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RESUMEN

Se evalué la eficacia del desinfectante liquido alcalino clorado ACL 40 en concentracion del
5% durante 30 minutos de tiempo de exposicién, frente a coliformes totales y E. coli en las
superficies inertes regulares e irregulares en contacto con el alimento en el area de
produccién de la empresa New Lac. Este estudio se basé en una investigacién descriptiva,
observacional, de disefio transversal. Se muestrearon un total de 240 muestras para su

posterior analisis en Placas Petrifilm® 3M: E. coli/coliformes.

En el analisis estadistico se utilizd la prueba Wilcoxon-Mann-Whitney, debido a que los
resultados fueron no paramétricos. Se aceptd la hipotesis alterna: “La poblacién de
coliformes totales y E. coli antes del PLD es mayor a la poblacién de coliformes totales y E.
coli después del PLD”. Sin embargo, para evidenciar la dispersion de los recuentos
microbiologicos se realizaron histogramas y para demostrar la accién microbicida del
desinfectante se utilizaron graficos de cajas y bigotes (box plots), los cuales permitieron
comparar las poblaciones bacterianas tanto de coliformes totales como de E. coli antes y

después del PLD.

Finalmente, se observé la reduccion significativa de la poblacién de coliformes totales en la
mayoria de las superficies inertes regulares e irregulares, cumpliendo con la norma. En el
caso de E. coli se reportd ausencia en los recuentos microbioldgicos, logrando la
eliminacion de la poblacion y cumpliendo asi con la normativa, la cual exige la ausencia del

microorganismo en cuestion.

Palabras claves: Evaluacion. Eficacia. Desinfectante. Coliformes totales. E coli.
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ABSTRACT

The efficacy of the chlorinated alkaline liquid disinfectant ACL 40 in 5% concentration for 30
minutes of exposure time, was evaluated against total coliforms and E. coli on regular and
irregular inert surfaces in contact with food in the production area of the company New Lac.
This study was based on a descriptive, observational, cross-sectional research. The
sampling was carried out by means of the hyssop method. A total of 240 samples were
sampled for later analysis by 3M® Petrifilm Plates: E. coli / Coliforms.

In the statistical analysis, the Wilcoxon-Mann-Whitney test was used, because the results
were non-parametric. The alternative hypothesis was accepted: "The population of total
coliforms and E. coli before the PLD is greater than the population of total coliforms and E.
coli after the PLD." However, to show the dispersion of the microbiological counts,
histograms were performed and to demonstrate the microbicidal action of the disinfectant,
box plots were used, which allowed comparing the bacterial populations of both total
coliforms and E. coli before and after the PLD.

Finally, the colony count of total coliforms where the significant reduction of the population
of total coliforms was observed in most of the regular and irregular inert surfaces, complying
with the rule. In the case of E. coli, absence was reported in the microbiological counts,
achieving the elimination of the population and thus complying with the regulations, which

requires the absence of the microorganism in question

Keywords: Evaluation. Effectiveness. Disinfectant. Total coliforms. E coli.
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GLOSARIO

Biocida: Agente quimico, usualmente de amplio espectro que inactiva microorganismos.
Biofilm: Comunidad microbiana sésil, caracterizada por células que estdn adheridas
irreversiblemente a un substrato o interfase, o unas con otras, encerradas en una matriz de
sustancias poliméricas extracelulares que ellas han producido, y exhiben un fenotipo
alterado en relacién con la tasa de crecimiento y trascripcion génica.

BPM: Buenas Practicas de Manufactura.

Germicida: Agente que destruye microorganismos en especial patdégenos, en tejidos vivos
y objetos inanimados. Segun germen sobre el que actla, se lo denominara fungicida,
viricida, bactericida, etc.

IMViC: Indol/Rojo de metilo/Voges-Proskauer/Citrato.

MNPC: Muy numeroso para contar.

PLD: Protocolo de Limpieza y Desinfeccion.

Sll: Superficie inerte irregular.

SIR: Superficie inerte regular.
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INTRODUCCION

En la produccién de alimentos, la limpieza y desinfeccion de las instalaciones, equipos y
utensilios es fundamental, por lo que los “Procedimientos de Limpieza y Desinfeccion”
(PLD) tienen como objetivo garantizar la inocuidad de los alimentos llevados a cabo en un
ambiente aséptico en todas las etapas del proceso de elaboracion de los mismos (recepcion
de materia prima, transporte, produccion y almacenado). En estos programas los métodos
fisicos y quimicos de desinfeccién son de vital importancia para lograr la ausencia de
microorganismos patégenos y cumplir con indicadores de higiene y calidad en el producto
terminado (Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura FAO,
2011).

La desinfeccion de todas las zonas y superficies presentes en el area de produccion de las
industrias procesadoras de alimentos es un proceso critico, por lo tanto, exige un control
sistematizado y riguroso, abarcando todas aquellas superficies en contacto con el alimento,
siendo estas, superficies vivas y superficies inertes regulares e irregulares (SIR y Sll). Los
tipos de desinfeccién utilizados son variados, sin embargo, la desinfeccién quimica
mediante el uso de desinfectantes es muy aplicada a nivel global en las empresas
alimenticias, las cuales eligen los mismos en base a diferentes criterios de utilizacion, ya

sea para la aplicacién sobre superficies en contacto o no con el alimento.

La industria ecuatoriana “New Lac” encargada de la elaboracion de derivados lacteos utiliza
el desinfectante liquido alcalino clorado ACL 40 (Anexo 1) para la desinfeccién de las
superficies inertes del area de produccién, debido a que posee una combinacion sinérgica
de sales alcalinas, tensioactivos y secuestrantes que le confieren una alta capacidad de
detergente y desengrasante de todo tipo de suciedad. Ademas, incorpora cloro que le

proporciona una elevada accién germicida (Publica, 2011; M? Luisa Martinez Bagur, 2013).

Es por ello que este trabajo de titulacion mediante la autorizacion de la empresa (Anexo 2)
tiene como objetivo evaluar la eficacia del desinfectante ACL 40 utilizado a una
concentracion del 5% durante un tiempo de exposicion de 30 minutos frente a coliformes
totales y E. coli en las superficies inertes regulares e irregulares en contacto con el alimento
en el area de produccién de la empresa mencionada anteriormente, segun la Resolucion
Ministerial N° 461-2007/MINSA (Guia técnica para el analisis microbiol6gico de superficies
en contacto con los alimentos y bebidas) (Anexo 3). Debido al gran consumo de derivados

lacteos como los quesos, la valoracion de la eficacia de este desinfectante después de

Juan Diego Gavilanes Rodas
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haber conocido su validacién (Anexo 4), es fundamental para garantizar la inocuidad de los
mismos. Por ende, este estudio permitiréd también la evaluacion de alternativas o estrategias
de uso del agente quimico ACL 40 en los protocolos de limpieza y desinfeccion en las
diferentes superficies que se encuentran en contacto con el alimento durante la etapa de
elaboracion de los quesos, colaborando directamente con la empresa en aspectos de
higiene y calidad, y en el ahorro de recursos econémicos.

Hipotesis
El desinfectante ACL 40 a una concentracion del 5% y un tiempo de exposicion de 30
minutos es eficaz en la eliminacion de la poblacién de coliformes totales y E. coli en las

superficies inertes regulares e irregulares presentes en el area de produccion.

Objetivo General:
Evaluar la eficacia del desinfectante ACL 40 frente coliformes totales y E. coli en las
superficies inertes regulares e irregulares en contacto con el alimento en el Area de

Produccién de la Empresa “New Lac”.

Objetivos Especificos:
Evaluar la eficacia del desinfectante ACL 40 frente a coliformes totales en las superficies
inertes regulares e irregulares en contacto con el alimento después del protocolo de

limpieza y desinfeccion.

Evaluar la eficacia del desinfectante ACL 40 frente a E. coli en las superficies inertes
regulares e irregulares en contacto con el alimento después del protocolo de limpieza y

desinfeccion.

Juan Diego Gavilanes Rodas
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1. CONTENIDO TEORICO

1.1 Buenas Practicas de Manufactura
Las Buenas Practicas de Manufactura (BPM) engloban una serie de acciones y procesos
relacionados con la higiene en todas las fases de obtencién de los alimentos dentro de una
industria. El proposito de la implementacion de las buenas préacticas de manufactura es
garantizar que todos aquellos productos procesados de consumo humano sean inocuos
para los consumidores, mediante la elaboracion de los mismos en un ambiente
higiénicamente controlado de tal manera que elimine o disminuya riesgos que puedan
afectar a la salud de la poblacion y, por ende, la prevencién de enfermedades transmitidas
por alimentos (ETAS). Las BPM promueven la investigacion, formacién y capacitacion del
personal involucrado en los sistemas de gestion de calidad (Altamirano, Cuji, 2018). Segun
la “Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion y Agricultura” la aplicacion
tanto de las Buenas Practicas de Manufactura (BPM), Buenas Practicas Higiénicas (BPH),
y Sistemas de Analisis de Peligros y Puntos Criticos de Control (HACCP), promueven el
mejoramiento de las condiciones y principios involucrados en las intervenciones y
fabricacion de productos de consumo humano relaciondndose con la salud e higiene.
Ademas, establece los requerimientos basicos y lineamientos especificos relacionados con

la manipulacién de alimentos (Agricultura, 2019; Cervantes Javita, 2019).

1.2 Procedimientos Operativos Estandarizados de Saneamiento

Los Procedimientos Operativos Estandarizados de Saneamiento (POES), junto con las
BPM garantizan la inocuidad de los alimentos que se elaboren en una determinada micro o
macroempresa alimentaria. Los POES son aquellos procedimientos que describen y
explican cémo ejecutar un proceso 0 una tarea con un objetivo especifico, entre dichas
actividades la limpieza y desinfeccion. Sin embargo, es conveniente estandarizar y dejar
constancia escrita de estos procedimientos para evitar errores que pudieran atentar contra
la inocuidad del producto final (ACHIPIA Ministerio de Agricultura de Chile, 2017).

1.3 Programa de limpieza y desinfeccién en una planta de alimentos
Los programas de limpieza y desinfeccién conjuntamente con los demas Sistemas de
Gestion de Calidad tienen como objetivo garantizar la calidad e inocuidad de los alimentos.
Segun la “Asociacion Internacional para la Protecciéon de los Alimentos”, la monitorizacion
de la desinfeccion es uno de los componentes obligatorios de los controles preventivos de

contaminacion alimentaria en alimentos de consumo humano. Por lo que, la verificacion del
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cumplimiento de los mismos y una continua optimizacion es imprescindible (Etter, 2018;
Helena, & Blair, 2016).

Segun la “Sociedad Chilena de Infectologia”, la limpieza y desinfeccién se definen como:

Limpieza: eliminacién por accién mecanica, con o sin uso de detergentes, de la materia
organica y suciedad de superficies, objetos o ambiente. El agente basico para este
proceso es el detergente.

Desinfeccion: destruccién de microorganismos en objetos inanimados, que asegura
la eliminacion de las formas vegetativa pero no la eliminacion de esporas bacterianas
(Alexis Diomedi et al., 2017).

1.3.1 Orden del Procedimiento de Limpieza y Desinfeccién

Prelavado: consiste en eliminar los residuos de alimentos visibles y se procede a
remojar los equipos y los utensilios con agua caliente para provocar la remocion de la
suciedad adherida.

Lavado: se requiere de la intervencion de un producto detergente para desprender y
desechar la suciedad que no se ha podido eliminar con el prelavado.

Aclarado: se usa agua potable en gran cantidad para desechar el detergente aplicado.
Aplicacion del desinfectante: los equipos, utensilios y superficies limpias y aclaradas
se someten a la aplicacién de un producto desinfectante para eliminar restos de
microorganismos como bacterias que no se han eliminado con la limpieza.

Aclarado: se debe tomar en cuenta la ficha técnica del desinfectante, ya que existen
productos que no requieren de la eliminacion de residuos de desinfectante porque no

genera ningun dafio al producto ni a la salud (Riesco Rodriguez, 2012).

1.3.2 Tipos de desinfeccion

La desinfeccién se puede clasificar en base a dos criterios, segun la capacidad del agente

desinfectante para destruir microorganismos o reducirlo a niveles aceptables y segun su

mecanismo de accion (figura 1).
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Figura 1. Tipos de desinfeccion.
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Fuente. (Baamonde, 2013; Tamayo, 2011; M2 Luisa Martinez Bagur, 2013)

1.4 Desinfectante
Un desinfectante es aquella sustancia capaz de eliminar microorganismos patégenos y no
patdgenos, pero no necesariamente sus formas de resistencia bacteriana (esporas). Por lo
general, los desinfectantes se aplican sobre objetos inanimados o superficies. Los objetivos
de estos compuestos quimicos son reducir totalmente o a niveles aceptables la

contaminacién microbiana del medio ambiente, evitar el crecimiento y desarrollo
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microbiano, y la eliminacién total o parcial de microorganismos (Agencia Espafiola de

Medicamentos y Productos Sanitarios, 2011; Baamonde, 2013; Tamayo, 2011).

