UNIVERSIDAD DE CUENCA

UNIVERSIDAD DE CUENCA
FACULTAD DE CIENCIAS QUIMICAS

CARRERA DE BIOQUIMICA Y FARMACIA

UNIVERSIDAD DE CUEN

“EVALUACION DE LA CALIDAD MICROBIOLOGICA DEL CHOCHO
DESAMARGADO PARA CONSUMO EN LA CIUDAD DE CUENCA”

TESIS PREVIO A LA OBTENCION DEL
TITULO DE BIOQUIMICO FARMACEUTICO

AUTORES:
CARLOTA DEL ROCIO LOJA ALULEMA.

LUIS MAURICIO SANMARTIN SAGBAY.

DIRECTORA DE TESIS:

DRA. MARIANA ELIZABETH SAA CRUZ.

ASERORAS DE TESIS:
DRA. SILVIA JOHANA ORTIZ ULLOA.

DRA. PAULINA DEL ROCIO ESCOBAR HINOJOSA.

CUENCA - ECUADOR

2014

1
Rocio Loja
Mauricio Sanmartin

SN -

?



UNIVERSIDAD DE CUENCA

RESUMEN

El presente trabajo de tesis tiene como finalidad evaluar la calidad
microbiolégica del grano de chocho desamargado que se vende en la ciudad

de Cuenca.

La investigacion fue de tipo observacional, descriptiva, prospectiva de corte

transversal y fue desarrollada entre octubre de 2013 y marzo de 2014.

Las muestras para el analisis se tomaron de todas las instituciones educativas
bésicas de las parroquias urbanas de la ciudad mediante un muestreo aleatorio
estratificado, resultando en 55 establecimientos de los que se seleccioné al
azar al menos a un vendedor de ceviche de chocho. Todas las muestras se
seleccionaron y procesaron por protocolos estandarizados y los resultados se
compararon con los criterios microbiologicos de la Norma Técnica Ecuatoriana
(NTE) INEN 2390:2004 “Leguminosas. Grano desamargado de chocho.

Requisitos”.

Los microorganismos indicadores utilizados fueron coliformes totales, E. coli,
aerobios mesofilos, mohos y levaduras, analizados mediante el método de
placas Petrifilm ™.

El analisis estadistico de los datos se desarrollo en los paquetes SPSS v.22 y
EPIDAT 3.0.

Se encontré que los indicadores de calidad méas afectados fueron los mohos y
levaduras con el 94,5 % de las muestras que presentaron recuentos mayores a
los establecidos. Le siguieron coliformes totales con 83,6 %, aerobios
mesofilos con 56,4 % y E. coli con 25,5 %. Aproximadamente el 60 % de las
muestras presentd recuentos elevados para 3 o0 mas de los microorganismos
indicadores lo que refleja el elevado riesgo para la salud de los consumidores

de este tipo de alimentos.

Palabras claves: Lupinus mutabilis Sweet, grano de chocho desamargado,

calidad microbioldgica.
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ABSTRACT

This thesis aims at evaluating the microbiological quality of the grain of chocho

desamargado sold in the city of Cuenca.

The research was an observational, descriptive, prospective, sectional, was
developed between October 2013 and March 2014.

The samples for analysis were taken from all the educational institutions of
basic urban parishes of the city using a stratified random sampling resulting in

55 establishments were randomly selected at least ceviche of chocho seller.

All samples were selected and processed by standardized protocols and the
results were compared with the microbiological criteria for Ecuadorian Technical
Standard (NTE) INEN 2390:2004 "Legumes. Grain desamargado of chocho.

Requirements".

The microorganisms used indicators were total coliforms, E. coli, aerobic

mesophiles, molds and yeasts analyzed using the method of Petrifilm ™ plates.

The statistical analysis of the data was developed in the packet SPSS v.22 and
EPIDAT 3.0.

It was found that the quality indicators most affected were the molds and yeasts
with the 94,5 % of the samples that presented counts higher than the criteria

laid down.

Total coliforms followed with 83,6 % aerobic mesophiles with 56,4 % and E.
coli with 25,5 % Approximately 60 % of the samples presented high counts for 3
or more of the microorganisms indicators reflecting the high risk to the health of

the consumers of this type of food.

Keywords: Lupinus mutabilis Sweet, grain of chocho desamargado,

microbiological quality.
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INTRODUCCION

Las Enfermedades Transmitidas por Alimentos (ETAS) son una de las causas
de consulta médicas mas frecuentes sin distincion de edad ni condicion social.
En el Ecuador, el mayor indice de mortalidad infantil esta dado precisamente
por ellas, ya sea causado por contaminacion por bacterias, virus 0 parasitos.
Segun datos del Ministerio de Salud Publica (2010), en la provincia del Azuay
en el afo 2009 se registraron 31478 numeros de casos de enfermedades
diarreicas transmitidos por alimentos y agua contaminada.

El sistema de informacion regional para la vigilancia epidemiolégica de las
enfermedades transmitidas por alimentos de la OPS/OMS manifiesta que los
principales alimentos involucrados en los brotes de ETAs son: pescados
21,52%, agua 19,51%, carnes rojas 14,20%, lacteos 7,88%, huevo-mayonesa
5,85%, carnes de aves 5,08%, hortalizas-legumbres 2,39% (Instituto
Panamericano de Proteccidn de Alimentos y Zoonosis, 2002).

El chocho es una leguminosa que podria representar un agente productor de
ETAs posiblemente por la contaminaciéon del grano por bacterias al momento
del desamargado o por una manipulacion inadecuada, como consecuencia da
origen a problemas gastrointestinales.

El grano de chocho desamargado es usado como ingrediente principal del
conocido “ceviche de chocho” que es una de las comidas ambulantes
consumidas por la comunidad cuencana, especialmente por los nifilos en las
afueras de los establecimientos educativos.

Considerando que el chocho posee un alto valor nutricional en cuanto a
proteinas, vitaminas y minerales, es necesario promover su consumo, pero solo
bajo un buen control sanitario que permita evidenciar una manipulacion
adecuada de los alimentos y asi prevenir posibles ETAs y garantizar la salud
de los consumidores. Por lo expuesto se ha considerado la necesidad de
evaluar la calidad microbioldgica del grano de chocho desamargado expendido
en la ciudad de Cuenca para la generacion de informacion y datos que puedan
ser utilizados por las autoridades de control con el fin de fomentar programas
de proteccién de los consumidores de alimentos que se venden de manera

ambulante.

16
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CAPITULO 1
1. MARCO TEORICO
1.1 Chocho (Lupinus mutabilis Sweet)

El chocho, tarwi o lupino (Lupinus mutabilis) es una planta leguminosa
reconocida como una de las més ricas en nutrientes. Se caracteriza por tener
elevado contenido de proteinas y &acidos grasos lo que la constituyen en una
excelente alternativa para la nutricion humana y animal. Aunque la planta se
origind a lo largo de los Andes, actualmente se encuentra Unicamente en
Ecuador, Peru y Bolivia, con cierto desarrollo agronémico y agroindustrial. Se
destaca por ser resistente a condiciones adversas, como plagas, enfermedades
(antracnosis), sequias y heladas (Ortega, Rodriguez y Zamora, 2010). Se
estima que el area total del cultivo de chocho en los Andes alcanza las 10000
hectareas (ha). En el Ecuador, se cultivan 4217 ha de chocho como
monocultivo, mientras que en forma asociada con otros productos andinos

como quinua y amaranto se cultivan 1757 ha (Suquilanda, 2013).

1.1.1 Descripcién botanica. ElI chocho posee una raiz pivotante y robusta,
que alcanza una profundidad de hasta 2 metros. La raiz posee ndédulos
simbidticos con bacterias del género Rhizobium que fijan el nitrégeno

atmosférico a la planta.

La altura del tallo fluctta de 0,50 a 2,80 metros y un promedio de 1,80 metros.
El tallo es cilindrico y lefioso, tiene ramificacion en forma de V y un color que

varia de verde a gris-castafio, segun el grado de tejido lefioso.

Las hojas son palmeadas y digitadas, contienen entre 5 a 12 foliolos oblongo
lanceolados y delgados. Se presentan pequefias hojas estipulares en la base
del peciolo, cuyo color varia entre verde y morado segun el contenido de

antocianina de la planta.

La inflorescencia es racemosa terminal con varios verticilios florales, mayor en
longitud en el eje principal que disminuye en las laterales, cada una de 5 flores,

las cuales tienen colores que varian por las antocianinas y flavonas que

17
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contenga la planta, desde el azul, morado, purpura, celeste y rosado, hasta el
amarillo, crema y blanco. La corola esta formada por cinco pétalos, un grande
denominado estandarte, dos laterales medianos denominados alas y dos

inferiores pequefios fusionados denominados quilla.

