seg

270W x 30 seg

450W x 15 seg

450W x 30 seg

Control

Se calculd6 un total de 40 wunidades
experimentales, incluyendo los controles, para
la realizacion de esta investigacion. Para ver una
representacion del célculo de las unidades
experimentales, vea la Figura 1.

Cabe destacar que en el proceso de seleccion de
unidades experimentales de este estudio no se
presentan criterios de inclusion definidos en un
acapite aparte, ya que las mismas fueron
creadas por los investigadores bajo los mismos
criterios y rigores.

Criterios de exclusion:

Contaminacion (cualquier tipo de contacto con
superficies, sustancia o instrumentos no
estériles) de los cultivos bacterianos o muestras
de arroz por violacion de la esterilidad (7).
Tiempo transcurrido entre la coccion del arroz y
la exposicion mayor a 28 h (8).
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Tiempo de incubacion luego de la exposicion
mayor a 28 h (9).

Temperatura del arroz mayor a 40°C al
momento de la inoculacion (3).

Todo el proceso de recoleccion de datos fue
llevado a cabo en los laboratorios de Ciencias
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Bésicas de la Pontificia Universidad Catodlica
Madre y Maestra, y en el Laboratorio Clinico de
la Clinica Union Médica del Norte. Para trabajar
en estas instalaciones se obtuvieron permisos a
través de cartas firmadas y selladas por los
encargados de los mismos.

Figura 1: Distribucion de unidades Experimentales. El total fue de 40 muestras
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En cuanto a las consideraciones éticas, los
acapites contenidos en el informe de Belmont no
eran aplicables para fines de esta investigacion,
debido a que este informe fue consolidado con
el fin de proteger a los seres humanos en la
investigacion biomédica; recordar que en esta
investigacion se trabajo con bacterias y arroz, y
no con seres humanos, por lo que no fue
necesario hacer ajustes al protocolo con el fin de
proteger estos organismos no humanos.

En esta investigacion se recurrio a la utilizacion
de un formulario como método de recoleccion y
organizacion de datos. Este formulario consiste
en tres secciones: los datos generales de la
muestra, mediciones basales y hallazgos
postexposicion. La primera secciéon de este
consta de 6 numerales especificos para cada
muestra, los cuales son: codigo de la muestra,
especie de bacteria, fecha y hora de inoculacion,
fecha y hora de exposiciéon, fecha y hora de
determinaciéon del crecimiento bacteriano

Unidades
experimentale
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postexposicion e investigador responsable de
esa muestra.

En la segunda seccién, que corresponde a las
mediciones basales, contiene 5 numerales:
tiempo de almacenamiento, la cantidad
inoculada, la potencia-tiempo a la que se
sometid0 la muestra, sobre exposicion y
contaminaciéon. En el tercer acdpite (los
hallazgos postexposicion) comprendiéo de 5
expuestos a continuacion:
bacteriano postexposicion,

numerales

crecimiento
temperatura final alcanzada por la muestra,
reducciéon del crecimiento, porcentaje de
reduccion y determinacion de la efectividad de
la irradiacion (si la exposicion fue efectiva o no).

El procedimiento de recoleccion de datos se
dividi6 en 3 fases: preparacion, experimental y
postexposicion. La fase de preparacion consistia
en: la realizaciéon de todas las medidas de
asepsia y antisepsia de los investigadores, los
cuales trabajaron en todo momento con
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mascarilla y guantes de latex (cambiando los
guantes luego de manipular cada wunidad
experimental). Ademads se tomo6 medidas de
higiene con equipos con los que se iba a trabajar
(incluyendo mesas, asas bacterioldgicas, placas
de Petri, etc.).

Para los materiales termorresistentes utilizaron
un autoclave para su esterilizacion; los
termolabiles los desinfectaron con solucion
sporox y las superficies con alcohol al 95%. La
preparacion de los medios de cultivo selectivos
para cada bacteria (Agares MacConkey vy
Salmonella-Shigella para E. coli y S. choleraesuis,
respectivamente) y la preparacion del arroz
blanco (guidndose de una receta tradicional
dominicana para su preparacion, y utilizando
una arrocera eléctrica) se incluyen en esta fase.
Luego de preparar el arroz, el mismo se separd
en placas de petri pequefias con 5-6 g de arroz
dentro de ellas. Las bacterias obtenidas fueron
cultivadas en su medio y luego almacenadas en
caldo soja triptona (CST) para mantener su
poblacion.

La fase experimental incluye: la inoculacion del
arroz con las bacterias cultivadas para luego
determinar la poblacién de las mismas que
crecieron en é€l (cuantificadas en Unidades
Formadoras de Colonias) y el proceso de
exposicion en el cual se introdujeron las
unidades experimentales y se irradiaron a la
combinacién potencia-tiempo de exposicion
correspondiente (asimismo el control fue
introducido pero no irradiado para simular el
mismo ambiente de los grupos experimentales).