1.4.1 Clasificacién de los desinfectantes

Los desinfectantes se pueden clasificar en funcién de su mecanismo de accion:
1.4.1.1 Agentes que dafian la membrana:

Los solventes orgénicos y los desinfectantes tensioactivos o detergentes tienen como
ejercicio comprometer la integridad estructural de la membrana afectando de tal modo la
disposicién ordenada de lipidos y proteinas interfiriendo de tal modo con procesos de
transporte y metabolismo energético y la salida de pequefias moléculas de la célula (lafez,
2004).

a. Detergentes: estos compuestos contienen una porcion hidrofébica y una porcién
hidrofila, lo cual les permite formar micelas en solucion acuosa, permitiéndoles
formar micelas en solucién acuosa y formar capas que recubren y solubilizan
moléculas hidrofobas; dentro de este grupo se encuentran detergentes catiénicos,
anionicos.

b. Compuestos fendlicos: su efecto bactericida es inmediato a bajas concentraciones
generando dafio en la membrana con pérdida de componentes citoplasmaticos,
inactivacion irreversible de oxidasas y deshidrogenasas de membrana, ademas de
la desnaturalizacion de proteinas. Su solubilidad en agua es baja por ello se emplea
agentes emulsificantes que incluso aumentan su efectividad. Se puede encontrar en
este grupo al fenol, cresol, difenilos halogenados, alquilésteres.

c. Alcoholes: desorganizan las bicapas lipidicas penetrando en la regién
hidrocarbonada de los lipidos, no son esterilizantes ya que no generan dafio a las

endosporas. Los mas usados son el etanol e isopropanol.

1.4.1.2 Agentes que destruyen las proteinas

a. Acidos y bases fuertes: la presencia de sus grupos H+ y OH- disociados
respectivamente los hace activamente bactericidas, por lo general su actividad es
proporcional al grado de disociacion.

b. Acidos orgéanicos no disociables: compuestos poco disociables, su efecto se lleva a

cabo con moléculas intactas que penetran a la célula.
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1.4.1.3 Agentes modificadores de grupos funcionales

Es una amplia clase de agentes cuyos efectos son alterar grupos que forman parte de los
centros activos de enzimas y de otras proteinas, y alterar grupos funcionales de acidos

nucleicos, componentes de la pared y de membrana.

a. Metales pesados: mercuriales, compuestos de plata y cobre; estos envenenan la
actividad enzimatica formando mercéptidos con los grupos -SH de la cisteina.
También interaccionan con -NH2, -COOH y radicales fosfato.

b. Agentes oxidantes: tienen como efecto la inactivacion de proteinas enzimaticas
convirtiendo los radicales -SH en disulfuros -S-S-, los mas potentes atacan los
radicales amino, el grupo indol y la tirosina. En este grupo se encuentran los
hal6genos, agua oxigenada, acido peracético.

c. Agentes alguilantes: son agentes esterilizantes que actlan tanto sobre células
vegetativas y también sobre esporas ejerciendo un efecto letal por su accién
alquilante de proteinas y acidos nucleicos. Se encuentran el formaldehido, 6xido de
etileno. (lafiez, 2004; Jiménez Herrdez, 2016)

1.4.2 Caracteristicas de un desinfectante ideal
Las caracteristicas o requisitos que debe cumplir un desinfectante ideal se mencionan en

la figura 2.
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Figura 2. Caracteristicas de un desinfectante ideal.

No debe ser toxico o volatil.

No debe ser corrosivo.

No debe ser irritante para la piel y mucosas.

Debe ser inerte con el material a desinfectar (sin oxidar o alterar el material).

Debe poseer rapida accién desinfectante.

Debe ser facil de almacenar, preparar y aplicar.

Debe ser inodoro e insipido.

Debe ser compatible con otros productos que se usen antes o simultdneamente.

Debe tener alto poder desinfectante.

Debe poseer la capacidad de desincrustar y no atascar los canales de trabajo.

Debe ser estable al almacenamiento.

Debe ser resistente a factores ambientales (temperatura, luz, humedad).

CARACTERISTICAS DE UN DESINFECTANTE IDEAL

Debe tener la capacidad de formar capa protectora antiséptica o poseer un efecto residual.

I
1 r - 1 T° ° "° [ [ [ T "~"[T T

Debe ser soluble en agua. |

Debe tener amplio espectro de accién, que abarque bacterias Gram positivas y Gram
negativas, bacterias acido — alcohol — resistentes, virus y hongos.

Fuente. (Baamonde, 2013; Tamayo, 2011; M2 Luisa Martinez Bagur, 2013).

1.4.3 Factores que afectan la accion de los desinfectantes

La actividad microbicida de un desinfectante no reside solo en su composicion. Existen
diversos factores que pueden ocasionar alteraciones en la actividad del desinfectante para
eliminar microorganismos, o impedir el contacto con la superficie a desinfectar. Dichos
factores pueden potenciar o eliminar parcial y/o totalmente la actividad del mismo o pueden
generar resistencia de los microrganismos hacia los agentes desinfectantes. Esta
resistencia bacteriana esta mediada por la adquisicion de plasmidos y transposones,
mutaciones genéticas o amplificacion de genes cromosomicos enddgenos. Por lo general,
el factor mas importante es la resistencia intrinseca o innata de los microrganismos, que en
su mayoria se encuentra o reside forma directa en la membrana celular, que regula la

entrada o salida de sustancias de nutricibn o excrecion, y por lo tanto, regula la
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penetrabilidad de los agentes desinfectantes o esterilizantes (Tamayo, 2011; Sanchez-
Saldafia & Anduaga-Saenz, 2005; Cornelia Bischofberger, Mo José Gonzalez, Rafael
Herruzo, Felisa Jaen, Maxima Lizan Garcia, Aurora Sacristan, Marta Piriz, 2014).

1.4.3.1 Temperatura

La temperatura es uno de los parametros importantes relacionados con la accién de la
desinfeccion ya que, el aumento de la temperatura es directamente proporcional al poder
desinfectante, es decir, el aumento de la temperatura aumenta la velocidad microbicida. Sin
embargo, de manera global un aumento de 10 °C supone una duplicacion en la tasa de
muerte de los microrganismos. El exceso de temperatura puede llegar a degradar o
desestabilizar el producto y disminuir la accién germicida, como en el caso de
desinfectantes a base de iodo o cloro que a temperaturas excesivas se pierde el principio
activo, por lo tanto, deben ser usados a temperaturas menores de 42 °C. Esto depende de
la naturaleza de cada desinfectante (Baamonde, 2013; Tamayo, 2011; Sanchez-Saldafia &
Anduaga-Séenz, 2005; Cornelia Bischofberger, M° José Gonzalez, Rafael Herruzo, Felisa

Jaen, Maxima Lizan Garcia, Aurora Sacristan, Marta Piriz, 2014).

1.4.3.2 pH (Potencial de Hidrogeno)

La intervencion del pH dentro de la actividad microbicida se debe a la modificacion del poder
de la molécula desinfectante, superficie celular sobre la que actla, carga superficial neta
de la membrana del microorganismo y el poder de ionizacién del agente desinfectante. Por
lo general, las formas ionizadas de los agentes disociables atraviesan con mayor facilidad
las membranas bioldgicas, siendo mas efectivos. En el caso de los agentes anidnicos son
mas eficaces a pH acido que los agentes catidnicos, ya que estos muestran mayor eficiencia
en un pH alcalino. Referente a algunos desinfectantes yodoéforos, clorados, sales de amonio
cuaternario, estos actian mejor en medio alcalino y los fenoles en medio &cido, pero este
ultimo por su solubilidad debe ser utilizado a pH elevado (Tamayo, 2011; Sanchez-Saldafia
& Anduaga-Saenz, 2005; Cornelia Bischofberger, M° José Gonzalez, Rafael Herruzo, Felisa

Jaen, Maxima Lizan Garcia, Aurora Sacristan, Marta Piriz, 2014).

1.4.3.3 Concentracién del desinfectante

El poder desinfectante de cada producto depende de la concentracion indicada o
recomendada por el fabricante, por lo que un cambio en la concentracion de uso afecta la
accion antimicrobiana del desinfectante y al tiempo de exposicion que se encuentra en
estrecha relacion con la concentracion. Por lo tanto, a mayor concentracion menor tiempo

para eliminar una determinada fraccion de la poblacién microbiana, a excepcion de los
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yodéforos (Tamayo, 2011; Sanchez-Saldafia & Anduaga-Saenz, 2005; Cornelia
Bischofberger, M° José Gonzalez, Rafael Herruzo, Felisa Jaen, Maxima Lizan Garcia,
Aurora Sacristan, Marta Piriz, 2014).

1.4.3.4 Tiempo de exposicidon o contacto

Los desinfectantes ejercen su efecto microbicida mediante reacciones quimicas, por lo que
la velocidad de reaccion es directamente proporcional a la concentracion microbiana
presente en el area o superficie. La muerte de los microrganismos no es instantanea. Sin
embargo, todos los desinfectantes describen en el etiquetado el tiempo especifico para
lograr el nivel de desinfeccion indicado, ya que un menor tiempo de exposicién del
desinfectante en el &rea a desinfectar supone una menor actividad microbicida. Un tiempo
de exposicion excesivo puede llegar a ocasionar erosion o corrosion del material o
superficie. Para lograr una desinfeccion eficaz es indispensable reducir la carga microbiana
inicial y el exceso de materia inorganica, ya que dificultan la accion de los desinfectantes
(Baamonde, 2013; Tamayo, 2011; Sanchez-Saldafia & Anduaga-Saenz, 2005; Cornelia
Bischofberger, M° José Gonzalez, Rafael Herruzo, Felisa Jaen, Maxima Lizan Garcia,

Aurora Sacristan, Marta Piriz, 2014).

1.4.3.5 Concentracion microbiana

La concentracién microbiana o la presencia de biofilms van de la mano con la eficacia del
desinfectante ya que, al existir una alta concentracién microbiana o biopeliculas, aumenta
la cantidad desinfectante a utilizar y el tiempo necesario para su actuacion. Debido a esto,
es fundamental realizar un previo proceso de limpieza de las areas a desinfectar para
reducir la biocarga, y alin mas en equipos o utensilios articulados. Estos Ultimos necesitan
ser desarmarlos para lograr una mejor eficacia del agente desinfectante. Los biofilms son
una barrera de microorganismos que son hasta 1000 veces mas resistentes a los agentes
desinfectantes. No obstante, para que los desinfectantes sean (tiles en la eliminacién de
estas biopeliculas, deberan primero saturarlas para poder eliminar los microorganismos
presentes (Baamonde, 2013; Tamayo, 2011; Sanchez-Saldafia & Anduaga-Saenz, 2005;
Cornelia Bischofberger, M° José Gonzalez, Rafael Herruzo, Felisa Jaen, Maxima Lizan

Garcia, Aurora Sacristan, Marta Piriz, 2014).

1.4.3.6 Estabilidad
La estabilidad esta relacionada con el tiempo en el que el desinfectante en solucion pierde
su efectividad, puede sufrir alteraciones, contaminarse, sufrir oxidaciones o perder sus

propiedades, debido a estos fendmenos se debe procurar usar la cantidad suficiente y no
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guardar o almacenar para un posterior uso. En el caso de desinfectantes fotosensibles se
debe usar frascos ambar o fotorresistentes. Por lo general, se recomienda el uso de
soluciones preparadas recientemente y el tapado adecuado de los frascos que contienen
los desinfectantes y las diluciones de los mismos (Tamayo, 2011; Sanchez-Saldafia &
Anduaga-Saenz, 2005; Cornelia Bischofberger, M° José Gonzalez, Rafael Herruzo, Felisa
Jaen, Maxima Lizan Garcia, Aurora Sacristan, Marta Piriz, 2014).

1.4.3.7 Presencia de materia organica

La presencia de materia organica o restos organicos de cualquier tipo, como comida,
grasas, sangre, heces, orina, suero, pus, tierra, entre otros, interfieren de manera negativa
en la accién microbicida del desinfectante, y por ende en su efectividad. Esta materia
organica tiende a proteger a los microorganismos, generando una inactivacion o inhibicion
de la actividad germicida del desinfectante. Estos fenémenos estan mediados por
reacciones quimicas que generan componentes inertes por precipitacion o produciendo
complejos de un menor poder germicida, que a su vez generen un consumo del principio
activo presente en el desinfectante. Sin embargo, los agentes clorados se inactivan en
presencia de materia organica, el yodo tiende a precipitar al estar en contacto con proteinas.
Las sales o minerales presentes en las aguas duras disminuyen la actividad antimicrobiana
de los amonios cuaternarios (Baamonde, 2013; Tamayo, 2011; Sanchez-Saldafia &
Anduaga-Séenz, 2005; Cornelia Bischofberger, M° José Gonzalez, Rafael Herruzo, Felisa

Jaen, Maxima Lizan Garcia, Aurora Sacristan, Marta Piriz, 2014).