El fruto es en legumbre pubescente, indehiscente en las cultivadas y con cierta
dehiscencia en las semicultivadas y silvestres. De forma eliptica u oblonga. La
vaina es alargada de 5 a 12 centimetros, segun el nimero de semilla y pueden

contener hasta 9 semillas.

La semilla es lenticular, de 8-10 milimetros de largo y 6-8 milimetros de ancho,
con tegumento endurecido que representa el 10 por ciento de la semilla y

contiene alcaloides.

Los colores del grano incluyen blanco, amarillo, gris, ocre, pardo, castafio,
marrén y colores combinados como marmoleado, media luna, ceja y salpicado
(Villacrés, Rubio, Egas, y Segovia, 2006; Peralta, 2010).

Fig. 1. Lupinus mutabilis. Fuente: (Asociacion de amigos del jardin botanico
de Gijon, 2011 Consultado el 05 de Febrero de 2014, de

http://www.amigosdelbotanicodegijon.com/actividades/fenologico/junio2011.asp
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1.1.2 Taxonomia. La clasificacién taxonémica de Lupinus mutabilis Sweet se

presenta en la tabla 1.

Tabla 1: Descripcion taxonémica del chocho.

Division:

Espermatofitos

Sub-Divisioén:

Angiosperma

Clase: Dicotiledoneas
Sub- clase Arquiclamideas
Orden Rosales
Familia Leguminosa

Sub- Familia

Papilionoideas

Tribu Genisteas
Género Lupinus
Especie: Mutabilis

Nombre cientifico:

Lupinus mutabilis Sweet.

Nombre comun:

Chocho, tahuri, tarwi.

Fuente: (Rivadeneira, 1999).

Rocio Loja

Mauricio Sanmartin
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1.1.3 Composicién quimica. El grano de chocho es rico en proteinas vy
grasas y constituyen mas de la mitad de su peso. Segun Gross y colaboradores
(1988) citado por Caiza (2011) los estudios realizados en mas de 300
diferentes genotipos muestran que la proteina varia de 41- 51% y la grasa de
14-24%. Por lo tanto la proteina es inversamente proporcional al contenido de
grasa. Las proteinas estan basicamente constituidas por aminoacidos siendo
el de mayor proporcion en el grano de chocho desamargado la leucina. El
contenido de acidos grasos del grano de chocho se destaca la presencia de
acidos grasos insaturados como el &cido linoléico (omega 6), el oleico (omega
9) en cantidades significativas y el acido linolénico (omega 3) en bajas
concentraciones. Con relacién a los carbohidratos, el contenido de almidén y
sacarosa es bajo comparado con los oligosacaridos como la rafinosa y
verbascosa, los cuales son eliminados durante el desamargado o eliminacion
de alcaloides (Caiza, 2011; Urrutia, 2010).

Los alcaloides del grano de chocho desamargado estdn en bajas
concentraciones 0,08 %, siendo los principales la lupanina (46 %), esparteina
(14 %), hidroxilupanina (10 %), isolupanina (3 %), n-metilanustifolina (3 %), 13-
hidroxilupanina (1 %) (Vinueza, 2011).

Tabla 2: Composiciéon quimica del chocho desamargado.

PARAMETROS VALOR
Humedad 73,6 %
Proteinas 51,06 %
Isoleucina 4,3 %
Leucina 7,4%
Lisina 53 %
Metionina 0,4%
Fenilalanina 3,4%
Treonina 3,5%
Valina 3,5%
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Histidina 2,2%
Tirosina 3,5%
Triptéfano 1,89
Grasa 20,4 %
Miristico Trazas
Palmitico 11,3 %
Palmitoleico 0,2 %
Esteérico 7,3 %
Oleico 52,5 %
Linoléico 28,4 %
Linolénico 2,9 %
Araquidonico -
Cenizas 2,4 %
Fibra 7,5 %
Extracto Libre de 18,7 %
Nitrogeno (ELN)

Alcaloides 0,08 %

Fuente: (Villacrés,

Caicedo y Peralta, 2000; Lara, 1999; Navarrete, 2011).

En la Tabla 3 se presenta el contenido de minerales del chocho que es similar

al de otras leguminosas. Unicamente los contenidos de fosforo, calcio y

magnesio son mas elevados (Caiza, 2011).
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Tabla 3: Contenido de minerales del chocho desamargado.

CONTENIDO DE VALOR
MINERALES
Calcio 0,4 %
Fosforo 0,4 %
Magnesio 0,2 %
Sodio 0,04 %
Potasio 0,02 %
Hierro 120 Ppm
Manganeso 26 Ppm
Zinc 50 Ppm
Cobre 10 Ppm

Fuente: (Navarrete, 2011).

1.1.4 Valor nutritivo. La proteina del chocho contiene cantidades adecuadas
de lisina y leucina que son aminoacidos esenciales, por lo que se considera
apropiado para los nifios en etapa de crecimiento, mujeres embarazadas y
durante la lactancia. Al combinar este alimento con cereales como la quinua o
amaranto se logra una excelente complementacion de aminoacidos, cuyo valor
proteico es comparable al de alimentos de origen animal como la leche, la

carne, el queso y el huevo (Navarrete, 2011; Erazo y Teran, 2011).

Las grasas presentes en el grano de chocho poseen acidos grasos esenciales
como el linolénico y linoléico que son importantes para el desarrollo del
sistema nervioso central, la funcion inmunoldgica y el crecimiento corporal. El
acido oleico es un acido graso monoinsaturado que tiene la propiedad de
aumentar HDL colesterol y reducir el colesterol total, LDL colesterol, los
triglicéridos y la resistencia a la insulina, contribuyendo a disminuir el riesgo de

padecer enfermedades cardiovasculares (Baldedn, 2012).
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La fibra alimentaria ubicada en la cascara del grano, incluye aquellos
componentes del chocho que no pueden ser degradados por las enzimas
digestivas del hombre. Su contenido en el grano desamargado, en promedio
asciende a 10,4% y reviste importancia debido a su efecto de saciedad lo que
es beneficioso para prevenir la obesidad, combatir el estrefiimiento y
compresion en el tracto intestinal (Villacrés et al. 2006).

El calcio y el fosforo presentes en el grano de chocho contribuyen en el
mantenimiento del sistema 0seo, actividad del masculo cardiaco y produccion
de energia. El equilibrio calcio - fésforo es muy importante, debido a que un
exceso de fésforo provoca la formacion de fosfatos de calcio insolubles y no

reabsorbibles, que acaba por ser eliminados impidiendo la absorcion del calcio.

Entre los microelementos del grano chocho sobresale el hierro, este es un
mineral basico para la produccién de hemoglobina, transporte de oxigeno e
incremento de la resistencia a las enfermedades (Villacrés et al. 2006).

El grano de chocho también es una valiosa fuente de vitamina B en sus formas
como la Tiamina (B1l) fundamental para el proceso de transformacion de
azucares, conduccion de impulsos nerviosos, metabolismo del oxigeno. La
Riboflavina (B2) que favorece a la absorcion de proteinas, grasas y
carbohidratos. La Niacina (B3) favorece la eliminacién de quimicos téxicos del
cuerpo y la participacion en la produccion de las hormonas sexuales y las

hormonas relacionadas con el estrés (Navarrete, 2011).

1.2 Procesos de obtencion del grano de chocho desamargado

El grano de chocho crudo debido a su alto contenido de lupanina, esparteina y
otros alcaloides anteriormente mencionados limitan su consumo directo, por lo
gue es necesario que el grano sea sometido al proceso de desamargado o
deslupinacion. El proceso es muy simple y no necesita de maquinaria ni de

tecnologia cara (Jacobsen y Mujica, 2006).

El proceso de desamargado del grano de chocho presenta las siguientes

ventajas y desventajas:
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Ventajas.

e Destruccion de la viabilidad de las semillas y de las enzimas indeseables
como las lipasas, responsables de la autooxidacion de las grasas, a
través de la coccion.

e Destruccion de sustancias organolépticas indeseables y principios anti —
nutritivos, como los inhibidores de proteasas, las hemaglutininas y el
acido cianhidrico (HCN).

e Eliminacion de los oligosacaridos que se encuentran en diversas
leguminosas y que producen flatulencia, a través del proceso de lavado
(Villacrés, Caicedo y Peralta, 2000).

Desventajas.

e Prolongado tiempo de proceso para eliminar los alcaloides.

e Pérdida de nutrientes como los carbohidratos y algunos minerales.

e Falta de control de calidad en el proceso total y cuestionable sanidad del
grano obtenido, debido principalmente a la calidad de agua empleada en

el lavado de grano (Villacrés et al. 2000).