Para poder inocular una poblaciéon bacteriana
cuantitativamente muy similar en cada una de
las muestras de arroz, todas las muestras de una
bacteria fueron tomadas del mismo cultivo en
medio CST y se siguieron los siguientes pasos:
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1. La poblaciéon bacteriana inoculada al arroz fue

determinada al agitar hasta homogeneizar cada
probeta de 50mL (luego de 24h de incubacion
para E. coli y 48h para Salmonella choleraesuis) y
tomar 1 mL del medio CST con una jeringa
(graduada a intervalos de al menos 0.1 mL) para
hacer 5 diluciones seriadas (1 mL de solucion
con bacterias en 9 mL de solucion salina estéril
al 0.9%).

Luego de la quinta diluciéon, con una jeringa
nueva se tomo6 0.1 mL del quinto, tercero y
primer tubo de la serie de dilucion, se
inocularon y esparcieron con un esparcidor de
vidrio (previamente flameado y dejado enfriar
al menos 15 segundos), en agar selectivo para
cada bacteria e identificado con el codigo de la
muestra y el factor de dilucién correspondiente.
A estas unidades experimentales destinadas al
conteo bacteriano del indculo, que fue incubada
por 24 h (para E. coli) o 48 h (para Salmonella) a
37°C, se les realizO un conteo bacteriano
mediante un cuantificador de colonias,
eligiendo el agar del factor de diluciéon que
contuviera entre 25 y 350 UFC. El nimero de
UFC presentes fue utilizado para calcular la
poblacién del indculo mediante la siguiente
férmula (18).

UFC/ml =No. de colonias en el agar/ mL
Factor de dilucion total

El factor de dilucion en esta investigacion
Corresponde a 1x102, 1x1046 1x10-.

. Al mismo tiempo que se tomaban las unidades

experimentales para realizar las diluciones
seriadas para el cultivo y cuantificacion pre
exposicion, se toma también, para cada unidad
experimental, 1 mL  del
homogeneizado de la probeta para inocular en 3
puntos distintos de la muestra de 5-6 g de arroz
contenida en placas de Petri y se procedié a

contenido
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tapar e incubar bajo las condiciones y tiempo
mencionadas anteriormente.

El método de exposicidn fue llevado a cabo de la
siguiente manera:

Al tomar las placas de Petri con 5-6g de arroz
previamente inoculada e incubada con su
respectiva bacteria, se procedid a colocar por
separado cada una de las wunidades
experimentales de ambos grupos en el centro
del piso de la cdmara de coccion del HM.
Previamente se reviso de que la temperatura en
el centro del HM esté en menos de 35°C para
evitar un la alteracion de los resultados debido a
la temperatura elevada. En el caso del grupo
control, estas solo fueron inoculadas e
introducidas en la cdmara de coccion (luego de
que la temperatura fue menor a 35°C) por 15 o
30 seg, mas no fueron irradiadas con las ondas
electromagnéticas porque el HM estaba
apagado.

Dependiendo en cual grupo experimental se
encuentre la unidad experimental, el HM fue
programado a una potencia-tiempo especifica, y
por lo tanto la muestra fue sometida a distintas
potencia-tiempo de exposicion, como se muestra
a continuacion:

e Exposicion 1: 270W por 15 seg

e Exposicion 2: 270W por 30 seg

e Exposicion 3: 450W por 15 seg

e Exposicion 4: 450W por 30 seg

Exposiciéon 5: OW por 15-30 seg (grupo control,
introducido en la cdmara de coccién pero no
irradiado).

Inmediatamente sonaba el temporizador del
horno microondas, luego de concluido el tiempo
de exposicion, se sacaba la muestra del HM, se
tomaba la temperatura final alcanzada por la
muestra (con la utilizaciéon de un termdémetro

infrarrojo  (Nubee,  modelo = NUB850H),
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apuntando al centro de la muestra y a una
distancia de 5cm).

En la fase postexposicion se inocularon las
obtenidas de las
experimentales irradiadas en agar selectivo
(realizando diluciones seriadas para obtener
valores logaritmicos y facilitar el conteo), y se
procedi6é a almacenarlos para luego cuantificar
el crecimiento bacteriano utilizando un contador
de colonias.

bacterias unidades

Para la inoculacién de las bacterias se utilizaron
métodos de esterilidad para lograr el menor
sesgo posible:

Se tomo los 5-6 g de arroz al salir del HM (por
separado tanto al grupo experimental como al
control) para ser homogeneizado con 10 mL de
CST durante 30 minutos.

Se coloco en su agar respectivo (MacConkey o
SS) dependiendo del grupo experimental que se
estaba trabajando, en base a la bacteria (E. coli o
Salmonella choleraesuis) y con la utilizacion del
método de diluciones seriadas (haciendo 5
diluciones; 1 mL de solucién con bacterias en 9
mL de solucion salina estéril al 0.9%, tomando
en cuenta como primera dilucién a la toma de 1
mL del homogenizado) con el homogeneizado
obtenido del control o del experimental.