1.5 Microorganismos indicadores de higiene y calidad
Los microrganismos indicadores de higiene y calidad son aquellos que presentan un
comportamiento semejante a los patégenos cuando se encuentran presentes en los
alimentos. Sin embargo, no representan un peligro directo para la salud del consumidor,
pero su existencia en ciertos niveles es muy Uutil para determinar la calidad del alimento.
Estos microorganismos pueden indicar o evidenciar la posibilidad de practicas inadecuadas
de higiene durante la exposicién, manipulacién, transporte y conservacion de los alimentos.
Asi también, permiten evidenciar la presencia de un peligro potencial para la salud,
pudiendo inferir que los microorganismos patdgenos o sus toxinas se encuentran en similar
concentracion y que el comportamiento de ambos microrganismos, es semejante al
encontrarse expuestos a diferentes factores como pH, temperatura, actividad acuosa,
presencia de nutrientes, resistencia bacteriana, entre otros (Salud, 2015; Rios-Tobon,

Agudelo-Cadavid, & Gutiérrez-Builes, 2017; Campuzano, Mejia Flérez, Ibarra, & Pabén
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Sanchez, 2015). Los microorganismos indicadores a diferencia de los microorganismos
patdégenos, son mas rapidos, econémicos y faciles de detectar, pero también existen mas
condiciones o criterios que permiten determinar su presencia que pueden o no cumplirse
(Figura 3) (Salud, 2015; Rios-Tobon, Agudelo-Cadavid, & Gutiérrez-Builes, 2017,

Campuzano, Mejia Florez, Ibarra, & Pabon Sanchez, 2015).

Figura 3. Criterios para evidenciar la presencia microorganismos indicadores de higiene y calidad.

Ser facilmente distinguibles de la microbiota natural de los
alimentos y del agua.

| | Tener el mismo origen y procedencia que el microorganismo
CRITERIOS PARA patdgeno.
EVIDENCIAR LA PRESENCIA
MICROORGANISMOS
INDICADORES Tener caracteristicas de multiplicacion y muerte similar al
microorganismo patdgeno para el mismo tipo de alimento.

| | Estar ausente o en cantidad minima en el alimento cuando el
patdgeno esté ausente.

Fuente. (Autores)

Frecuentemente los microorganismos indicadores mas utilizados o difundidos para
determinar la falta de higiene durante el procesamiento industrial o artesanal de los
alimentos son el grupo de bacterias coliformes (Salud, 2015; Rios-Tob6n, Agudelo-Cadavid,
& Gutiérrez-Builes, 2017; Campuzano, Mejia Flérez, Ibarra, & Pabon Sanchez, 2015).

1.5.1 Coliformes totales

Los microorganismos del grupo coliforme son considerados uno de los principales
indicadores de higiene y sanidad en la produccién de alimentos y diversos productos
procesados. Estas bacterias permiten evaluar microbiolégicamente la eficiencia de los
procedimientos de limpieza y desinfeccién o determinar la calidad del agua, ya que tienen
la capacidad de reproducirse en los biofilms que se forman en las tuberias de distribucién
de agua potable. Sin embargo, se encuentran principalmente en el intestino de los humanos
y de animales de sangre caliente, pero también se encuentran ampliamente distribuidos en
la naturaleza en suelos, vegetales semillas y agua. Las bacterias que forman el grupo

coliforme pertenecen a la familia Enterobacteriaceae, incluyendo los géneros: Escherichia,
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Enterobacter, Citrobacter y Klebsiella. Se trata de bacilos cortos Gramnegativos, no
esporulados, aerobios o anaerobios facultativos que fermentan la lactosa a 35°C +/- 2°C en
un tiempo alrededor de 24 h +/- 2 h, con produccion de &cido y gas, catalasa positiva, que
en su mayoria son moviles, debido a la presencia de flagelos peritricos (Salud, 2015; Rios-
Tobdn, Agudelo-Cadavid, & Gutiérrez-Builes, 2017; Campuzano, Mejia Florez, lbarra, &
Pabon Séanchez, 2015).

1.5.2 Coliformes fecales

Los coliformes fecales y E. coli particularmente se consideran como un subgrupo de los
coliformes totales. Las bacterias de este grupo estan catalogadas como indicadores de
contaminacion de origen fecal, asi como también a condiciones inadecuadas de
manipulacion de alimentos o contaminacién post procesamiento. A diferencia de los
coliformes totales, los fecales tienen la capacidad de crecer a mayores temperaturas por
los que son denominados termotolerantes y se encuentran presentes en las heces fecales
de seres humanos y animales de sangre caliente. Sin embargo, alrededor del 90 a 95 % de

los coliformes fecales, se trata de E. coli y ciertas especies de Klebsiella y citrobacter.

Los coliformes fecales son bacilos cortos Gramnegativos, no esporulados, aerobios o
anaerobios facultativos capaces de fermentar la lactosa a 44,5°C +/- 0.2°C en tiempo
estimado de 48h +/- 2h, con produccién de &cido, gas e indol (Salud, 2015; Rios-Tobdn,
Agudelo-Cadavid, & Gutiérrez-Builes, 2017; Campuzano, Mejia Flérez, Ibarra, & Pabon
Sanchez, 2015).

1.5.3E. coli

E. coli es un microrganismo que se caracteriza por tener como habitat primario el tracto
intestinal de hombre y animales de sangre caliente, por lo que es considerado un indicador
de contaminacion fecal en alimentos y agua (alimentos procesados y no procesados,
vegetales frescos, agua potable, etc.). E. coli es un bacilo corto Gramnegativo, no
esporulado, aerobio o anaerobio facultativo capaz de fermentar la lactosa y glucosa a
44,5°C +/- 0.2°C en tiempo estimado de 48h +/- 2h, produce indol a partir de triptéfano,
reduce los nitritos a nitratos, descarboxila la L-ornitina y su prueba de IMVIC es (+/+/-/-).
Existen varias cepas de esta bacteria consideradas patégenas para los seres humanos
causantes de enfermedades graves como infecciones en las vias urinarias, sepsis y
meningitis, tanto en pacientes inmunocompetentes e inmunodeprimidos. Sin embargo,

existen 6 cepas de E. coli enteropatdogenas causantes de enfermedades en el tracto
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gastrointestinal (figura 4) (Salud, 2015; Rios-Tobdn, Agudelo-Cadavid, & Gutiérrez-Builes,
2017; Campuzano, Mejia Florez, Ibarra, & Pabdn Sanchel, 2015).

Figura 4. Cepas de E. coli enteropatégenas.

— E. coli enterotoxigénica (ECET)

- E. coli enteroinvasiva (ECEI).

E. coli enterohemorragica o verotoxigénica (ECEH)

CEPAS DE E. coli
ENTEROPATOGENAS

E. coli enteroagregativa o enteroadherente (ECEA).

- E. coli de adherencia difusa (ECAD)

— E. coli O157:H7

Fuente. (Autores)

2 METODOLOGIA

2.1 Tipo y disefio de estudio

Este estudio se bas6 en una investigacion descriptiva, observacional, de disefio transversal.

2.2 Area de estudio
El area de estudio fue la zona de produccion de la planta lactea “New Lac”, empresa
encargada de la elaboracién de queso fresco y queso mozzarella, la misma que se

encuentra ubicada en la provincia del Azuay, canton San Fernando (Figura 5).

Figura 5. Ubicacion geogréfica del area de estudio.
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Fuente. (Google maps)

2.3 Muestreo
El muestreo se realizé en las superficies inertes regulares e irregulares que estuvieron en

contacto con el alimento en el area de produccién de la empresa (Anexo 5).

2.3.1 Tamafio de la muestra

Se muestrearon un total de 240 muestras entre superficies inertes regulares e irregulares,
las cuales se tomaron de forma aleatoria del total del universo y se ensayaron por duplicado
durante dos dias seguidos por dos semanas consecutivas. Se procedi6 a tomar 30
muestras antes del PLD y 30 muestras después del PLD en el primer dia de muestreo de
la primera semana. Se tomo la misma cantidad de muestras antes y después del PLD en el
segundo dia de muestreo de la primera semana y de igual manera se trabajé durante la
segunda semana consecutiva. El desinfectante ACL 40 fue utilizado a una concentracion
del 5% y un tiempo de exposicion de 30 minutos, condiciones establecidas por la empresa
y presentes en las indicaciones de la ficha técnica del producto.

2.3.2 Toma de muestra

El muestreo se llevd a cabo de manera aleatoria en las superficies inertes regulares e
irregulares en dias normales de produccion de la fabrica mediante el método del hisopo
utilizando la dilucién 1:10. El desinfectante fue aplicado mediante contacto directo en forma
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de chorro, en donde la superficie a desinfectar fue empapada directamente con la solucién
del agente quimico en estudio. El PLD fue verificado por los autores en conjunto con la
supervisora de produccion de la planta mediante “check list”, de modo que el mismo haya

cumplido especificaciones internas de la empresa.

Las muestras fueron transportadas en un cooler apropiado para su conservacion a
temperatura de refrigeracion (2-8 °C), para el posterior andlisis en el Laboratorio de
Microbiologia de Alimentos de la Universidad de Cuenca (Anexo 6).

2.4 Manejo de datos
2.4.1 Criterios de inclusién
Superficies inertes regulares e irregulares que estaban en contacto con los alimentos en el

area de produccion de la planta, antes y después del PLD.

2.4.2 Criterios de exclusién
Superficies inertes regulares e irregulares del area de produccion utilizadas y/o que sufrian

un proceso térmico (Pasteurizacion).

2.5 Materiales, equipos y reactivos
En la tabla 1 se detallan los materiales, equipos y reactivos utilizados en esta investigacion.

Tabla 1. Materiales, equipos y reactivos.

EQUIPOS
MATERIALES - . REACTIVOS
Equipo Cédigo Marca
Bal
Erlenmeyer (1000ml) alanza 14952 OHAUS ACL 40 al 5%
Electrénica
Pipetas volumétricas Contador de Agua Peptonada
. 1 EBE
(10ml) colonias 91980 QU C Bufferada 3M
All .
Bureta (1000ml) Autoclave 91997 AMERICAN Agua destilada
Tubos tapa rosca 0
(12.5cm*1.8cm * 1.6cm) Estufa 91974 FANEN Alcohol 70%
. . Alcohol industrial
Varilla de vidrio Nevera 23392603 ECASA
(94%)
Placas Petrifilm
Lamparas de alcohol Cocineta 362581 HACEB 3M: E.
coli/Coliformes
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Pipetas
Espatulas metalicas automaticas 163654 BOECO
(100-1000 ml)

Puntas azules estériles
Hisopos de madera (15
cm)

Papel Aluminio
Plantillas estériles para
toma de muestra (area
central 100cm?)
Dispersor de placas
Petrifilm
Marcador indeleble
Frascos de poliestireno
(500ml)

Fuente. (Autores)

2.6 Métodos y Técnicas de Anélisis
2.6.1 Método del Hisopo
El método del hiposo o hisopado es muy utilizado para el muestreo de superficies inertes
regulares e irregulares tales como: equipos, utensilios, mesas de trabajo, tablas de picar,
bandas transportadoras, cortadoras de embutidos, cortadoras de pan, mezcladoras, tolvas,

entre otros (Norma Peruana, Resolucién ministerial 463; 2007; Michanie, 2015)
e Fundamento

El método del hisopo consiste en frotar o restregar en un area determinada un hisopo
humedecido ligeramente en una solucion diluyente, en donde el hisopo y la solucion
diluyente deben estar previamente esterilizados (Figura 6) (Norma Peruana, Resolucién
ministerial 463; 2007; Michanie, 2015).

Figura 6. Método del hisopo.
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Empapar el hisopo con el agua de
Sobre la superficie peptona estéril y presionar
HISOPADO EN SIR b———> elegida, colocar la ——>| sutilmente contra la pared del tubo
plantilla (100 cm?). con un movimiento circular para
eliminar el exceso de la misma.
Colocar el hisopo en un angulo de 30°y Colocar el hisopo en el tubo que contiene el
deslizarlo cuatro veces en diferentes direcciones ———>| agua de peptona estéril, eliminando la parte del
en el area delimitada por la plantilla. hisopo que fue manipulada por el analista.

En el caso de los utensilios frotar con

el hisopo el area que se encuentra Colocar en la ficha de
S en contacto con el alimento o con la S toma de muestra la
HISOPADO EN SlI boca. Se repetira esta operacion con cantidad de utensilios que

tres utensilios mas, siendo un total de se muestrean.
4 utensilios como maximo.

Fuente: (Norma Peruana, Resolucién ministerial 463; 2007)

2.6.2 Analisis microbiolégico

2.6.2.1 Placas Petrifilm® E. coli/coliformes

Las placas Petrifilm estan formadas por una lamina de papel delgada, en la cual se muestra
impresa una cuadricula que facilita el recuento de las colonias. Estas placas estan
recubiertas por una capa de polipropileno que permite atrapar el gas que pueden provocar
algunas bacterias, presentan un medio de cultivo selectivo y un agente solidificante soluble
en agua. Adema4s, cuentan con la presencia de indicadores de pH que colorean las colonias
y dependiendo de la placa Petrifilm, pueden colorear el medio de cultivo, para mejorar y

facilitar su identificacion (Company, 2019).
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e Fundamento

Las Placas Petrifilm® para el recuento e identificacion de E. coli/coliformes se encuentran
formadas por un agente gelificante soluble en agua a temperatura ambiente, nutrientes de
Bilis Rojo Violeta (VRB) y dos indicadores, el primero es un indicador de actividad de
glucuronidasa y el segundo es un indicador de tetrazolio que facilita la enumeracion de
colonias. Las colonias de E. coli en su mayoria produce beta-glucoronidasa, que genera
una precipitacion azul asociada a la colonia. Estas bacterias fermentan la lactosa
produciendo gas que es atrapado en las placas en la pelicula superior. En el caso de E. coli
la identificaciobn se la realiza por presentar colonias entre azules, mientras que los
coliformes son colonias de bastoncillos Gram-negativos que producen acido y gas
produciendo el oscurecimiento de gel por el indicador de pH generando colonias de color

rojizo o rojo-violetas (Figura 7) (Center, 2008).