El desamargado puede ser realizado de dos formas: desamargado tradicional o

desamargado industrial.

1.2.1 Desamargado tradicional. Por siglos, los campesinos de los Andes
han eliminado el sabor amargo del grano. En Ecuador el desamargado
tradicional comprende la seleccién, limpieza manual del grano, hidratacién,

coccion y lavado del grano. (Bacigalupo y Tapia; Tipan, 2007).

La hidratacion se realiza en 24 horas y generalmente se realiza en agua de
acequias, vertientes y en muy pocos casos se utiliza agua potable. La coccion
se realiza en cocinas de lefia 0 a gas y dura una hora. El lavado se realiza en
agua corriente de acequias o vertientes durante cuatro o cinco dias. El tiempo
total para el desamargado artesanal incluye un periodo entre cinco a siete dias.

(Caicedo, Peralta, Villacrés y Rivera, 2001).
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1.2.2 Desamargado industrial. El desamargado industrial del grano de
chocho se basa fundamentalmente en la extraccion de alcaloides por medio de

agua potable.

1.2.2.1 Fases del desamargado. Las fases que deben considerarse para la

obtencion del alimento en condiciones Optimas para el consumo humano.
e Hidratacion

La hidratacion es la etapa en el cual el grano de chocho absorbe agua y duplica
Su peso, esta etapa es fundamental antes de la coccién. Se realiza en tanques
de hidratacion una vez que el agua potable alcanza los 40°C, se disponen las
fundas conteniendo 4,5 kg de grano por un tiempo de 14 horas. El contenido de
granos hidratados al cabo de 16 horas de remojo en agua a 40°C debe ser al
menos del 95%. (Tipan, 2007; Caicedo et al. 2001).

A g

Fig. 2. A: Piscina de hidratacion. B: Grano de chocho en hidratacion.
Fuente: (Caicedo et al. 2001).

e Coccion

Para el chocho hidratado se dispone de ollas con capacidad de 300 kg. Cada
una, en la cual se procede a cocinar por un lapso de 45 minutos, al cabo de
este tiempo el grano debe estar blando listo para la siguiente etapa (Tipan,
2007).
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Fig. 3. A: Coccion. B: Grano de chocho en proceso de coccién. Fuente:
(Caicedo et al. 2001).

e Lavado

Este proceso consiste en mantener el agua en contacto con el grano. En esta
etapa se controla el calentamiento, cloracion y agitacion del agua. Se realizan
tres lavados hasta obtener el grano de chocho desamargado listo para el
consumo. Se debe controlar la temperatura (40°C) del agua de lavado por 1
hora después de realizado el cambio, este se realiza cada ocho horas en el dia

y a las 16 horas del dia siguiente. (Caicedo et al. 2001).

La cloracion del agua en esta etapa es de vital importancia para la obtencion de
un producto aceptable para el consumo humano, con un bajo contenido de
microorganismos. La dosificacion recomendada es de 7,5 g de hipoclorito de
calcio (CaClO,) por 2500 litros de agua. La cloracién del agua se realiza en el

primero y segundo lavado. (Caicedo et al. 2001).
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Fig. 4. Piscina de lavado. Fuente: (Caicedo et al. 2001).

e Agitacion
Este sistema ayuda a la eliminacion de alcaloides y debe darse durante 72

horas mientras se lava el grano (Caicedo et al. 2001).

e Caracteristicas finales del grano desamargado

El contenido de alcaloide en el grano desamargado debe fluctuar entre 0.02-
0.07%, a la vista el grano debe ser firme y duro, sin dafios en la cascara, en la

parte microbiol6gica debe presentar ausencia de Eschericha coli (Tipan, 2007).

Fig. 5. Grano desamargado en 72 horas. Fuente: (Caicedo et al. 2001).
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e Escurrido

El chocho antes de salir al mercado es escurrido en una mesa, eliminandose
el agua en exceso, para que el chocho pueda ser envasado en bidones (Tipan,
2007).

e Distribucién

El chocho una vez envasado es distribuido principalmente a las ciudades de
Quito, Latacunga, Machachi y el 30% de la produccién se destina al Oriente

Ecuatoriano (Tipan, 2007).

1.3 Fuentes de contaminacién del grano de chocho

En el proceso de desamargado del grano se puede dar una contaminacion
tanto de origen quimico como bioldgico en la fase de lavado, seleccion, pesado

y almacenado, pudiendo alterar la calidad del grano (Gavilanes Molina, 2003).

La contaminacién del grano de chocho se puede dar fundamentalmente por la
calidad del agua empleada para el lavado que provienen generalmente de
acequias o el agua que llega a las viviendas a través de tuberias, pero sin
tratamiento alguno de potabilizacién, pudiéndose dar una contaminacién de

origen biolégico (Villacrés et al. 2000).

En la selecciéon y pesado del grano las inadecuadas medidas de higiene
(incorrecto lavado de manos) y las superficies de contacto mal higienizadas

favorecen el crecimiento de los microorganismos (Gavilanes Molina, 2003).

En el almacenamiento la temperatura ambiente favorece la rapida
descomposicion del grano, favoreciendo al crecimiento de microorganismos y a
su vez el grano adquiere una textura, olor y sabor diferente por la
descomposicion de proteinas y grasas produciendo intoxicaciones alimentarias
(Villacrés et al. 2000; Gavilanes Molina, 2003).
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1.3.1 Indicadores de calidad microbioldégica del grano desamargado de

chocho.

La deteccion de grupos o especies de microorganismos, cuyo recuento se
realiza con facilidad y su presencia en el alimento (en determinado numero)
indica que los alimentos estuvieron expuestos a condiciones que pudieran
haber introducido organismos peligrosos y/o permitido la multiplicacion de
especies infecciosas 0 toxigénicas. A estos grupos o0 especies de
microorganismos se denominan “indicadores” y sirven para evaluar tanto la
seguridad que ofrecen los alimentos en cuanto a microorganismos y sus

toxinas, asi como su calidad microbiolégica (Castillo y Yanyachi, 2002).

La Norma Ecuatoriana INEN 2390 establece los requisitos de calidad que debe
cumplir el grano de chocho desamargado para consumo humano, que incluye
los parametros de aceptabilidad/ausencia de Coliformes totales, Escherichia
coli, aerobios mesdfilos, mohos y levaduras (Instituto Ecuatoriano de
Normalizacién. NTE INEN 2390, 2004). (Anexo 1)

1.3.1.1 Coliformes totales. Los coliformes totales, son un grupo de
microorganismos que comprende varios géneros de la familia de las
enterobacterias entre las que se destaca Escherichia coli que a su vez es
perteneciente a los coliformes termotolerantes siendo el mas reconocido

representante, de contaminacién de alimentos por origen fecal.

Este grupo de microorganismos se caracteriza por estar ampliamente difundido
en el agua, suelo y es habitante normal del tracto intestinal de la mayoria de
animales de sangre caliente incluyendo el hombre (Ordofiez, 2000 citado por
Soler Leén, 2006).

Segun la Organizacion Internacional de Estandarizacion (ISO 4832) define, los
coliformes son bacterias de morfologia bacilar, gram negativas, aerobias o
anaerobias facultativas, oxidasa negativas, no esporégenas y son capaces de
fermentar la lactosa con produccion de acido y gas de 35-37 °C (+0,5) en un

tiempo méximo de 48 horas.

Las bacterias coliformes, por si mismas, no indican un peligro inmediato para la

salud, pero como se desarrollan facilmente en la mayoria de los alimentos y
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son relativamente sensibles al calentamiento, su presencia sefiala que los
alimentos han sido manipulados en malas condiciones de higiene en el curso o

después de su elaboracion (Castillo et al. 2002).

Este grupo, continda siendo punto de critica ya que es definido como un grupo
indicador de calidad higiénica aunque dentro de este grupo estén
microorganismos que no hacen parte del tracto intestinal si no que son
habitantes normales del agua (Vibrio cholerae) que por ende no representan

ninguna relacion con falta de calidad de un producto (Soler Leon, 2006).

1.3.1.2 Escherichia coli. Es un bacilo gram negativo, con una sola cadena
espiral de ADN, movil, aerobio y anaerobio facultativo, con flagelos peritricos.
La mayoria forma fimbrias y pilis, muchas cepas producen una pequefia
microcapsula y muy pocas elaboran macrocapsula, no fabrica esporas (Pascual
y Calderén, 1999).