Luego de la tltima dilucion (5% dilucion seriada)
se tomo 0.1 mL del quinto, tercer y de la serie de
dilucién, y fueron esparcidos en sus respectivos
agar selectivos con la utilizacion de wun
esparcidor de vidrio (previamente flameado y
dejado enfriar al menos 15 segundos).

Luego de preparada cada placa de Petri, fueron
luego colocadas tapadas en la incubadora por 24
horas (para E. coli) o 48 horas (para Salmonella
choleraesuis) a 37°C como método de
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almacenamiento  post-exposicion de las

unidades experimentales (14).

El conteo bacteriano se realizd eligiendo el agar
del factor de dilucion que contuviera entre 25 y
350 UFC  determinado  mediante un
cuantificador de colonias luego de la incubacidn,
utilizando el mismo método que se empled
antes de la exposicion de la muestra utilizando
la férmula (1):

UFC/ml =NO. de colonias en el agar / mL
Factor de dilucidn total

Se obtuvo el permiso necesario para recolectar
datos en el Laboratorio Clinico de la Clinica
Unién Médica del Norte.

Los datos recogidos a través del instrumento de
recoleccion de datos fueron almacenados de
manera digital (para facilitar su organizacion,
disponibilidad y analisis). Estos registros fueron
tabulados en una hoja de célculos de Microsoft
Excel 2013 (version 15.0.4420.1017), conteniendo
una columna para cada item del instrumento y
una fila para cada muestra. Posteriormente los
datos fueron analizados con el software SPSS
(version 20).

El andlisis de datos fue realizado por separado
para las bacterias de este estudio (Escherichia coli
y Salmonella choleraesuis). Todos los calculos
fueron realizados con un nivel de confianza de
95% vy significancia de 5%. Para cada cruce de
variables lo primero que se realizd fue la
obtencion de los estadisticos descriptivos para
cada caso, seguido de la prueba Shapiro-Wilk
para determinar si existe una distribucion
normal de los datos analizados. Luego de contar
con la informacién de normalidad, y en base a
los tipos de variables que se cruzan, se eligio la
prueba (paramétrica en caso de distribucion

. Potencia-tiempo Vs
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normal o no paramétrica si no tenia una
distribucion normal) que mejor aplicara.

A continuacion se muestran los cruces de
variables realizados:

. Potencia-tiempo vs exposicion efectiva. Para

este cruce de variables se utilizo Chi? ya que
estamos cruzando dos variables cualitativas, la
de potencia-tiempo con 5 categorias, mientras
que la exposicion efectiva contiene dos
categorias. La prueba de normalidad indic6 que
no existe una distribucion normal, por lo que
Chi> (que se puede utilizar para muestras
paramétricas como no paramétricas) es ideal
para este cruce.

. Potencia-tiempo vs crecimiento bacteriano

postexposicion. Al momento de realizar este
cruce de variables, se tomd en cuenta que los
valores no estan distribuidos de manera normal,
por lo que se debi6 utilizar una prueba no
paramétrica. La prueba no paramétrica, que es
capaz de analizar los datos de una variable
cualitativa con 5 categorias (potencia-tiempo) y
una  variable (crecimiento
bacteriano postexposicion) es la prueba de
Kruskal-Wallis, por lo que esta fue utilizada
para realizar este andlisis de relacion entre
variables.

cuantitativa

temperatura
postexposicion. El andlisis de normalidad de los
valores dentro de estas variables, fue positivo,
segun el test de Shapiro-Wilk, por lo que se
requiere de una prueba paramétrica. La prueba
paramétrica que es capaz de relacionar una
variable cualitativa categdrica (potencia-tiempo)
y una cuantitativa (temperatura postexposicion)
es la prueba de ANOVA (Analysis Of Variance),
por lo que esta fue utilizada para este cruce. En
este cruce de wvariables, al existir una
distribuciéon normal, se uso la prueba T student
de un factor, que es una prueba parameétrica,
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para ver la diferencia entre el tiempo entre los
grupos de misma potencia.

. Temperatura postexposicion vs ntumero de
bacterias postexposicion. La relacion existente
entre estas dos variables cuantitativas fue
determinada a través de la prueba de
correlacion de Spearman, debido a que la
prueba de normalidad de Shapiro-Wilk indico
que no existia una distribucién normal de los
componentes dentro de esta. La correlacion de
Spearman es la indicada porque es una prueba
no paramétrica que estudia la relacion entre dos
variables cuantitativas.

. Temperatura postexposicion vs exposicion
efectiva: Al momento de realizar este cruce de
variables se tomo en cuenta que los valores
estan distribuidos de manera normal. Lo
anteriormente mencionado junto a que el cruce
es entre una variable cuantitativa (temperatura
postexposicion) y una cualitativa dicotomica
(exposicion efectiva) marcod la pauta de que la
prueba estadistica indicada era la Prueba T de
un factor.

DISCUSION

La metodologia expuesta en este articulo explica
los pasos a llevar a cabo para investigar la
relacion entre la potencia-tiempo de exposicion
del arroz al HM, la temperatura final alcanzada
por las unidades experimentales y el
crecimiento bacteriano postexposicion. El disefio
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