Juan Diego Gavilanes Rodas
Sergio Esteban Vasquez Peralta Pagina 33



| Sy

B

Universidad de Cuenca

Figura 7. Flujograma del procedimiento de siembra en las Placas Petrifiim® 3M: E. coli/coliformes.

Rotular las placas.

Colocar 1 ml de
muestra en la placa
y cubrir.

!

Realizar la siembra
con las muestras y
sus duplicados.

Realizar un control
para cada siembra.

Incubar: AOAC método
oficial 991.14

Para Coliformes: 24h +/-
2h a 35°C +/- 1°C.

Para E. coli: 48h +/- 2h a
35°C +/- 1°C.

!

Realizar el recuento
de las colonias.

Juan Diego Gavilanes Rodas
Sergio Esteban Vasquez Peralta

Fuente. (Autores)

Interpretacion:

E. coli: colonias azules
con gas.

Coliformes: colonias rojas
con gas.
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2.7 Calculo y expresion de resultados
2.7.1 Célculo para superficies inertes regulares (SIR)
El célculo de las colonias presentes en las superficies inertes regulares de la dilucion
utilizada (1:10), resulté del producto del nimero de colonias contadas por el factor de
dilucién (1) y por el volumen de disolucién utilizado en el muestreo (10 ml), todo esto se

dividi6 para el area de la superficie muestreada (100 cm?).

namero de colonias contadas * 1 * 10
100 cm?2

Colonias de coliformes totales o E. coli =

En donde los resultados se expresan de la siguiente forma:

Superficies inertes regulares: UFC/cm2.

2.7.2 Célculo para superficies inertes irregulares (Sll)

El calculo de las colonias presentes en las superficies inertes irregulares de la dilucion
utilizada (1:10), resulté del producto del nimero de colonias contadas por el factor de
diluciéon (1) y por el volumen de la disolucién usado en el muestreo (10 ml), todo esto se

dividié para el numero de superficies muestreadas.

nuamero de colonias contadas * 1 * 10

Colonias de coliformes totales 0 E.coli = — —
namero de superficies muestreadas

En donde los resultados se expresan de la siguiente forma:

Superficies inertes irregulares: UFC/superficie muestreada

2.8 Andlisis estadistico
Los resultados obtenidos fueron ingresados en una tabla de datos en Microsoft Excel 2016
para su posterior andlisis. La eficacia del desinfectante fue valorada estadisticamente
mediante la prueba Wilcoxon-Mann-Whitney tomando en consideracion que los resultados

de esta investigacién no fueron paramétricos (Anexo 7). El software estadistico utilizado fue
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el Stata 10.0, en el cual el andlisis fue realizado con un nivel de significancia del 5%. Se

plantearon dos hipoétesis de trabajo (Pardo & Ruiz, 2010).

Hipotesis nula (Ho): Poblacion A= Poblacion B

Hipotesis alterna (Ha): Poblacion A > Poblacion B

En donde:
Poblaciéon A: UFC/cm2SIR y Sl antes del PLD.
Poblacién B: UFC/cm?SIR y SlI después del PLD.

En consecuencia, se acepta la hipotesis nula (Ho) y se rechaza la hipotesis alterna (Ha),

siempre y cuando todo valor de probabilidad (p) sea mayor o igual a 0.05.

3 RESULTADOS

Una vez realizados los recuentos microbiolégicos de la evaluacion de la eficacia del
desinfectante liquido alcalino clorado (ACL 40) frente a coliformes totales y E. coli en las
superficies en contacto con el alimento en el area de produccién de la empresa New Lac,

se obtuvieron los siguientes resultados:

3.1 Recuento de coliformes totales antes de la desinfeccion en superficies inertes
regulares e irregulares

Se realiz6 el recuento de colonias de coliformes totales en las superficies inertes regulares
e irregulares del area de produccion antes de la desinfeccion con ACL 40, los mismos que
fueron comparados con los valores referenciales establecidos en la Norma Peruana,
Resolucion ministerial 463; 2007 (Tabla 2). En donde, se observé que en todos los dias de
muestreo la mayoria de los recuentos estan sobre los valores de la normativa. Sin embargo,
muy pocas superficies cumplian con la norma, como en el muestreo del dia 1: tela de
recubrimiento (T2), molde grande (MG1); en el muestreo del dia 2: gavetas plasticas (GP2,
GP3), moldes grandes (MG1, MG2), tanque de salmuera (S2); en el muestreo del dia 3:
barteza (B1), telas de recubrimiento (T2, T3), gaveta plastica (GP3), pala de agitacion (P1),

tanque de salmuera (S3); finalmente en el muestreo del dia 4: tela de recubrimiento (T1),
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cantarilla (C1) y molde grande (MG2). Cabe recalcar que también se reportaron en
crecimientos MNPC los cuales carecen de un valor numérico, pero que indican una alta

carga microbiana.
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Tabla 2. Promedio de los recuentos de coliformes totales antes de la desinfecciéon con ACL 40.

SUPERFICIES INERTES
MUESTREO MUESTREO
REGULARES IRREGULARES
NUMERO DE Semana 1 Semana 2 Semana 1 Semana 2
SUPERFICIES Dial | Dia2 | Dia3 | Dia4 valor Dial | Dia2 | Dia3 Dia 4
Codificacion | Valor referencial Codificacion . —-
UFC/cm? referencial UFC/superficie muestreada
1 Bl 20 35 0,3 9,35
2 B2 22 53 4,5 6,55
3 B3 MNPC 26 12,5 8,25
4 T1 1,35 1,2 2,15 0,30
5 T2 0,6 2,55 0,3 2,50
6 T3 5,65 1,6 0,55 1,55
7 ™1 52 38 7,6 28,00
8 T™M2 22 49 8,5 17,00
9 T™3 36 MNPC 39 12,45
10 GP1 5,7 1,9 5,65 1,85
11 GP2 8,2 0,25 1,4 1,20
12 GP3 5 24 0,5 0,4 2,35
13 P1 <1 UFC/em 122 | 97 0,2 175
14 P2 30 14,05 56 4,15
15 P3 24 34 8,95 8,85
16 Cl 7,45 2,15 2,2 0,95
17 Cc2 2,45 5,65 1,25 1,60
18 C3 5,55 1,35 8,75 4,20
19 MG1 0,4 0,5 1,75 1,35
20 MG2 3,55 0,5 5,65 0,80
21 MG3 1,3 2,6 2,45 2,15
22 S1 48 2,65 14,2 3,75
23 S2 31 0,45 1,35 4,10
24 S3 53 2,9 0,75 1,25
25 Ce 1400 MNPC | 475,00 | 1100,00
26 M1 <10 675 1575 475 332,50
27 M2 UFClsuperficie 901 1580 473 330
28 M3 muestreada 898 1570 478 335
29 Li 330,00 | 58,33 | 188,33 316,67
30 Cu 2400 MNPC 2000 637,50
* En el caso de las Sll el recuento obtenido es expresado para el numero de superficies muestreadas; Ce: 3 cernidores, M: 4 moldes pequefios en cada nimero (M1, M2, M3,
en total 12 moldes pequefios), Li: 3 liras y Cu: 2 cuchillos.

Fuente: (Autores)
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3.2 Recuento de E. coli antes de la desinfeccién en superficies inertes regulares e
irregulares

Se realiz6 el recuento de colonias de E. coli en las superficies inertes regulares e irregulares
del area de produccién antes de la desinfeccion con ACL 40, los mismos que fueron
comparados con los valores referenciales establecidos en la Norma Peruana, Resolucion
ministerial 463; 2007 (Tabla 3). En donde, se observé ausencia de E. coli en la mayoria de
las superficies inertes cumpliendo con la normativa. Sin embargo, algunas superficies
incumplian los valor establecidos en la norma, como en el muestreo del dia 1: barteza (B1),
pala de agitacion (P3), cantarillas (C1, C3), tanques de salmuera (S1, S2), lira (Li); en el
muestreo del dia 2: tapa metalica (TM3), pala de agitacion (P1), cantarilla (C1), tanque de
salmuera (S1), cernidor (Ce); en el muestreo del dia 3: tapa metélica (TM1), tanque de
salmuera (S2), cernidor (Ce), cuchillo (Cu); finalmente en el muestreo del dia 4: barteza
(B3), tapa metdlica (TM3), cantarilla (C2), tanques de salmuera (S1, S2), cernidor (Ce), y
moldes pequefios (M1, M2, M3). Cabe recalcar que la superficie que reporto presencia de

E. coli en todos los muestreos fue el tanque de salmuera (S1).
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Tabla 3. Recuentos de E. coli antes de la desinfecciéon con ACL 40.

SUPERFICIES INERTES
MUESTREO MUESTREO
REGULARES IRREGULARES
NUMERO DE Semanal Semana 2 Semanal Semana 2
SUPERFICIES Dial | Dia2 | Dia3 | Dia4 Dial | Dia2 | Dia3 | Dia4
Codificacién | Valor referencial - Codificacién | Valor referencial - —
Ausencia/cm? Ausencia/superficie muestreada

1 B1 + - - -

2 B2 - - - -

3 B3 - - - +

4 T1 - - - -

5 T2 - - - -

6 T3 - - - -

7 T™M1 - - ¥ .

8 T™M2 - - -

9 TM3 - + - +

10 GP1 - - - -

11 GP2 - - - -

1; GPPlS Ausencia/cm? +

14 P2 - - - B

15 P3 + - - -

16 C1 + + - -

17 Cc2 - - - +

18 C3 + - - -

19 MG1 - - - -

20 MG2 - - - -

21 MG3 - - - -

22 S1 + + + +

23 S2 + - - +

24 S3 - - - -

25 Ce - + + +

5 I pusencia — "

28 M3 + - - +

29 0 muestreada - - - -

30 Cu - - + -
* Ausencia (-); Presencia (+)
* En el caso de las Sll el recuento obtenido es expresado para el numero de superficies muestreadas; Ce: 3 cernidores, M: 4 moldes pequefios en cada nimero
(M1, M2, M3, en total 12 moldes pequefios), Li: 3 liras y Cu: 2 cuchillos.

Fuente: (Autores)
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3.3 Recuento de coliformes totales después de la desinfeccion en superficies inertes
regulares e irregulares

Se realizé el recuento de las colonias de coliformes totales en las superficies inertes
regulares e irregulares del &rea de produccion después de la desinfeccion con ACL 40, los
mismos que fueron comparados con los establecidos en la Norma Peruana, Resolucion
ministerial 463; 2007 (Tabla 4). Se determin6 que la mayoria de los recuentos cumplen con
la normativa, a excepcion de ciertas superficies, como en el muestreo del dia 1: Bartezas
(B2, B3); muestreo del dia 2: tapa metélica (TM3), moldes pequefios (M1, M2, M3); en el
muestreo del dia 3: barteza (B1), tapa metalica (TM2), pala de agitacion (P2); por ultimo,
en el muestreo del dia 4: barteza (B3), tanque de salmuera (S3) y los moldes pequefios
(M1, M2, M3).
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Tabla 4. Promedio de los recuentos de coliformes totales después de la desinfeccion con ACL 40

SUPERFICIES INERTES
MUESTREO MUESTREO
REGULARES IRREGULARES
NUMERO DE Semana 1 Semana 2 Semanal Semana 2
SUPERFICIES Dial | Dia2 | Dia3 | Dia4 Dial | Dia2 | Dia3 | Dia4
Codificacion Valor referencial Codificacion Valor referencial —
UFC/cm? UFC/superficie muestreada
1 Bl 0,25 0 1,15 0,55
2 B2 1,05 0 0 0
3 B3 3,25 0 0 1,25
4 Tl 0 0 0 0
5 T2 0 0 0 0
6 T3 0 0 0 0
7 ™1 0 0,4 0,6 0,95
8 T™M2 0,15 0 1,35 0
9 T™M3 0 1,75 0 0
10 GP1 0 0,75 1 0
11 GP2 0 0,9 0 1,00
12 GP3 2 0,85 0,35 0 0
13 D1 <1 UFC/cm 0 0 0 0
14 P2 0 0 1,5 0
15 P3 0 0 0 0
16 C1 0 0 0 0
17 C2 0 0 0 0
18 C3 0 0 0 0,40
19 MG1 0 0 0 0
20 MG2 0 0 0 0
21 MG3 0 0 0 0
22 S1 0 0,1 0,55 0,45
23 S2 0 0,6 0 0
24 S3 0 0 0 1,60
25 Ce 0 0 0 0
26 M1 <10 6,25 | 13,75 | 41,25 | 21,67
27 M2 UFClsuperficie 6,25 11,25 47,50 23,33
28 M3 muestreada 8,75 13,75 | 36,25 23,33
29 Li 0 0 0 0
30 Cu 0 0 0 0
* En el caso de las Sl el recuento obtenido es expresado para el numero de superficies muestreadas; Ce: 3 cernidores, M: 4 moldes pequefios en cada nimero (M1, M2, M3, en
total 12 moldes pequefios), Li: 3 liras y Cu: 2 cuchillos.