Hay mas de 150 antigenos O distintos y un gran namero de antigenos K y H,
los cuales son designados por medio de numeros. La formula antigénica para
los serotipos se describe al unir una letra (O, K o H) con el numero asignado de
los antigenos presentes (ej., 0111:K76:H7) (Ryan y Ray, 2011). (Fig. 6)

Tienen informacién genética en los plasmidos, que son responsables por la
produccion de toxinas y la resistencia a los antimicrobianos. EI genoma de
Escherichia coli contiene un total de 5000 genes. (Pascual y Calderén, 1999;
Romero Cabello, 2007).

Antigeno H de los flagelos

Pilosidad CFA \
\ Pilosidad

\ \t \ }\ \) [’ ,/' hpy(comun)

\ \ e
F 4
Antigeno O rs ) 2 __— Pilosidad
y CF

} :
i g o

L |, l“ Pilosidad P

Pilosidad Bfp Pared celular Antigeno K de la capsula

Fig. 6. Estructura antigénica de Escherichia coli. Fuente: (Ryan y Ray,
2011).
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E. coli se destruye a temperatura de pasteurizacion y también durante su
almacenamiento en frio, sobre todo a temperatura de congelacién (Romero
Cabello, 2007).

Su patogenicidad es bien conocida y se ha asociado a diarrea, colitis
hemorrégica, disenteria, infecciones urinarias y meningitis entre otras

patologias (Bayona, 2009).

Sin embargo, muchas cepas de E. coli son mas o menos patégenas para el

hombre; se dividen en seis grupos:

e E. Coli enteroagregante (EAEC)
. coli enteropatogeno (EPEC)

. coli enterotoxigénico (ETEC)
. coli enteroinvasivo (EICE)

. coli enterohemorragico (EHEC)

.
m m m m m

. coli difusamente adherente (ADEC) (Forsythe y Hayes, 2002).

1.3.1.3 Aerobios mesoéfilos. Son microorganismos que se desarrollan en
presencia de oxigeno libre y a una temperatura comprendida entre 20°C y 45°C
con una zona Optima entre 30°C y 40°C (Instituto Ecuatoriano de
Normalizacién NTE INEN 1529-5, 2006).

En el recuento de microorganismos aerobios mesdfilos se estima la flora total,

pero sin especificar tipos de gérmenes.

Esta determinacion refleja la calidad sanitaria de los productos analizados
indicando, ademas de las condiciones higiénicas de la materia prima, la forma

como fueron manipulados durante su elaboracion.

Tienen un valor limitado como indicador de la presencia de patégenos o sus
toxinas. Un recuento total de aerobios mesdfilos bajo no asegura que un
alimento esté exento de patdgenos o sus toxinas; tampoco un recuento total

alto significa, inevitablemente, presencia de flora patégena.
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Excepto en productos que se elaboran por fermentacion, altos recuentos
microbianos se consideran poco aconsejables para la mayor parte de los

alimentos.
La presencia de Aerobios mesofilos en los alimentos puede indicar:

e Materia prima excesivamente contaminada.

e Deficientes métodos de manipulacion durante la elaboracién de los
productos.

e La posibilidad, por tratarse de microorganismos mesofilos de que entre
ellos pueda haber patégenos, dado que esta flora pueda ser mesdbfila.

e Altos recuentos suelen ser signo de inmediata alteracion del producto.

Tasas superiores a 10°-10’ gérmenes por gramo suelen ser ya inicio de
descomposicion. En general, el recuento de la flora aerobio mesoéfila es una
prueba para conocer las condiciones de salubridad de algunos alimentos
(Pascual y Calderon, 1999).

1.3.1.4 Mohos y levaduras. Los mohos son hongos multicelulares,
filamentosos cuyo crecimiento en los alimentos se conoce facilmente por su
aspecto aterciopelado o algodonoso. Estan constituidos por filamentos
ramificados y entrecruzados, llamados "hifas", cuyo conjunto forma el llamado
"micelio” que puede ser coloreado o no. Los mohos pueden formar, sobre

ciertos alimentos, toxinas, llamadas micotoxinas.

Las levaduras son hongos cuya forma de crecimiento habitual y predominante
es unicelular. Poseen una morfologia muy variable: esférica, ovoidea, piriforme,
cilindrica, triangular o incluso alargada, en forma de micelio verdadero o falso.
Su tamafo varia entre 5-20 pm superior al de las bacterias (Instituto
Ecuatoriano NTE INEN 1529-10, 1998).
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Fig. 7. Esquema ultraestructural de los hongos y levaduras. Fuente:
(Arenas, 2009).

Los hongos y las levaduras se encuentran ampliamente distribuidos en el
ambiente, pueden encontrarse como flora normal de un alimento, o como
contaminantes en equipos mal sanitizados, provocando el deterioro
fisicoquimico de éstos, debido a la utilizacibn en su metabolismo de los
carbohidratos, acidos organicos, proteinas y lipidos originando mal olor,
alterando el sabor y el color en la superficie de los productos contaminados.
Ademaés, los mohos y levaduras pueden sintetizar metabolitos toxicos
termoresistentes, capaces de soportar algunas sustancias quimicas, asi como
la irradiacion y presentan capacidad para alterar sustratos desfavorables,

permitiendo el crecimiento de bacterias patégenas.

Es de gran importancia cuantificar los mohos y levaduras en los alimentos,
puesto que al establecer la cuenta de estos microorganismos, permite su
utilizaciébn como un indicador de practicas sanitarias inadecuadas durante la
produccion y el almacenamiento de los productos, asi como el uso de materia
prima inadecuada (Borbolla-Sala, Vidal-Pérez, Pifa-Gutiérrez, Ramirez-
Messner y Vidal-Vidal, 2004).
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CAPITULO 2

2. METODOLOGIA
2.1 Tipo deinvestigacion

Se realizd una investigacion observacional, descriptiva, prospectivo de corte

transversal.

2.2 Poblaciény area de estudio

El estudio se realizé entre los vendedores ambulantes de ceviche de chocho
(desamargado) en las afueras de los establecimientos educativos de Educacion
Bésica de las parroquias urbanas de la ciudad de Cuenca en el periodo de
octubre 2013 - marzo 2014.

Los analisis se realizaron en el Laboratorio de Alimentos y Nutriciéon VLIR-IUC,

Facultad de Ciencias Quimicas.

2.3 Muestreo

Se realizé un muestreo de tipo aleatorio estratificado. Las parroquias fueron
definidas como estratos. En cada parroquia se seleccionaron aleatoriamente a
los establecimientos educativos de manera proporcional al tamafio de la
parroquia (ej., en la parroquia Bellavista existe 18 establecimientos educativos
de los cuales se seleccioné 8 establecimientos para el estudio). La lista de los
establecimientos educativos por parroquia fué obtenida de la Direccion
Provincial de Educacion del Azuay del afio lectivo 2012-2013 (Tabla 4). Las
muestras se obtuvieron de uno de los vendedores ambulantes (seleccion

aleatoria) en las afueras de cada establecimiento seleccionado. (Anexo 2)

El plan de muestreo de esta tesis se basé en el protocolo de muestreo de
alimentos proporcionado por el Laboratorio de Alimentos y Nutricion (Proyecto
de Alimentacién, Nutricion y Salud VLIR-IUC & Universidad de Cuenca.)

El muestreo se llevé a cabo durante el periodo de Octubre-Noviembre de 2013.
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Tabla 4. Numero de establecimientos educativos seleccionados por
parroquias.

NUmero de Namero de
Parroduias o establecimientos
q establecimientos cdUcAtivos
educativos seleccionados
BELLAVISTA 18 8
CANARIBAMBA 5 2
EL BATAN 6 2
EL SAGRARIO 9 4
EL VECINO 9 4
GIL RAMIREZ 5 2
DAVALOS

HUAYNACAPAC 11 5
MACHANGARA 5 2
MONAY 7 3
SAN BLAS 4 2
SAN SEBASTIAN 13 4
SUCRE 12 5
TOTORACOCHA 6 3
YANUNCAY 16 7
HERMANO MIGUEL 5 2
TOTAL 131 55

2.4 Tamafo de la muestra

El tamafo de la muestra fué de 55 vendedores ambulantes, los cuales fueron
repartidos proporcionalmente al tamafo de los estratos (parroquias), el mismo

gue se realizd en Excel.
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La poblacion total fue de 131 establecimientos educativos de Educacion Basica
de las 15 parroquias urbanas de la ciudad de Cuenca. Ademas, se consideré
un excedente del 10% con el fin de cubrir la posibilidad de que en las afueras
de alguno de los establecimientos escogidos no se encuentre vendedores

ambulantes del ceviche de chochos.
2.5 Toma de muestra

Para la toma de las muestras de chocho desamargado se siguiod el protocolo de
muestreo de alimentos proporcionado por el Laboratorio de Alimentos y
Nutricion (Proyecto de Alimentacion, Nutricion y Salud VLIR-IUC & Universidad

de Cuenca). (Anexo 3)

La cantidad de muestra primaria (grano desamargado de chocho) utilizado fue
minimo de 100g, los mismos que se colocaron en fundas estériles y fueron
transportados al laboratorio en hieleras. Luego se homogeniz6 la muestra y se
tomo 25g seleccionados por el método del cuarteo y luego se realizé el analisis

microbiolégico por duplicado.

Los 50g restantes de muestra se almacenaron en fundas estériles a una
temperatura -20°C para conservacion del grano e impedir la reproduccién de
los microorganismos. (Anexo 4)

2.6 Métodos y técnicas de andlisis microbioldgico

Las 3M placas Petriflm estan validadas por la Asociacion de cientificos
dedicados a la excelencia en métodos analiticos (AOAC®), Asociacion
francesa de normalizacion (AFNOR) por esta razon se puede confiar en la
calidad, fiabilidad y la constancia de los resultados (Ramos, 2011). Por lo tanto,

para el presente estudio se utilizo las 3M Placas Petrifilm.
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2.6.1 Recuento de microorganismos en placas Petrifilm. Las placas

comerciales Petrifilm ™

se han diseflado para el recuento de unidades
formadoras de colonias (UFC) y niumero mas probable (NMP) en muestras de
aguas Yy alimentos. Consiste en laminas delgadas con un medio de cultivo y un
agente solidificante soluble en agua. Ademas, pueden estar recubiertas por una
pelicula de polipropileno para atrapar el gas producido por algunas bacterias.
También tienen incorporado indicadores de pH que colorean las colonias para
facilitar su identificacion, asi como una cuadricula para hacer el recuento de las

UFC (Rodriguez, Gamboa, Hernandez y Garcia, 2005).

Film superior

Film de plastico

cubierto con un

adhesivo, un

f ﬂ{f indicador y un gel
s soluble en agua

w fria

Film inferior
Papel cuadriculado
cubierto con un
plastico, adhesivo,
nutrientes de
métodos estandar,
gel soluble en
agua fria.

Fig. 8. Disefio Placa Petrifilm ™. Fuente: (Alonso Nore y Poveda Sanchez,
2008).

2.6.1.1 Recuento de E. coli y coliformes en placas Petrifilm ™. Las placas
Petrifilm ™ para recuento de E. coli / Coliformes contiene nutrientes del medio
Bilis Rojo Violeta (VRB), un agente gelificante soluble en agua fria, indicadores
de 5-bromo-4-cloro-3-indolil-beta-D-glucurénido (BCIG) vy tricloruro de
trifeniltetrazolio (TCC) ubicada en la lamina superior de la placa facilitando la

enumeracion de las colonias.

Aproximadamente el 97% de las E. coli produce beta-glucoronidasa, enzima

que reacciona con el indicador 5-bromo-4-cloro-3-indol-3-glucurénido (BCIG)
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presente en la placa Petrifilm ™ haciendo que la colonia se torne de color azul
a rojo-azul. Mientras que los coliformes que crecen en la placa Petrifim ™ se
asocian al indicador de tetrazolio, el cual reacciona con la enzima presente en
la membrana bacteriana, liberando iones hidrégeno y reduciéndose a

formazan, dando lugar a colonias de color rojo.

El gas atrapado alrededor de las colonias de E. coli / Coliformes (dentro de
aproximadamente el diametro de una colonia), se da por la fermentacion de la
lactosa es decir por la produccién de acido y gas, oscureciendo el color del gel
por un cambio de pH e indicando colonias confirmadas (3M Petrifim ™, 2012).
(Anexo 5)

2.6.1.2 Recuento de aerobios meséfilos en placas Petrifilm ™. Es un medio
de cultivo listo para ser empleado, que contiene nutrientes del Agar Standard
Methods, un agente gelificante soluble en agua fria y un tinte indicador de color
rojo tetrafenil tetrasolium clorado (TTC), que facilita el recuento de las colonias.
Las Placas Petrifilm ™ Aerobic Count (AC) se utilizan para el recuento de la
poblacién total existente de bacterias aerobias en productos, superficies, etc.
(Anexo 6)

2.6.1.3 Recuento de mohos y levaduras en placas Petrifilm ™. La placa
Petrifilm ™ para el recuento de mohos y levaduras constan de un medio de
cultivo que contiene nutrientes de Saboraud, dos antibiéticos (clorotetraciclina y
cloramfenicol), un agente gelificante soluble en agua fria y un indicador de
fosfatos (BCIP) que promueve el contraste y facilita el recuento de las colonias.
Las levaduras son colonias tipicamente pequefias, con relieve, de color que
puede variar desde beige o crema hasta azul verdoso y con bordes
delimitados. Los mohos son a menudo colonias planas mas grandes, de
diversos colores, con bordes no definidos y focos centrales (DILAB, s.f.).
(Anexo 7)

38
Rocio Loja
Mauricio Sanmartin



2.7 Materiales y medios de cultivo

UNIVERSIDAD DE CUENCA

Materiales

Medios de cultivo

Materiales de laboratorio
Balanza analitica
Esterilizador

Estufas a 25y 37°C
Microscopio estéreo binocular
Motor de licuadora

Pipeta automéatica
Refrigeradora

Pera de succion

Material de vidrio

Cajas de Petri
Erlenmeyer

Probetas

Varillas

Lampara de alcohol
Pipeta seroldgica 10 ml
Probetas

Tubos de tapa rosca

Frascos homogenizadores.

Material secundario

Fundas estériles
Hielera
Cucharas

Agua destilada
Puntas estériles
Algodoén
Desinfectante

Placas Petrifilm
Coliformes (EEUU; proveedor: 3M
Ecuador; Lote: 2014-07 KD)

Placas Petrifilm
Mesdfilos (EEUU,;
Ecuador; Lote: 2014-07 KD)
Placas Petrifilm
Levaduras (EEUU; proveedor: 3M
Ecuador; Lote: 2014-07 KD)

Agua de peptona al 0.1%

™ para E. coli /

™ para Aerobios

proveedor: 3M

™ para Mohos vy
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2.8 Preparacion de la muestra

e Se peso6 100g de muestra.

e Se coloc6 la muestra en papel aluminio y se homogenizd con una

cuchara estéril.

e Se seleccion6 la muestra por el método del cuarteo (Se dividié en nueve
segmentos iguales y se procedié a tomar la muestra de los extremos y

del centro).

e Se peso6 25¢g de muestra en cajas petri estériles
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¢ Inmediatamente los 25g de muestra pesada fueron adicionados a 225 mi
de agua de peptona al 0,1% para realizar la dilucién 1/10 (10™).

e Finalmente se homogenizd la muestra con el agua de peptona al 0,1%

utilizando una licuadora.
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2.8.1 Procedimiento del andlisis microbioldgico.

™

e Se colocé las Placas Petrifilm en una superficie plana y nivelada,

previamente rotulados.

e Se levantd la lamina semitransparente (film protector) superior de la
placa petrifilm y se coloc6 1 mL de muestra en el centro de la placa sin
hacer burbujas. Se dejo caer el film protector suavemente.

e Se coloco el dispersor cubriendo totalmente la muestra y se presioné
suavemente para distribuir la muestra sobre el area circular.
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e Se espero alrededor de un minuto a que solidifique el gel.

e Se incubd a 37°C las placas de E. coli / Coliformes y aerobios
mesofilos, por un tiempo de 24 h para Coliformes y 48 h para E. coli y

aerobios mesofilos.
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e Seincubo a 25°C las placas de Mohos y Levaduras durante 72

horas.

e Transcurrido el tiempo de incubacién se conté las colonias y se

realiz los calculos correspondientes.

Cuando las colonias fueron muy numerosas para contar (MNPC) se procedi6
hacer diluciones seriadas de la muestra, se tom6 1mL de dilucién 10y se
agreg6 a un tubo de 9 mL de agua de peptona al 0,1% para obtener una
dilucién 1072, y a partir de esta se tomé 1 mL de dilucién 102y se agregd a un
tubo de 9 mL de agua de peptona al 0,1% para obtener una dilucién 10y se
sembré en las placas Petrifilm ™.
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2.9 Célculos

Para calcular el niumero de UFC/g y NMP/g se aplico la siguiente formula.
N= XCXf = UFC/g y NMP/g

Donde:

N=Numero de UFC por gramo

2 Colonias= Suma de las colonias contadas en las placas

f = factor de dilucion utilizado

f=10

f=1000
N= XCX10= UFC/g y NMP/g

N= XCX1000= UFC/g y NMP/g

2.10 Anélisis estadistico

Los datos se procesaron en los paquetes estadisticos SPSS v. 20.0 y EPIDAT
3.0. Se describié el comportamiento de cada variable mediante los célculos de
la media, mediana, los rangos, la desviacion estandar y los cuartiles.
Considerando que las muestras iniciales no siguen una distribucién normal los
andlisis de comparaciones entre conjuntos de datos de una variable se
evaluaron por pruebas no paramétricas o de distribucion libre, que no tienen en

cuenta la normalidad de los valores obtenidos.