Fuente: (Autores)
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3.4 Recuento de E. coli después de la desinfeccidon en superficies inertes regulares e
irregulares
Luego la desinfeccion con ACL 40 se determiné ausencia E. coli en todas las superficies
inertes regulares e irregulares muestreadas, cumpliendo con la Norma Peruana, Resolucion
ministerial 463; 2007, la cual exige la ausencia de este microorganismo (Datos no
mostrados).

3.5 Analisis estadistico mediante la prueba Wilcoxon-Mann-Whitney

En la tabla 5 se puede visualizar todos los datos estadisticos obtenidos tanto para
coliformes totales como para E. coli antes y después del PLD, en donde para ambos
microorganismos el valor de probabilidad (p) es menor a 0.05. En consecuencia, se rechaza
la hipotesis nula y se acepta la hipotesis alterna, la cual dice que: “La poblacion de
coliformes totales y E. coli antes del PLD es mayor a la poblacion de coliformes totales y E.
coli después del PLD” (Pardo & Ruiz, 2010).

Tabla 5. Valores estadisticos obtenidos mediante la prueba Wilcoxon-Mann-Whitney tanto para
coliformes totales como para E. coli.

ANALISIS ESTADISTICO COLIFORMES TOTALES E. coli
Numero de observaciones 236 240
Media aritmética 83.68 0.26
Desviacién estandar 310.91 1.28
Mini 0 UFC/cm?; UFC/superficie 0 UFC/cm?; UFC/superficie
inimo
muestreada muestreada
Méxi 2400 UFC/cm?; UFC/superficie 10 UFC/cm?; UFC/superficie
aximo
muestreada muestreada
Valor probabilidad (p) <0.001
Nota: Existen 236 observaciones de las 240 establecidas inicialmente para coliformes totales debido a
gue existieron 4 recuentos MNPC, los cuales no se tomaron en cuenta para el andlisis estadistico, ya
gue carecen de un valor numérico.

Fuente: (Autores)

Se utilizé la prueba Wilcoxon-Mann-Whitney, debido a que los resultados fueron no
paramétricos, es decir seguian una distribucion anormal, encontrdndose recuentos muy
dispersos de la media aritmética. El esparcimiento de estos recuentos fue muy evidente
para el caso de coliformes totales, ya que el valor numeérico de la desviacion estandar fue
significativamente alto. Sin embargo, para poder observar dicha dispersion de los recuentos

microbiologicos se utilizaron histogramas tanto para coliformes totales como para E. coli.
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Grafico 1. Histograma para coliformes totales antes y después del PLD.
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Fuente: (Autores)

Interpretacion: En el histograma para coliformes totales se puede observar los recuentos
microbioldgicos a los cuales los denominamos datos asimétricos a la izquierda, debido a
gue la mayoria de los recuentos se encuentran en la region comprendida entre 0 y 500
UFC/cm? y/o UFC/superficie muestreada. La dispersion de los datos antes y después del
PLD es muy evidente, ya que el valor minimo es cero y el valor maximo es de 2 400

UFC/cm? y/o UFC/superficie muestreada.
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Grafico 2. Histograma para E. coli antes y después del PLD.
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Interpretacion: En el histograma para E. coli se puede observar los recuentos
microbioldgicos a los cuales los denominamos datos asimétricos a la izquierda, debido a
gue la mayoria de los recuentos se encuentran en la regiébn comprendida entre 0 y 2
UFC/cm? y/o UFC/superficie muestreada. La dispersion de los datos antes y después del
PLD es evidente, ya que el valor minimo es 0 y el valor maximo es de 10 UFC/cm? y/o

UFC/superficie muestreada.

Los histogramas solo nos permiten evidenciar la dispersion de los recuentos
microbiol6gicos, por lo tanto, para poder comparar las poblaciones bacterianas tanto de
coliformes totales como E. coli antes y después del PLD vy ratificar la aceptacion de la
hipotesis alterna, se utilizaron los diagramas de cajas y bigotes (box plots). Estos graficos
permiten verificar la dispersion de un conjunto de datos y compararlos en funcion de

variables, siendo dichas variables en este estudio la poblacion de coliformes totales y E.
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coli antes del PLD y la poblacién de coliformes totales y E. coli después del PLD (Pardo &
Ruiz, 2010).

Grafico 3. Diagrama de cajas y bigotes (box plots) para coliformes totales antes y después del

PLD.
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Interpretacion: En el diagrama de cajas y bigotes para coliformes totales se pudo observar
que antes del PLD los datos estadisticos presentan un valor minimo y maximo de 0y 2.400
UFC/cm? y/o UFC/superficie muestreada, respectivamente. El 50% de las colonias de
coliformes totales se encontré por debajo de 6,25 UFC/cm? y/o UFC/superficie muestreada.
Después del PLD se evidencié un valor minimo y maximo de 0 a 47,5 UFC/cm? y/o
UFC/superficie muestreada, que, en comparacion con la poblacién bacteriana antes del
PLD, se observo una disminucion significativa de la misma. El 75% de coliformes totales
después del PLD estuvo por debajo de 0,48 UFC/cm? y/o UFC/superficie muestreada,

demostrando asi la eficacia del desinfectante ACL 40.
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Grafico 4. Diagrama de cajas y bigotes (box plots) para E. coli antes y después del PLD.
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Interpretacion: En el diagrama de cajas y bigotes para E. coli se pudo observar que todos
los recuentos microbioldgicos antes del PLD presentaron un valor minimo y maximo de 0 a
10 UFC/cm? y/o UFC/superficie muestreada, en donde el 50% de los recuentos se
encontraron por debajo de 0,26 UFC/cm? y/o UFC/superficie muestreada. Después del PLD
se reporté ausencia en los recuentos, por ende, la eliminacién de la poblacién bacteriana.

Demostrando asi, la actividad microbicida del desinfectante ACL 40.

4 DISCUSION

Mediante la utilizacion de los gréaficos de cajas y bigotes (box plots) se demostro la
reduccion significativa de la poblacion de coliformes totales y la eliminacion de la poblacion
de E. coli, por ende, se pudo inferir sobre la accion microbicida del desinfectante ACL 40.
En cuanto a coliformes totales la mayoria de las superficies cumplieron con los requisitos

de la Norma Peruana, Resolucién ministerial 463; 2007. Sin embargo, ciertas superficies
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excedieron el valor sugerido en la misma, siendo las Sll las que mas contaminacion
bacteriana reportaron antes y después del PLD, lo que podria deberse a que fueron las de
mayor manipulacion por parte de los operarios. Si se compara con lo reportado por Yucta
en el afio 2012, quién en su estudio manifesté que la poblacién bacteriana puede
incrementarse por procesos de pasteurizacion deficientes, malas practicas de manufactura
y contaminacién cruzada, factores que alteran significativamente la calidad microbiol6gica
de las superficies en contacto con el alimento, se podria justificar la presencia de las
bacterias coliformes totales en las superficies analizadas antes del PLD. Ademas, el escaso
aseo y vestimenta inadecuada de los operarios, son considerados los factores mas
significativos en el incremento de la contaminacidn microbiol6gica en el &rea de produccion

de alimentos como lo menciona el estudio realizado por Galarza en el afio 2010.

No obstante, Salas en el afio 2007, indic6 que existen microorganismos con grandes
capacidades de adherirse a las superficies y son capaces de desarrollar biofiims a
temperatura ambiente por falta de limpieza regular y adecuada. De igual manera, mencioné
que la falta de higiene en los equipos de procesado hace que estos sean focos de
contaminacién potencialmente peligrosos, siendo la carga bacteriana incluso mayor a la de

la materia prima.

Herraez en el afio 2016 realizd un estudio en el que destaca la accion bactericida de un
compuesto clorado frente a cepas de E.coli y coliformes totales, se observé que este
producto es eficaz frente a estos microorganismos en todas las concentraciones y tiempos
utilizados, en comparacion con este estudio la accion bactericida del desinfectante ACL 40
frente a las mismas bacterias, se puede decir que ambos resultan igual de eficaces
usandolos en las concentraciones y tiempos idicados por el fabricante (Jiménez Herraez,
2016).

Bedoya & Corredor en el afio 2013, validaron la accién microbicida de 4 desinfectantes
frente a E. coli, entre ellos un agente quimico cuya composicién quimica era el hipoclorito
de sodio. Dicho desinfectante clorado se utilizo a diferentes concentraciones y tiempos, el
cual presento un excelente comportamiento a la concentracion recomendada de 6,25%
durante 10 minutos de exposicidn logrando eliminar totalmente a este microorganismo, al
igual que el desinfectante ACL 40 al ser utilizado a una concentracién de 5% durante 30

minutos de exposicion. Ademas, mencionaron que los desinfectantes clorados poseen un
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espectro de accion muy amplio para bacterias Gram-positivas y Gram-negativas, incluso

presentan actividad esporocida (Bedoya Salcedo & Corredor Barrera, 2013).

Ademas, Uriarte en el afio 2012, comento que las soluciones de hipoclorito de sodio al 2%
y al 5% son liberadores de cloro que suministran una efectividad extremadamente alta a
todo tipo de microorganismos incluido E. coli. Sin embargo, esta actividad en presencia de
materia organica disminuye considerablemente. Asi como también, evalud el efecto de este
desinfectante a concentraciones de 200, 500 y 800 ppm presentando una inhibicién del
100% para este microorganismo. En cambio, Vélez y colaboradores en el afio 2016,
mencionaron que para contrarrestar el crecimiento y producir la eliminacién de cepas de E.
coli, los desinfectantes clorados deberian utilizarse a concentraciones iguales o superiores

al 5% por un tiempo de exposicion minimo de 20 minutos (Uriarte, 2012).

Por ultimo, es fundamental que las industrias alimentarias garanticen la inocuidad de sus
productos al prevenir la aparicién de brotes de ETAs (Enfermedades trasmitidas por los
alimentos), mediante la implementacion de sistemas de gestién de calidad como es el caso
de las Buenas Préacticas Agricolas (BPA), Buenas Practicas de Manufactura (BPM),
Procedimientos Operativos Estandarizados de Saneamiento (POES) y Sistema de Andlisis
de Peligros y Puntos Criticos de Control (HACCP). La perfecta armonia entre estos
programas asegura la calidad e inocuidad en la produccién de los alimentos, generando
satisfaccion en los consumidores y aumentado el prestigio de las empresas procesadoras
de alimentos. Las mismas que podrian competir a nivel nacional e internacional, en donde
los estandares de calidad son muy rigurosos (Organizacién de las Naciones Unidas para la
Alimentacion y la Agricultura FAO, 2016; Galarza, 2010; Yucta, 2012).

5 CONCLUSIONES

En este trabajo de titulacién se evalué la eficacia del desinfectante ACL 40 utilizado a una
concentracion del 5% durante un tiempo de exposicién de 30 minutos en las superficies
inertes regulares e irregulares el area de produccion de la empresa “NewlLac”, el cual resulto
eficaz, debido a que redujo significativamente la poblacién de coliformes totales y eliminé

la poblacién de E. coli.
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La hipotesis alterna propuesta en este trabajo de investigacion es aceptada, ya que las
poblaciones bacterianas en estudio fueron menores después del PLD. Situacién que se
evidencio mediante el andlisis estadistico y los gréficos de cajas y bigotes (box plots).

Después de la desinfeccion con ACL 40 en el caso de coliformes totales la mayoria de
superficies inertes cumplian con los requisitos de la Norma Peruana, Resolucion ministerial
463; 2007, a excepcién de ciertas superficies, la cuales excedian el valor de la misma. En
el caso de E. coli, todos los recuentos microbiol6gicos reportaron ausencia de este
microorganismo en todas las superficies inertes en estudio, cumpliendo asi con la

normativa, la cual exige la ausencia del microorganismo en cuestion.

Esta investigacion proporciono, ademas, un respaldo de la accion bactericida del
desinfectante ACL 40, garantizando de tal modo el cumplimiento del POES (Procedimientos
Operativos Estandarizados de Saneamiento) de limpieza y desinfeccion.

6 RECOMENDACIONES

A partir de este trabajo de titulacién se recomienda que el procedimiento de limpieza y
desinfeccion sea controlado y verificado constantemente y exhaustivamente en todas las

etapas de produccién de los alimentos.