Para comparar los conteos de las dos réplicas se empleo el test de los rangos
con signo de Wilcoxon (Bellera et al., 2010). Antes de ello se evaluo la relacion
entre los datos de la primera y segunda determinacion en cada variable,
mediante el coeficiente de correlacion de Spearman y la determinacion del
coeficiente de concordancia kappa de Cohen en caso de que no coincidieran

los recuentos de ambas determinaciones.
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Por ultimo, para comparar dos 0 mas proporciones se empled la prueba Chi-

cuadrado de Pearson.

En todos los casos, el nivel de significancia empleado fue para P<0,05.
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CAPITULO 3

3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Evaluacion de la reproducibilidad de los recuentos microbianos

La validez de los resultados presentados en este trabajo se evalud
parcialmente mediante la reproducibilidad de los valores obtenidos para cada

variable en dos determinaciones sobre la misma muestra.

Considerando la no distribucién normal de los resultados y la presencia en
algunos casos de conteos iguales a cero que impedian la transformacion
logaritmica directa de los datos (tabla 5), se decide entonces aplicar métodos

no parameétricos de analisis. (Anexo 8)

Tabla 5: Descripcion de los resultados por réplica para el recuento de los

microorganismos estudiados. *

f o
vmmsmm (3 :uen

Desviacion Percentiles
MICROORGANISM N | Media tipica Min. | Méx. ”
oS 25 (Mediana) | 75
REPLICA 1
Coliformes totales 55 | 16778,73 | 81987,047 0 600000 200,00 | 650,00 3000,00
E. coli 55 | 9,09 27,303 0 150 ,00 ,00 10,00
Aerobios meséfilos 55 201330’1 337079,694 | O 1680000 | 350,00 | 1100,00 2330,00
Mohos y levaduras 55 | 71527,82 | 183195,230 230 | 840000 1880,00 | 5100,00 20040,00
REPLICA 2
Coliformes totales 55 | 16371,82 | 79319,802 0 580000 190,00 | 700,00 2900,00
E. coli 55 | 10,73 31,556 0 180 ,00 ,00 10,00
Aerobios mesofilos 55 $03584’4 345641,213 0 1660000 | 390,00 | 1166,00 2200,00

Mohos y levaduras 55 | 72679,27 | 186386,177 210 | 864350 1800,00 | 5290,00 21700,00

*. Los valores presentados se corresponden a las UFC/g y NMP/g en los casos

correspondientes.

La tabla 6 muestra los valores de coeficientes de correlacion de Spearman para

cada variable microbiolégica analizada. En todos los casos se tienen valores
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muy altos, cercanos a la unidad. Esto indica una estrecha relacion positiva

entre los recuentos de las réplicas empleadas por variable analizada.

Tabla 6: Coeficientes de correlacion de Spearman (rs) entre los valores de

las dos réplicas de cada variable investigada.

MICROORGANISMO

Coliformes totales | E. coli | Aerobios mesofilos | Mohos y levaduras

s 0,993 0,997 0,995 0,998

P <0,001 <0,001 <0,001 <0,001

r.. coeficiente de correlacion de Spearman, P: probabilidad de error tipo I,

comparando rs con el valor cero.

A pesar de esta elevada relacidn entre los valores de cada réplica por
microorganismo evaluado, esto no quiere decir que coincidan exactamente
entre ellos (Hauke and Kossowski, 2011). Por eso se decide evaluar si se
presentan diferencias significativas entre la distribucion de los datos de las dos

determinaciones por variable analizada.

Al aplicarse el Test de los Rangos con Signos de Wilcoxon (Bellera et al.,
2010), se pudo observar que las réplicas de los recuentos de E. coli presentan
diferente distribucién, lo que indica que la segunda replica tiende a dar datos de

valor mayor que la primera replica (tabla 7).

Tabla 7: Comparacion de los recuentos por réplicas de cada grupo de
microorganismo indicador aplicando el Test de los Rangos con Signos de

Wilcoxon.
_ . e Mohos y
Coliformes totales E coli2—E Aerobios mesofilos levaduras 2 -
2 - Coliformes ' . ' 2 - Aerobios
coli 1 e Mohos y
totales 1 mesofilos 1
levaduras 1
Z -0,480 -2,124 -1,051 -1,536
P 0,631 0,034 0,293 0,125
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Z: estadigrafo de contraste aproximado a la distribucion normal; P: probabilidad
de error tipo | que evalla las diferencias entre los recuentos de las réplicas 1y
2.

No obstante lo anterior, antes de desechar los resultados para esta variable o
hacer un andlisis diferente, se decide evaluar si existen discrepancias en la
clasificacion de las muestras en cuanto a cumplimiento de la norma INEN
vigente. Para ello se determind el coeficiente de concordancia Kappa de
Cohen, el cual resulté tener el valor maximo 1,0 (L6pez de Ullibarri Galparsoro
y Pita Fernandez, 1999). De esta forma se demostré que el 100 % de las
determinaciones de ambas réplicas coinciden en la caracterizacion

microbioldgica de la muestra estudiada (tabla 8).

Tabla 8: Comportamiento del cumplimiento de la norma INEN 2390 en

cada réplica para E. coli.

Réplical

Cumple | No cumple | K

Cumple 41 0
Réplica 2 1,00
No cumple 0 14

K: kappa de Cohen.

Con estos resultados se decide entonces unir los valores de los resultados de
ambas réplicas para valorar de forma conjunta el comportamiento de los

incumplimientos de la norma establecida para estos microorganismos.

3.2 Incumplimientos de la norma establecida

En la tabla 9 se recogen los resultados generales del comportamiento de la
contaminacion microbiologica del chocho vendido en el total de las instituciones
investigadas. La prueba chi-cuadrado indica que existen diferencias en cuanto

a la frecuencia de contaminacion segun el grupo de microorganismos
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estudiados (ver tabla). En este sentido, es muy notoria la contaminacion por
mohos y levaduras y por microorganismos coliformes. En el primero de los
casos 52 de las 55 muestras (94,5 %) analizadas incumplian lo establecido en
la norma vigente; mientras que por su parte las bacterias coliformes lo hacian

en 46 determinaciones (83,6 %).

Tabla 9: Porcentaje general de la contaminacion del grano de chocho

desamargado por cada grupo de microorganismo indicador (n=55).

Valor %
_ _ Muestras _ »
Microorganismo | Normal Norma ) contaminacion
Contaminadas**
(UFC/g)* del total
Coliformes ) NTE INEN
10-10 46 83,6
totales? 2390:2004
) . NTE INEN
E. coli Ausencia 14 25,5
2390:2004
Mesofilos 18*10°— | NTE INEN
_ 3 31 56,4
aerobios 1*10 2390:2004
Mohos y ) NTE INEN
0 -5*10 52 945
levaduras 2390:2004

X% = 63,6429 ; 3 grados de libertad; P<0,001

*. Se refiere al rango propuesto en la norma citada; **: se refiere a la cantidad
de muestras que no cumplen la norma;  en el caso de Coliformes totales el

recuento se expres6 en NMP/g segun la norma vigente.

Aunqgue los resultados sugieren que los incumplimientos por contaminacion de
E.coli (25,5 %) fue menor que para los demas grupos de microorganismos
indicadores, es importante resaltar el papel que juega la deteccion de esta

bacteria en los alimentos, ya que es un fuerte indicador de contaminacion fecal.
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3.2.1 Coliformes totales. Los resultados para coliformes totales indicaron una
elevada frecuencia de incumplimientos de la norma vigente para el grano de
chocho desamargado. Entre las muestras estudiadas solo 16,4% cumplian la

norma para este indicador de calidad microbioldgica (grafico 1).
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Grafico 1: Porcentaje de incumplimientos de la norma INEN vigente para

el indicador de calidad Coliformes totales.

Estudios previos en el pais hacen referencia a la elevada presencia de estos
microorganismos en este tipo de alimentos. Por ejemplo, en un estudio
realizado en cuatro provincias de Ecuador se indic6 que el grano de chocho
preparado artesanalmente para la comercializacibn tiene una elevada
contaminacion por coliformes, fundamentalmente asociado al uso de fuentes de
agua de mala calidad (Caicedo y Peralta, 2000). Se debe tener en cuenta
ademas que el uso de agua de buena calidad y de agentes antimicrobianos
como el hipoclorito de sodio y el perdxido de hidrégeno, no garantizan la
eliminacion total de los agentes patdgenos, los que ante condiciones favorables
pueden desarrollarse a niveles potencialmente infectantes (Allauca Chavez,
2005; Carrion Moreno, 2006; Saper, 2001; Gil et al., 2009; Beuchat and Ryu,
1997; Chigor et al., 2010).
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La contaminacion microbiolégica de alimentos expendidos en las calles no es
un tema nuevo. Investigaciones al respecto realizadas por toda Latinoamérica
sugieren que esto es un evento relativamente frecuente que esta asociado
fundamentalmente a problemas en el almacenamiento y manejo de los
productos que se comercializan y consumen crudos 0 minimamente
elaborados/procesados (Caballero et al., 1998; De Curtis et al., 2000; Almeida
et al., 1996; Félix Fuentes et al., 2005; Lengomin Fernandez et al., 1997;
Boyona, 2009).

3.2.2 Escherichia coli. La E. coli es una bacteria propia de la flora intestinal.
Luego su presencia en los alimentos es un fuerte indicador de contaminacion

fecal.

En el presente estudio, aproximadamente el 25% de las muestras mostrd
presencia de E. coli, indicando probablemente una mala higiene personal y de

los alimentos (gréafico 2).

La contaminacion del grano de chocho desamargado por microorganismos de
origen fecal también ha sido descrito por autores nacionales, especialmente en
el grano comercializado por productores artesanales (Caicedo y Peralta, 2000).

Frecuencia (%)
N w S (9] [e)] ~ (0]
o o o o o o o

=
o

o
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Gréfico 2: Frecuencia de incumplimientos de la norma INEN vigente para
el indicador de calidad E. coli.

La presencia de este microorganismo en un elevado porcentaje de las
muestras analizadas es preocupante. Si bien la patogenicidad depende de la
cepa de E. coli que infecte el organismo, en muchas ocasiones su presencia
suele estar acompafiada de otros enteropatdégenos como Salmonella spp. y
Shigella (Almeida et al., 1996).

La contaminacion fecal en los alimentos comercializados en las calles es un
problema en América Latina descrito por varios autores. El estudio de Almeida
et al. (1996) hace casi 20 afios en importantes ciudades de Suramérica y
Centro América indica que en algunas regiones la E. coli podia afectar la
calidad de hasta un 50 % de los productos ofertados. Estudios de otros paises
como Canad4, Estados Unidos, México y Sudafrica indican que este
microorganismo puede presentarse en alrededor de 8 % a 20 % de las frutas y
vegetales que se venden frescos o listos para el consumo en ensaladas como
es el caso de la cebolla, ingrediente indispensable del ceviche de chocho.
Aunque este alimento no fue controlado en el presente trabajo, no se descarta
su posible contribucion a la contaminacién del producto terminado y

comercializado listo para el consumo.

En esta misma linea de investigaciones, los resultados de multiples trabajos
apoyan el planteamiento de que la contaminacién de los alimentos por E. coli
estd estrechamente ligada a la higiene personal y a la venta de alimentos
crudos o pobremente procesados (Félix —Fuentes et al., 2005; de Curtis et al.,
2000; Rivera Jacinto et al.,, 2009; Boyona, 2009). Otros investigadores
relacionan la presencia de este microorganismo al uso de agua de riego
contaminada (Chigor et al., 2010; Tauxe, 1997; Beuchat and Ryu, 1997; Berger
et al., 2010; Castro-Rosas et al., 2012). Cualquiera que sea la posible causa, la
presencia de E. coli en aproximadamente el 25 de cada 100 muestras sugiere
un alto riesgo de enfermedades gastrointestinales en los estudiantes que

consumen este alimento.
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3.2.3 Aerobios mesoéfilos. En el presente trabajo este indicador de calidad se
vio afectado en mas del 50 % de las muestras, indicando también una elevada

frecuencia de contaminacion microbioldgica (grafico 3).
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Grafico 3: Contaminacion microbiolégica (aerobios mesoéfilos) en las
muestras de estudio.

Una de las posibles causas de esta elevada contaminacion por aerobios
mesofilos puede estar asociada nuevamente al empleo de agua y materia
prima de mala calidad, asi como a una deficiente higiene de los alimentos
segun estudios previos a nivel nacional (Carrion Moreno, 2006; Allauca
Chéavez, 2005).

Investigaciones de otras regiones del mundo indican que las frutas y vegetales
frescos que se venden en los supermercados y granjas pueden contener de por
si recuentos de microorganismos aerobios meséfilos mayores a 10° UFC/g
(Abadias et al., 2008), lo mismo que fue observado en mas del 50 % de las
muestras provenientes de algunas parroquias como El Sagrario (Mediana =
1,2*10° UFCIg).
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3.2.4 Mohos y levaduras. En esta investigacion, la presencia de hongos o
levaduras estuvo afectando la calidad de mas del 90 % de las muestras

investigadas (grafico 4).

Por lo general, la corteza de los frutos y hojas de los vegetales que se venden
crudos o semielaborados en los mercados, poseen recuentos de hongos
superiores a 10° UFC/g en méas del 80 % de las muestras (Abadias et al.,
2008). Salvando diferencias en cuanto al tipo de alimento evaluado y los puntos
de corte empleados, los resultados del presente estudio estan en concordancia

con ello.
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Grafico 4: Comportamiento de los incumplimientos en el conteo de

mohos y levaduras en las muestras de estudio.

Otros estudios nacionales sugieren que el crecimiento de los mohos y
levaduras en el agua empleada para el lavado del chocho es un evento
frecuente que se debe considerar, con recuentos en muchos casos muy

superiores a las normas establecidas en el pais (Carrion Moreno, 2006).
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3.2.5 Calidad microbiolégica del grano de chocho desamargado. La
contaminacion microbiana del grano de chocho vendido en los establecimientos
educativos investigados es extremadamente alta. Obsérvese en el grafico 5
que el 100 % de las determinaciones tenia al menos un parametro fuera de las

recomendaciones de la norma INEN.
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.
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Cantidad de indicadores de calidad afectados

% del total de muestras afectadas

Gréfico 5: Proporcion de muestras con 1, 2, 3 0 4 microorganismos
indicadores con recuentos por encima de los establecidos en NTE INEN
2390.

Es notorio que de las muestras analizadas aproximadamente el 60 % presentd
recuentos elevados para 3 0 mas microorganismos indicadores de la calidad
del grano de chocho desamargado. En la tabla 10 se resume el
comportamiento de los incumplimientos por parroquia, siendo preocupantes las
de EIl Sagrario, El Vecino y Cafiaribamba donde el 100 % de las muestras

tomadas presentaron alteraciones en tres o0 mas indicadores de calidad.
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Tabla 10: Proporcién de incumplimientos de 1, 2, 3 0 4 indicadores de
calidad microbiol6gica por parroquia (NTE INEN 2390) expresados en %.

Cantidad de indicadores de calidad
PARROQUIA microbiolégica afectados*.

1 2 3 4
BELLAVISTA 12,5 50,0 25,0 12,5
SUCRE 60,0 0,0 0,0 40,0
SAN SEBASTIAN 25,0 25,0 50,0 0,0
GIL RAMIREZ 0,0 50,0 50,0 0,0
HUAYNACAPAC 0,0 40,0 60,0 0,0
EL SAGRARIO 0,0 0,0 75,0 25,0
YANUNCAY 0,0 42,9 42,9 14,3
EL VECINO 0,0 0,0 100,0 0,0
EL BATAN 0,0 50,0 0,0 50,0
TOTORACOCHA 0,0 66,7 33,3 0,0
MACHANGARA 0,0 50,0 50,0 0,0
MONAY 0,0 33,3 66,7 0,0
CANARIBAMBA 0,0 0,0 100,0 0,0
HERMANO MIGUEL 0,0 50,0 0,0 50,0
SAN BLAS 0,0 50,0 50,0 0,0
TOTAL 9,1 32,7 45,5 12,7

*: Se refiere a la presencia de uno o0 mas microorganismos indicadores

con recuentos por encima de los requisitos de la norma vigente.

De forma general, los resultados presentados en este trabajo deberian tomarse
como punto de partida para implementar medidas de control a nivel de las
autoridades de salud de la ciudad de Cuenca. Aunque no se evalud la
frecuencia de consumo del chocho en dichas instituciones, el hecho de que en
todas existan al menos un vendedor de chocho con indicadores microbiol6gicos
inaceptables y que de estos mas del 50 % tenga tres o0 mas grupos de
microorganismos indicadores con recuentos elevados, no solo sugiere una muy
pobre calidad del producto, sino ademas un elevado riesgo de enfermedades

trasmitidas por este tipo de alimento.
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CONCLUSIONES

1. De forma general se puede concluir que la calidad microbiologica es
deficiente en el grano de chocho desamargado ingrediente principal del
ceviche que se venden en las afueras de los establecimientos
educativos de las parroquias urbanas de la ciudad de Cuenca cuyo
consumo representa un alto riesgo epidemiologico porque son
preparados y vendidos en deficientes condiciones higiénicas.