Considerando que la inocuidad del producto final depende de la calidad microbiolégica de
las superficies en contacto con el alimento en todas las etapas de elaboracién de los
mismos, se podria sugerir también la evaluaciébn de la eficacia antimicrobiana del
desinfectante ACL 40 frente a otros microorganismos patdgenos, tales como, Salmonella

sp., Listeria monocytogenes, y Vibrio cholerae.

Se aconseja también a la empresa “New Lac”, que en futuros estudios se podria plantear
el andlisis de la concentracion 6ptima de uso del desinfectante ACL 40. Ya que, como se
menciond antes esta solucion posee una gran actividad microbicida a una concentracion de
5% durante un tiempo de exposicion de 30 minutos. Por lo que, al determinar la eficacia a
menores concentraciones y en menor tiempo de contacto, se podria disminuir la cantidad
de desinfectante y el tiempo de labor en cada proceso de desinfeccion, lo que demostraria

ser beneficioso para la empresa debido al ahorro de recursos econémicos.
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Finalmente, se podria sugerir también la utilizacion de otro desinfectante sugerido para el
uso en industrias alimenticias y la alternancia con el uso de ACL 40, o en su defecto el
cambio de desinfectante, ya que el mismo contiene cloro en su composicion, y la literatura
hace hincapié, que tanto detergentes como desinfectantes clorados son considerados
productos téxicos de mediana gravedad. Por lo tanto, el cambio por desinfectantes con
acido peracético o sales de amonio cuaternario es ideal, ya que su nivel de toxicidad es
minimo. El espectro de accién es igual y su utilizacién a nivel de industrias alimentarias es
amplio, y la alternancia en el uso de los mismos es fundamental para evitar la generacién

de resistencia bacteriana.
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8. ANEXOS
Anexo 1. Ficha Técnica ACL 40.

DIVERSQUIM 5.A.

DESCRIPCION

ACTAD es un defergente desmiectanies espumants alcaling clorado para la limpisza diama v
usos periodicos en las industrias de alimentos.

APLICACIONES

ACTAD es ufilizado para limpieza v desinfeccion general en las industrias de alimentos,
desmanche de latew de banamo, limpisza de eguipos, superficies, enme oTos WSO,

CARACTERISTICAS Y BENEFICTOS

ACLAD contiens uma mezcla de dlcalis, hipoclorito de sodio v tensoactives que le permiten
uma @Apida v efectiva remocion v impieza  de las superficies donde se aplica.

S accion come desmanchador wa en conjunte con uma accion desoderizants, recomendado

para limpiar bandas transpertadoras que conducen alimentos: vegetales, camicos, pescados,
MATSC0Ss ¥ CONSEIVAL.

INSTREUCCIONES DE TS0

ACLA0 pusde aplicarse coo sistemras de desificacion mutomatica o mamaal TUtlice a una
dilurion emrs 2.0 — 100 % v, a maximo 50°C, durante 10 — 30 mimares, dependisndo del
tipa v prade de suciedad

Aplicacion come des manchader:

Seleccione los equipos, bandas ¥ artculos a desmanchar,

Humecie la superficie a impiar.

Aplique ACL A0, 5 &5 1a primera ver utilicelo completamente puro, remoje las areas
v mantengs humectado por 15 a 20 pnmrios, en manchas severas o misnsas rsalice
uma cepillada para ayodar a la remocion de la mancha

# [En las signienies aplicacionss se puede irabajar con Ciluciones 1:1.

# Luego enjuagie Con 25ua A presion.

L

Recomendacion: Fepita esta operacion semanalmente, para mantener limpios los equipos
de procesamiento da alimentos v las bandas wansportadoras.

Aiarma 2018
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DIVERSQUIM S.A.

PROPIEDADES FISICO-QUIMICAS

Aspecto: Lignide Viscoso Transparente

Colar: Amarillents

Oar: A Clora

Gravedad Espectfica 25°C: 1.03 - 1.13

pH Sal 1% 25°C: 11.0—12.0

&% Cloro Dispomible: 350 — 430

Visc. 255C, 60 rpm. spindle 7 62 Mimima 250 cps

PEECAUCTIONES

Producto comrosive. Mo mezcle con productos acidos. Evite contacto con bos ojos, muacosa o
piel En caso de conmcio enjuapue oon abundante agoa duranie 15 minasos. Maniener fuera
del akance de los nikos. Anies de usar ] products lea atentaments =1 Hoja de Seguridad.

ALMACENAMIENTO

Mantener en el emvase omipinal en ambiemte seco. Ewvitar femperatoras exiemas y

exposicion a la haz solar.
Apilamiente macme 2 bidones.

PRESENTACTION

Bidon = 20 Ez.
Tanguoe % 120 Eg

Diversguirm S.A.

RULC Mo, 9S0F4ET i1

Gurwsg iz Kmo 14,5 Wis Daule, calles Bronoe Sactar B Lois 2L AiarEa 3010
Talf.- (591) O4-21E283F § 0&4-2183L40

Cuita: Quimis: m'n ¥ TnEs Hoga Oridx

Tal.- (53915 O2-2ETADED { 03-IEPETEL: Fax- 02-I8TBGET
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PRODUCTOS LACTEOS SAN FERNANDO NEW LAC
GAVILANES PACHECO DIEGO MARTIN
RUC: 0102821519001
SAN FERNANDO - ECUADOR

San Femando, 08 de julio de 2019

Yo, GAVILANES PACHECO DIEGO MARTIN, portador de la cédula de ciudadania No. 0102821519,
en mi calidad de gerente de la organizacién denominada: PRODUCTOS LACTEOS SAN
FERNANDO NEW LAC, con Registro Unico de Contribuyentes (RUC): 0102821519001, a peticion
verbal de la parte interesada:

AUTORIZO

A los sefiores GAVILANES RODAS JUAN DIEGO con CEDULA DE CIUDADANIA (C.l.) No.
0104878400 y VASQUEZ PERALTA SERGIO ESTEBAN con CEDULA DE CIUDADANIA (C.I.) No.
0105954903 estudiantes de la UNIVERSIDAD DE CUENCA a realizar el trabajo de titulacién
denominado “EVALUACION DE LA EFECTIVIDAD DEL DESINFECTANTE LIQUIDO ALCALINO
CLORADO (ACL 40) FRENTE A COLIFORMES TOTALES Y E.COL/ EN LAS SUPERFICIES EN
CONTACTO CON EL ALIMENTO EN EL AREA DE PRODUCCION DE LA EMPRESA NEW LAC”

Atentamente,

VY2 2 il
T A A S
Sr-Martin Gavilanes Pacheco
C.l. 0102821519
Telf. 0999618637

Dir.: Jesus Arriaga 7-7 y Camino a Tapra / Cel.: 0999618637 / mail: martingavilanes_20@hotmail.com

San Fernando - Ecuador
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Anexo 3. “Guia Técnica para el Analisis Microbiolégico de Superficies en contacto con
Alimentos y Bebidas”.
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GUlA TECHICA PARA EL ANALISIS MICROBIOLOGICO DE SUPERFICIES
EN CONTACTO COM ALIMENTOS Y BEBIDAS

1. Finalidad

La presente Gula Tecnica tiene por finalidad contribur 3 asegurar la caldad saniaria
Indispensabie en la fabrcacion, elaboracion y expendlo de alimenios y bebldas destinados al
cONSUMD humano y a la implementacien del Sistema de Analisis de Pelignos ¥ de Punios
Criicos de Conbrol (HACCP: Hazard Analysls and Critical Control Points).

2. Objetivos

2.1.  Uniformizar los procedmientos que 5& deben aplcar en la selecclon, 1oma de mueshas
¥ para los anallsks microblobdgicos de superdses vivas & Inerss.

2.2 Establecer los imites microbtiolkbgicos para evaluar las cordiciones higienlcas sanlanas
de |35 superfides vivas e Inertes que entran en coniacio con hos almenos y bedldas.

23  Proporcionar 3 3 Autoridad Sanitaria un Instremento para evaluar la efectvidad de los
Programas de Higkens y Saneamientn [PHS) y de Buenas Practicas de Higiene en I3
rTIEHlPI.Iml:ﬂ de s almenios.

3 Ambito de aplicacion

La presente Gula Teonlca es de obilgatorno cumplimienio en todo &l termtorks nacional, para
efecios de vigllancla y control sanitasno por parte oe I3 Aulorikdad Sanltara, segon el ambito de
s competenda. Asimismo, la presenie Guila Técnica poda ser wilizada referencalments par
personas naturales o personas |uridicas en las operackones de comirol sanltafo que reallcen.

4. Frocedimientos a estandarizar
La presemie Gula Téagnica eslandariza log procedimienios paa & sslecoidn, loma de muesiras
y anallsis microbloltgicos; y establece kos imites microbloltgicos para superiicies que estan en
coniacio o reladdn direcia con los allmerics.

3. Definiciones Operativas

Analizis microblolégics: Procedimisnin gue 52 Sigus para detsrminar la presencla,
identificacion, y cantidad ds microorganismos pabkgencs e Indicadores de contaminacion en
una muSstra.

Calidad sanitarla: S5 el conunic de reguisios microbiologicos, Mslco-quimicos ¥
organoiapiicos qus debe cumplr un allmenio para ser consklerado Inocwo ¥ apto para =l
CONSUMD NUMmano.

Limltes microblokdglicos: Son los valones pemmisibles de MICTOOrg@anismos presentss en una
muestra, que Indican 1a aceptabilidad higiénico sanitaria de una supericie.

Gal refrigerants: Producio acumulador de frio, de descongelamiento retardaso, no baxico, no
comestble y reutiizanle que 52 emplea para mankenar la cadena de frio

Hisopo: Instrumenio que f2ns un extremo recubleno @2 aligoden o de rayon eshérl gque se
utliza humedecido con solucion diluyente para faclitar 13 recuperackon bacierana, en el
muestres de superficies.

Manlpulador @8 allmenbos: Toda persona Que a Faves de sUS manos 1oma contacio directo
con allmentos envasados o No envasados, equipos ¥ wensilios ulliizados para su elaboracion ¥
preparacion o con superficles que estan en conlacio con ks almentos.
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Paligro: Agents bloltgico, quimico o flskeo presents en un allmenis o superiice que =513 n
contacta con bos aimentos § que pueden oC3SIONar un efecto Nocivo para 13 salud

Riesgo: Probabilidad de gue ocurma un efecto nocivo para la sald y 1a gravedad de dicho
efecin, COMo CONGECUEntla o2 un peligro o peligros en o5 almenios, ocaslonado por &l
contacto con supericies wivas (manipulacion) o Ineries contaminadas.

Supsricles Insrtas: Son iodas las partes extemas wo Intemas de los utensllios gue esian 2n
contacto con los allmenios, por ajlempio eguipcs, moolliana, vajllla, cublertcs, tabia de picar,
atc.

Supsficles vivas: Las pariss exlemas o=l clUSpo hWmano que entran en contacto con =l
aquipo, wenslics v almentos Suranie sU preparacion y cONSUMd. Para efecios de |3 presente
Guld 52 considera a las manas con o sin guantes del manipuiador ge almentos.

Vigliancia sanitaria: Conjurio e acividades de obsenvacikin y evaliacon que realiza la
Auboridad Sankarla sobre las condiclones sanitarias de I35 supericies que estan en contacto

icon kos almenbos y Debldas, =n prodeccion de la salud de los corEsumkdones.

. Conceptos Basicos

&1, Operaciones en camps

L= DDEfasionsSe SN CIMpD s0n aquellas que s2 realizan en & ssiabledmiemto donde s=
procesan, elaboran, a@macenan, frAcoionan o expendsen almenios ¥ bebidas, ssa fabaca,
almacan, ssnvicdos de alimentas, qUicssD, pUssio, comedor, U oo,

Comprende las sigulentes operadionas consecutivas, reallzadas por personal capacitado en la
matena:

a. Procedmienio para la selecdon de la muesia.

b. Seleccion osl mebodo de muesimeo

¢. Procedmienio para 1a ioma oe mussira.

B2  Operaciones analiticas
Las operadionss analiicas son aguellas que se realzan en un laboratorio destinado
acondicionado para el conirol de 13 caldad sanitaria e Iinoculdad de los almenios y bedldas.

Comgprende 35 siguientes operadionss consecutivas, reallzadas por personal capacitado en la

maiera:
a. Deterninacien oe los ensayos Microbiokgicos.
b. Procedmienio de analsis MICToHOgICoS.
¢ Cakculo y expresion de resutasos.
d. Interpretacion de resWtados de 3CUSTT0 3 10§ IIMites microbl piogicos.

7. Consideraciones Especificas: Operaciones en Campo

T.4. Procedimiento para la seleccién de la muestra

£l procedimienta para selectionar 35 muesiras, debe estar en funcion de kos Nesgos sanianos
reacionados a las diferenies el@pas de A cadena almentana, sea la de fabncadon, @ de
slaboracion yo sxpsndio.

Enm fabricas de allmentos y babldas

a) Supsrficles Insrtas
Se seleccionaran aquellas que eslan o tendran contacio direcio con os allmenios gue
nd SErAn someldos 3 un procesD leMmikco posterion U o que disminwya la caga
mikIobiana.
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b) Superficies vivas
Se selaccipnaran a los manipuladores de almenios, con o Sin guantes, gue estén en
cont@cto direcio con los alimentoss que no S=ran somMetidos 3 un proceso bammico
posterior u otro tratamienio que dimingya 13 canga microolana.

En establecimlentos de slaboraclon y expendlo

a) Supsarficles Inertas
Se seleccionaran aquellas superficles gue estan en contacto con los almentos
gestinados al consumo direcio, como utensliios, vajlla, supeicies de corte, menaje,
equipos, entre ofros.

b) Superficies vivas
Se saleccionaran las manos de ks manipuladores, con o sin guantes, que estén en
contacto con los allmentos destinados al consumo drecho.

T2, Scleccion del metodos de muesireo
L3 ssleccion ded método de muesineo debs astar en funckin de las caracieristicas de= a3

ELDeicie 3 muesTaar.

METODD DE

MUEETRED SUPERFICIES & MUESTREAR

Sa ullza para supericles Inertes regulanss @ imegulares, tales

Metodo gl | COM9 13013 de picar, bandejss, mesas de waoao, utensilice,

cuchillas de equipos, cortadora de embutisos, cortadora de pan

Hisopo ge moide, TAjaE TANSpOrAtoras, 10ivas, MEZGador3s, pIsos,
paredes ¥ OW0s.

Método dela | E] método oe I3 esponja se ubliza preferentements para
Esponija milssirear superficles o mayor area.

Método del S ufliza para superficies Wivas (manos) ¥y para objetos
Enjuagus pequefics o para & mussiren o supericles Interores de
envases, botellas, bolsas oo plastoo, elo.

T.3. Procedimiento para la torma de mueestra
7.31. Metodo del hisopo

a) Descrpcion:
Consiste en frotar con uwn hisopo esterdl previamente humededdo en una solucian
diluyenie, &l area determinada en & muesreo.

bj Materlalas:

o Hisopos de algodan u oiro material eguivalents, de lango aproximado de 12 om.

o Tubd de EnsayD Ccon 1.313 rermetica conteniendo 10 mL de solucken lﬂll.l'ﬁ'E-I'TtE
estérll. Se agregara una soiucion diluyente con neutralzante como atemativa (Wer
Anaxo 1.

o Plantlla estérl, con un area ablerta en @ centro ge 100 om® (10cm x 10cm) o
altematvamente, piangila esierll, con un area ablerta en el centro g8 25 em’ (5 cm x
5 cm).

o Guanies descariables de P'l'II'I'E-I' (=2l

o Protector de cabello.
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Mascarillas descarabkes.
Plumon marcagor indeleble {para vidio).
Caja termica.

refrigeraniss.

) P efilml snto:

1. Colocar 13 plantiia {10em ¥ 10cm) 5080 |3 supemicle 3 muestrear.

2. Humedecer 2l Risopos en i@ souciin divyenie v presionar Bgerament2 en la pared
ded T con wn mowimismio de rofacion para quitar &l excesn de Souchan.

3. Con el hisopr Inclinado en un anguio de 30°, frotar 4 veces la superice delmitada
por la plangila, cada una en direcclon opuesia a I3 anterior. Asegurar 2| hisopado en
toda I3 supericie.

4. En & caso ge ulilzar |3 planilla de Scm x Sem, repetir esta operaciin 3 vaces mas,
2 lugares diferenies de 13 misma superics, para ootener 100 om'.

5. Colocar el hisopo en & tubo con |3 solucion diuyente, quebrando la parie del sopo
que estuvs en contacio con kos dedos gel muestreador, 13 cual debe sar sliminada.

6. Para supamces mequiares, en & caso de wenslios, 52 repetird la operacion con 3
ubensllios mas (iofal 4 como maximo), con & miEme hisopo, considarando & ansa
que e5t3 en contacto con & allmento o con 13 boca.

7. Sl mo 52 boman 38 & mussiras, se debe anodar en la Ficha de Toma de Muestra.

oDooDD

] Conssrvacion y Transporis de la muastra
Las muesiras 52 colocaran en un contensdor isotémico con gel refrigeranis, & cual e
distibulra wniformements en 13 base y en 05 laterales, para asegurar que [a
temperatura del contenedor no s2a mayor de 10°C, a In ge asegurar [a vida il de Ia
muestra hasta su legada al laboratorio. El tempo de transporte entre 3 oma de
musstTa y la recepolon en el laboratono estard en fundion esricia de dicha lEmperatura,
na dediento excader |as 24 horas y excepclonaiments las 26 horas.

S deberd regisinar la temperabura del comtenedor al colocar las mussiras ¥ a la legada
al laboratorko con la Mnalldad de asegurar gue 135 mismEs hayan skdo ransporiadas ala
temperatura Indicada. Las temperaturas supsriores 3 10°C Invaldan |a mueestra para su
anailsls.

7.3.2. Método de la esponja

a) Descripekon:
Conslste en frotar con wna esponja estérll, previamente humedeckda en una solucion
diuyents, & area determinada en 2l muesireo.

b}  Materiales:
o ESponia esterl de polluretans o de celulosa, de Sem x 5 am.

Plantiia esténll, con un area en el cenbro de 100 em® {10 cm x 10 cm).

Frascos con t3pa rosca de 250 ml de capacidad, con 100 mi de soluckin diuyente

eEbarl.

Pinzas esterlles.

Boisas de polletiana de pmer Uso.

Guani=s descarizoles de primer wso.

Protector de cabello.

Mascarniilas descartabies.

Plumon marcador indaleble {para vidrio).

Caja temmica.

Refrigeranios.

) Prriosc sl & it
1. Retirar la esponja de su enwvoltura con la pinza esiedl o con guantes descartables o
Dlen Usar una boksa de primer u=a, Invertiia 3 manera oe guante.
2. Humedecerla espon|a con |a solucian diluyenie estédl (aproximadamesnte 10 mL)

oo

CoooDoDoDDD
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3. En condiciones asépticas frotar vigorosaments &l area @ musstrear. En & caso de
supsrficles regulares, frotar & area delmitada por 13 plantllla ¥ en |38 supercies
ireguiares (cichilas, equipos, utensilos, eic), fotar abarcando la mayor cantidad
de supericie.

4. Colocar la esponja en el frasco con el resio de la soluclon diuyents o
altematvamente colocar Ia  esponja con la Muesta en una boisa de plastico de
primer uso.

5. Para e caso especico de utensilios s debera repetlr la operacien con 3 uwiensllos
mas [iotal 4 como maximo), con | misma esponja, consklerando el area que esta
en conact con & almenio o con I3 boca.

6. Las tazas, copas o wasos 58 muestnearan 2 a 3 om alrededor del borde por dentno ¥
por feera.

d) Consarvacken y Transporte ds ka musaira
Las Muesiras se cokcaran en un conisnador lsotémmico con gel refigerants, & cual se
distrisuira uniformementa 2n 13 base y en Ios |3leraies, para asegurar que |a emperata
del contenedor no 583 mayor g2 10°C, a fin de asegurar la wida 11 de la muestra hasta
su llegada al laboratoro. El tempo e Fansporte entre 1a toma de muestra y la recepoion
en 2l laoraiono estara en funsEon esTicta de dicha temperahea, no deliendo exncager
I35 24 horas y excepcionalmenie (36 35 horas.

Se gebera reglsirar I3 temperatura del contenedor al colocar I35 MUEsras v a la lliegada
al laboratoro con la inalidad de asegurar que las mismas hayan sido ransportadas a la
Emperatura Indicada. Las iemperaturas superiores a 10 *C invaldan Ia muesia para su
analksis.

7.3.3. Método del enjuague

g Descripclon:
Dependiendo de la muestra, ef método consiste en reallzar un enjuague [botellas,
frascos, utensilios, simiares) o Inmersion (manos, objetos paquefios) en una soiucion
diluyente.

b) Materkales:

= Frascos con [@pa heimeética de boca ancha de 250 mlL de capacidad, con 100 mL de
souckn diryenie asbaml.

= Bolsas de poletiena de primer 1=so.

o PInE3as estérles.

o GUartes Sescarables oe primer uso.

= Protechor de cabelo.

= Mascanllas descarianles.

o Plumon mancador Indelenle (para vidria).

o C3j3 temica

= Refngeranies.

c] Procadimisnto:

Fara manos

1. Vaclar el diuyents el frasco (100 mL) en wna bolsa plastica de primer uso.

7. Imbodudr I35 manos 3 muesrear hasta la altura de la mufeca.

3. Solichar al manipuiador que realice wn frotado de los dedos y particulamments
alregedor ¢e las ufias ¥ I3 PElIT'IE de 3 mang, adicionaimante 2 mussreador
debera reallzar la misma operacion a raves de las paretes de I3 bolsa, duranie un
(D1) minuio aproximatamante.

4. LI.E?:IEEI'E-'I:.E”SEME-EI’@I’EEEH|HUWE|"E&WGEEMLH3|E|III‘-EE}'
&5ia 58 CODCE en 0ira bolsa para Que esle s2gura; en este caso, I3 Doisa gue =2
utiica debe sar estedl.
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Para reciplentes [frascos, |amas, Dinos)

1.  Waclar en el reciplieniz 3 mussirear una pare d2 13 solucldn estenl (frasco con 100
mL} y aghar Wigarosamanie.

2. Regresar la soluclon a su fraseo onginal.

3. Cemar hemmelcamente el Taseo para su fraslado.

Para objstos pequefos |plarss fe equipos, oiros)
1. Se Imfmduce Indvidualments cada cbjpbo en & &3sco o bolsa con 13 solucién

et y agitar vigorssaments.
2. Lw=go con una pinza esterl, retrar el cojeo pequefio del rasco o bolsa

3. Sl = muesirea ma&s de un obleto pequefia d= lgual naluraisza, s= debe
considerar esto en & calouio de resuliados & fn de evitar repories Inexachss.

dj Conssrvaclon y Transporis da la musstra
Las muesiras s2 colecarsn en un cont2nedor Eotérmmico con gel refrigeranis, &l cual s
dsifbulrd uniformements en 13 base y en s laterales, para asegurar gque a
temperatura gel conlenedor no 583 mayor @2 10°C, 3 In de asegurar la vida ofll de 13
muestra hasta su legada @ laboratori. El bempo e bansporte enire 3 foma e
muasira y 13 recepoian en &l laboratono estara en funcidn esiricta de dicha temperaiura,
no desienoo excader |as 24 horas y excepclonaments las 36 horas.

Sa delbera registrar 13 temperabura del conienedor al colooar [as MUSstras v a la legata
al labarataria con I3 inalldad de asegurar gue [3s mismas hayan sdo ransportadas 3 la
temperatura Indizada Las bemper@auras superiones 3 10°C Invaldan la mussta para sy
analsls.

B. Consideraciones Especificas: Operaciones Analiticas
B.1. Seleccidn de ensayos

Los ensayos a reallzar seran segin = tipo $2 superids que ha sida mussireada.

EHSAYDS SUFERFICIES WIVAS SUPERFICIES IMERTES
Indicadanas da Collformas totales Collformes tofalas
Higleng

Sm@phylocoCcUs FUMBDS [ —

(") En & caso o2 supericies el 5. sureus eE cOnEMerato un Indicador de higiens ya
que 13 toxina es gensrada en & almento.

Sa conslierara la bisqueda de patdgencs tales comoc Salmaneala sp., Listera sp.,
Vo choderas, en caso signiiquen un pelgno para &l proceso. Pam la detecoion oe
patsgencs 52 debera fomar una muesta difersnte (G2 13 misma supsricle] a la
muasireada para Indicadorss de higlene.

I.2. Procedimiento para el control microbioldgico con aplicacidn del método
del hisopo

Procadimianto de anallsls microblclégloos

TEa por M&odos rApdos o convenclonales, ok ensayos microbloidgicos s2 reallzarsn
ullizardo matodas nomallzados por arganismos INlemadonaks como I3 organizackn
Intemadional para la Esiandaizasian (130 Intemacional  Organlzation  for
Standarclzation), Melodos COfidalkes de2 Analkels de 13 Asoclacién Inigmacional de
Quimlcos Analitcos Oficdalkes (ACAC: OMclal Methoeds of Analysls of the Assodation of
CMclal Analytical Chemists Intemational), Adminlsiacidn d2 Allmenios y Crogashianweal
Analice Bacieriohdglco (FOABAM: Food and Dy AdminisbratonEacterolkgical
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Analytical Marwal), Comision Infemacional oe Especificaciones Microbipiogicas para
Almentos (ICMSF: Intemacional Comission on Mirobioiogical Specifications for Foods),
ASDCiaciin AMenicana para la Salud Publica § Compendio de Metodos para & Analisis
Microblologico de Allmertos [APHA/CMMEF: Amercan Public Healh Association |
Compendium of Methods for the Microsiological Examination of Foods), entre oinos;
utlizando 13 tecnikca de recuento en placa.

Calculo y axpreslon de resuliados

a) Calculo
Para superficles regulares: & nimem de colonias ootenidas (UTs) se muitiplicara por &
tactor de dilucion y por el volumen de solucion diluyente utiizada en & muesieo (10 mi)
¥ s€ dividira entre o area de la superficle hiscpada o muestreada {100 cm’).

Para superficles Imegulares: & nimen de colonlas obbenido (W) se muRiplicara por =l
factor e diuckin y por & volumen de |3 solucion diuyente usada.

I¥] Expreskin de resultados
LoE reswitados 52 exnresaran: )
- Para supsrficles reguiares enc wlz § om™
- Para superficies Imegulares anc ufe! superfics muesieada (g, cuchllla o2 lcuadora,
cuchara, etc). Se debera expresar [ cantigas de superficles muestreadas. (o). Wi 4
CLCharas).

¢}  Interpretacion e resuttzdos de scusrdo a los limites microblologlcos

SUPERFICIES INERTES
METODD
HISOPO superncle Regular superficle Imeguiar
Limits de Limits de Limits
ENSAYO | Detaccian | DI PeTmisible | e tion del Pemisible
sl Matoso ] Matooe *
=0 unc! PR N
':‘“'I "'“'I s | <niutesem’ | < 1uiciom? superficie superlicie
muesreada mussTesda
[} [}
TR | BT | s | e
Patogenc e e : superficie supernicie
rg:"g_:geﬁa "-"'EE"E?,',? B om muesireads muesraada

{*) En las operaciones analiticas, estos valores son Indicadones o2 ausancla.
"} Indicar gl arsa muesineada, |3 cual debe ser mayor o lgual 3 100 om’.

Procedimiento para el control microbiolégico con aplicacion del método de
la esponja

Procedimlents da anallals microbbokiglco

Se3 por mebodass Apidos o convencionales, los enE3yos MkFobloiagicos s& realzaran
wiEzando> melpdos noamallzados por angankemos Internackonales como la IS0, ADAT,
FOABAM, ICMSF, APHACMMEF, enire oiros. willizando 1@ teenica de recuenio en

placa.
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Calculs y sxpraglon de resultados

a) Calculo
Fara supedficles regulanss: &l nimern de colonlas obtanidas (Uic) 52 muiSplicara por 2l
factor de diucion y por ef volumen de solwcion diuyente utlizada en & muestreo (100
mL} ¥ 52 dividira entre el area de |a superficle muesieada (100 cm’).

Para superficies Imeguiares: el nimaro de colonlas obtenido {ufc) se muRiplica por &l
factor de diuckin y por & voiumen de solucion diuyerts utliizado en & muesteo (100
mL} y 5& divide enire las 4 superficles muestreadas (] cuchilas de Ncuadoras,
LRenslhes comd Cucharas, wasos, Etl:]

L1]] Expreslin os rasuttsdog
Los resuliados 58 EXOISsaran i
- Para superficies regulares: uie o’
- Fara superflicles ITequiarss: Ut supemcie musstreada (el cuchila de Nousdora,

cublerto, e4c).
) INtGMPratacion de reaulatos de aCUBrde 3 lod limitea microblologlcos
SUPERFICIES INERTES
METODO
EaPOMIA Supercle Regular Suparmcie Iregular
Limilte da Limte Limits de
ENSAYO | Deteccion Farmizibie Deteccion del | LIMIE ":?""“"““’“
del Matodo i1 Metodo
=25 W] :
) <25 ufc )
Cofiformes | <tufc/cm® | <1 ufc/om’ uperce supesficie
totale l:.". N ada MSETeata [*)
F:.IE-EI'I":‘H I .:uLﬁn::la. . ncla | . oia
Patogeno Lperficie Mice EUperide sUpeicie
TUESTEAda | MUSSERAdA SN | myectreada muestreada
en o’ [++7) g {44}

(") Enlas operadonss anallicas, es10s valores 5on Indicadones e ausencla.
(™) Para 4 utensllios.

"1 Indicar & area muesineada, |a cual debe 581 mayor o lgual a 100 o

&.4. Procedimiento para el control microbiclogice con aplicacion del método

del enjuague

Procedimisnte de anallals microblokiglco

Sa3 por metodos raphdos o convenclonales, K05 ensayos micobloidgicos s& realzaran
wiizando metodos normallzados por organksmos Intermacionales como 13 150, ADRC,
FOAMBAM, ICMEF, APHACMMEF, entre ofmos; wllizando 3 téonica de recusnio en

placa.
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Calculo ¥ sapreskin e resultados

Calculo
Pama superficies vivas: & nomero de colonlas obienklas (ufc) 58 multipicara por el
factor de dilucion ¥ por &l volumen de solucion diuyente utiizada en & muesires (100
mL}.

Fam objetos pequefios 0 pam & muestreo e supericles Intenorss de envases,
boiel=as, Dolsas o= plasico, enire obros, = momere e colonlas obienido [(ufc) ==
muitiplica por el factor de diucion ¥ por &l volumen de soludion diuyente ubilizado en el
musstnes (100 mL) y s divide entre |as 4 superices muesieadas (&) envases, bolsas

de plastico]).

Expreslin de resuliados

Lo resullados & eXpresaran:
- Para supefcies vivas: e manos.
- Para superficles Imtemas: uie supefcle muestTeada (8. envases, boisas de plasico,

et

Interpretacion oe resultados de acwsrdo a kos Bmiltes microbloddgloos

SUPERFICIES
METODD
EMJUACUE Vivas Pequesfias o Intsmas
Limits de Limilta de
Limilba Limite
ENSAYD Debaccion Permilaibe {* DesrbacCion Parm
dal Matodo ) del Metodo i=dble ()
= 25 ufcf = X5 o §
Colformies = 100 uic ¢ = 100 wic / EUp=rTicke Superice
totales IMianoes manos muesreana mussireada
=) **]
Smaphylcoccys | = 100w/ = 100 iz ! _ _
SLArBLIS Manoes manos
, Ausencia | ALEENCEA T
Patageno m’?; ! ﬁgﬁa.‘ superficie supericie
man muesineada mugsireada

("*) Para 4 utensiios.
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Anexo 4. Certificado de validacion del desinfectante liquido alcalino clorado ACL 40.

CERTIFICADO DE VALIDACION DE:

NOMBRE DEL PRODUCTO: ACL40

EMPRESA: LACTEOS SAN FERNANDO
DIRECCION: SAN FERNANDO - AZUAY
TIPO DE PRODUCCION: DERIVADOS LACTEQOS

APLICACION PRINCIPAL:  LIMPIEZA DE SUPERFICIES INERTES REGULARES E
IRREGULARES DE LA PLANTA.

AREA REGISTRO—-POES | OBSERBACION
PISOS EXTERIORES E LSF-003RMP | DOSIFICACION 5% DURANTE
INTERIORES LSF-004LPI 30 MINUTOS
LSF-007LC
LSF-008 OL
LSF-009LPI
LSF-010-LG
PAREDES DE LSF-003RMP DOSIFICACION 5% DURANTE
EMPLAZAMIENTO INTERNAS | LSF-004LPI 30 MINUTOS
Y EXTERNAS LSF-007LC
LSF-008 OL
LSF-009LPI | -
VENTANAS LSF-003RMP DOSIFICACION 5% DURANTE
LSF-004LPI 30 MINUTOS
BANOS LSF-003RMP DOSIFICACION 5% DURANTE
LSF-004LPI | 30 MINUTOS
MESONES LABORATORIO LSF-002LL DOSIFICACION 5% DURANTE
S 30 MINUTOS
CORTINAS LSF-005 LCF DOSIFICACION 5% DURANTE
= | 30 MINUTOS
CAMARA DE FRIO LSF-005 LCF | DOSIFICACION 5% DURANTE
o 30 MINUTOS
AREA RECOMENDADA: PISOS, PAREDES Y DEMAS SUPERFICIES.

COMPONENTE PRINCIPAL: HIPOCLORITO DE SODIO

DOSIFICACION: 5%
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TIEMPO DE ACCION: 30 MINUTOS - SEGUN RESULTADOS MICROBIOLOGICQS
FRECUENCIA: TODOS LOS DIAS
TIPO DE ACCION: BACTERICIDA

TEMPERATURA DE ACCION: NO MAYOR A 50 GRADOS

PRECAUSION: CORROSIVO (RESPETAR DOSIFICACION, EN CONTACTO
CON MATERIAL INOXIDABLE EN CONCENTRACIONES ALTAS PUEDE PRODUCIR
CORROCION - OXIDO).

PRESENTACION: BIDON DE 20 KILOS.

FORMA DE ALMACENAMIENTO: EVITAR TEMPERATURAS EXTREMAS, EXPOSICION A
LA LUZ SOLAR, MANTENER EN UN AMBIENTE SECO DENTRO DE SU ENVASE ORIGINAL.

TIEMPO RECOMENDADO DE USO: 6 MESES PARA EVITAR RESISTENCIA, SE
REALIZARA UN NUEVO ANALISIS MICROBIANQ DE LAS SUPERFICIES A SER TRATADAS.

VALIDADO POR: ING. CARLOS RODRIGUEZ

4

; SN
/ING. CARLOS RODRIGUEZ
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Anexo 5. Codificacion utilizada para la toma y andlisis de las muestras.

SUPERFICIES INERTES
Numer.o _de Regulares Irregulares Codificacion
superficies
1 Barteza 1 B1
2 Barteza 2 B2
3 Barteza 3 B3
4 Tela de recubrimiento 1 Tl
5 Tela de recubrimiento 2 T2
6 Tela de recubrimiento 3 T3
7 Tapa metdlica 1 ™1
8 Tapa metdlica 2 T™2
9 Tapa metdlica 3 T™M3
10 Gaveta plastica 1 GP1
11 Gaveta plastica 2 GP2
12 Gaveta plastica 3 GP3
13 Pala de agitacién 1 P1
14 Pala de agitacién 2 P2
15 Pala de agitacién 3 P3
16 Cantarilla 1 C1
17 Cantarilla 2 Cc2
18 Cantarilla 3 C3
19 Molde grande 1 MG1
20 Molde grande 2 MG2
21 Molde grande 3 MG3
22 Tangue de salmuera 1 S1
23 Tanque de salmuera 2 S2
24 Tanque de salmuera 3 S3
25 Cernidores Ce
26 Moldes pequefios 1 M1
27 Moldes pequefios 2 M2
28 Moldes pequefios 3 M3
29 Liras Li
30 Cuchillos Cu
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Anexo 6. Flujograma del procedimiento de toma y transporte de las muestras.

Identificar la superficie
inerte (regular o
irregular) a muestrear.

Rotular todos los tubos

—>| que contienen agua de

peptona esteril.

Tomar un hisopo y un
tubo con 10 ml de agua
de peptona esteril.

\/

En el caso de las SIR
tomar la muestra
utilizando la plantilla
(10cm*10cm), y para las
Sll toda la superficie en
contacto con el alimento.

Introducir el hisopo en el
tubo con agua de peptona
esteril doblando y
desechando la parte del
hisopo que estuvo en
contacto con el analista y
tapar.

v

Tomar las muestras y
transportarlas en un
ambiente adecuado.

Temperatura: menor a 10 °C
Tiempo: menor a 24 horas.

v

Verificar la temperatura
de transporte de las
muestras.

CLOCK/HUMIDITY

Realizar la siembra de
las muestras.
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Anexo 7. Andlisis estadistico para coliformes totales y E. coli mediante el software
estadistico Stata 10.0, utilizando la prueba Wilcoxon-Mann-Whitney.

o
[+]
]
m

Statistics/Data Lnalysis

1 s

ranksum col,

by (etapa)

Two-sample Wilcoxon rank-sum

*Wilcoxon-Mann-Whitney test* (no parametrico)

(Mann-Whitney) test

Two-sanple Wilcoxon rank-sum

etapa obs rank sum expected
antes 116 19438.5 13746
despues 120 8526.5 14220
combined 236 27966 27966
unadjusted wvariance 274520.00
adjustment for ties -11969.79
adjusted variance 262950,21
Ho: col (etapa=—=antes) = ool (etapa==degpuea)
z = 11.103
Prok > |z| = 0.0000
8 . rankasum ech, byi{etapa)

[(Mann-Whitney) test

etapa abs rank sum expected

antesg 120 16140 14460

despues 120 12780 14480

combined 240 28920 28920
unadjusted wvariance 289200.00
adjustment for ties -199347.74
adjusted wvariance 89852.26

Ho: ech{etapa==antesa) = ech (etapa==despuesz)
z = 5.605
Prok > |z| = 0.0000

log: C:\Users\Johana\Dropbox\Johanalstata desk 300312\ wvaria datasets\logfilel.=smcl
log type: smcl
opened on: 4 Jun 201%, 10:03:48
1.
2 . zum col
Variable Cb=z Mean Std. Dev. Hin Hax
col 236 83.68383 310.9174 0 2400
3 aum ech
Variable Cb=z Mean Std. Dev. Hin Hax
ech 240 . 2697917 1.284461 o 10
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1.5 . R R R R R R R R R R R R R R AR AR A R R R R R R R R R A R R R R AR AR AR R R R R AR AR R R R R R
11 . log cloae
log: C:\Users)\Johana\Dropbox\Johana\stata desk 300312\varia datasets\logfilel.smcl
log type: smcl
cloged on: 4 Jon 2019, 10:p3:48
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