2. Los principales microorganismos detectados fueron mohos y levaduras,
seguidos de coliformes totales y aerobios mesdfilos los que estuvieron
elevados en mas del 90 %, 80 % y 50 % de las muestras
respectivamente.

3. Aproximadamente el 25 % de las determinaciones presentaron indicios
de contaminacion fecal, lo que se considera inaceptable considerando el
elevado riesgo a la exposicion de microorganismos potencialmente
patdgenos.

4. Los establecimientos educativos de las parroquias El Sagrario, El Vecino
y Cafaribamba, fueron las mas afectadas donde el 100 % de los
vendedores de chocho aportaron muestras con tres o0 mas de los
microorganismos indicadores con recuentos por encima de los valores

recomendados por la norma.
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RECOMENDACIONES

1. Llevar a cabo vigilancias sanitarias periddicas para controlar el riesgo
epidemiologico que presume el consumo de este tipo de alimento y
determinar si la elevada contaminacion encontrada fué producto del azar
0 si se mantiene durante todo el afio.

2. Investigar entre los productores de chocho desamargado cuales son sus
practicas de manufactura y almacenamiento para poder identificar
posibles puntos de contaminacion durante el proceso de preparacion del
chocho desamargado con el fin de educar a los manipuladores sobre los
mejores procedimientos para garantizar la inocuidad de este alimento.

3. Considerando la elevada contaminaciéon microbiolégica detectada en el
chocho que se vende en las afueras de los establecimientos educativos,
se recomienda investigar la presencia de otros microorganismos
potencialmente patégenos como Salmonella spp., Shigella spp. Listeria
spp., entre otros, que aungque no estan considerados en la norma
vigente pudieran aportar datos valiosos para el abordaje higiénico-
epidemioldgico de las enfermedades trasmitidas por los alimentos en los

nifios de los planteles educativos urbanos de la ciudad de Cuenca.
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ANEXOS

Anexo 1: Norma Técnica Ecuatoriana NTE INEN 2390.
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Homma Tacnica LEGUMINOSAS. NTE INEN
Ecuaboriana GRAND DESAMARGADD DE CHOCHO. 2 3302004
Viduntarkz REGUISITOS. 2005-03
1. OBJETO

11 Esta norma estatiece o5 requisios de callkdad que debe cumplir & grano de chocho
=AM angaal Para CoNsWme humano.

2 DEANICIONES

21 Para o5 efectos oe 863 NoMMa, 52 atopian 135 0eNNKones contempladas en |3 NTE INEN
2 380y, I35 que a continuacion s detallan:

211 Grano cesamagEds.  Producip comestible limpio himedo, que ha sdo someddo a un
process de desamangamiento (dmico-hidrico), de color predominaniemente Dlanco-crema, sabory
olor caracterisaco, Wore de piores extralios y del 5a0or Amanga.

212 Grano mperecin.  Grano de chochd no Midratado, manchado Inema o axemaments
decoiora, deigado 0 desnUdD ¥ 1000 pedarn de grann de chocho, cualquiera que 523 su tamaflo,

213 Grane dfedo. Grang que ha sufrido detedom, debido a |3 acgdn de microoeganismos
O3 CalEas.

2130 Greno fafeto por MTOORERISToSs. Grane que ha sid0 alerad en sus caracteristicas
organcisnticas Gebido 3 13 accitn de microorganismas daflince.

2132 Granos desnudos o pelatos.  Comprende fodo Qrano e chocho desprovisio total o
parcialments o2 5U Cascara {testa o cublerta).

214 Ovores obyefables Todos aquellos olores difereniss del caracieristicn del grano g8 chiocho
dEEAmangato.

215 Chocho nfectado. Grano con presencla parcial o ol de mKsoorganismas VIvDs Como
hongos, bacteras y levaturas.

2.6 Chacho Implo. Aguel Que o contiens Impurazas.

217 Grado muesira Es & grano o8 chocho que no cumple con los requisios de calldad
estahiecidos &N e5t3 NoMma.

3 CLABIFICACION

31 El grano de chocho de acuendo & porcentale qUE qUEda retenido en Ios tamices de 8 mm
EEE.'E-:! pig.), & mm {26/54 pig.) y T mm (2564 pig.) (NTE INEN 1 515) 52 ciasifica en loe sigulenies
s

3.1.1 Grana de choche tpo | Es aguel formado por grances de color uniforme, refenides &n una criba
o Zaranda o 9,0 mm ge dametm.

3.1.2 Grana de chocho fipe . Es aquel formado por granos de coior Urnifonme, Que pasan |3 criba de
50 M y qUEdan Fetaniing 50bfe 13 b ge 7,0 mm.

T ot o s ol e o oo vl e o, DPIER] — Crnd 0 T e — R e e R oy o 0t B e e — R D e o — P o il i

{Conlingz)

LESCHIFTORES: Tsondopin de silmenios, granas, granas y o, chache, nequmslios
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4. DISPOSICIONES GENERALES
41 Daslgnacion

4.1.1 Bl grano de choch desamangado para & Consumo NUmand 52 Sesigha par 5U Nambee y 1po
s2guido 3¢ |3 nonma de referencla.

Ejempin: Grano de chocho desamangado Tipo 1. WTE INEN 2 350.

3. REGQUISITOS

5.1 Requistios eapacificos

311 B grand de choohD Oesamargado pard & consumD humano debes cumplr D8 nequisios
Indcados enlasfablas 1, 2y &

TABLA1: Composlcion quimica proximal del chocho desamargade

REQUISTOS | UNIDAD VALOR METODO DE ENSAYOD

T TI-75 HEN T 255

Malena Seca % E-5 INEN 1 235

Proteina 5 51— ADAL 555104

Grasa % 19— 24 ADAC 52095

Fibra % 7-9 ADAL 062108

Cenizas % 18—30 ADAL 42105

ELMN. [ver noia 1) % 120—22,0 Por dferencia

Energia =T S3R0-6475 Aplicacion e 3 Ecuachon 1

Alcaloldes % Oz - 0,07 Won Baer, 0. y colaboranores. 1975

[Wer nota 2]
Mota 1: ELN. = Extracy Libre de = 100 — [bra + proteina + grasa + cenlzas).
Mota * Método modificado por Vera, C., Escuela PolRéonica Nacional, 1982, Quitn.

TABLAZ Analials microblolagico del chocho desamangado

REGUNSITOS UHIDAD VALOR METODD DE ENSAYD

| Fecuenio aeT0ios s UFeg TR = TuilF HTE INEN 1 5555
Recuento colfomes tolales i) | i0- 17 MTE INEM 1 5387
Recuento de hongoes ¥ |evaduras UFCihcam 0-5x il MTE INEM 1 52210
Eschemchia calf Ausanga NTEE INEN 1 525-8
Tipificadion E. Cod 0157 HT Aussnpa NTE IMEM 1 529-8
LFC = Unidades Formadoras de Colonlas.

WP = NOmerD ks Probable.

TABLA I Analisls fislcn del chocho desamaraio

REGLUISITOS UKIDAD VALOR
Chocho dafiado (dimal), ms. ] 02
Chiagho dafiats (Insectos), My, % 0.2
Con alteracion de color, M. % 0.2
Maznal vageta axirafio, mad % 0.5
Naienal mineral, mia. & L,

5.1.2 8 grano de chocho desamangado pard & consumo humano debe estar libre de contaminani=s
quimicos.

{Continds)

=l 20040 T
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5.1.3 B color, sabor, oior del grang de chocho desamangado para & consUmo humano se determing
por evaluacion 5ensonal, de acuendo con I3 especificaciones de calidad del producio, establecidas
£ 13 tabla &

TABLA4: Especifcacionss de calldad ol producto desamargase
medlanis el process Ermico-hidrics

Producto comestible [Impio himedo
Presantacion | Matural, unforme, color Blanco-crema preferanfemenia
Olor Caracteristicg, llbre die olones exiraios

[ Sabar Camcieristicn del chocho, lIbre del sabar Amano

5.2 Requisttos complementarios

521 La temperatura ambiente an o &re3 e pesado, empacado y selado no debe pasar de ks
17C,

522 ComemialtEciin

5221 Seecoion El grand de chochd desamangadn debe ser seledcionado antes b8l empacado;
en 2st3 =tapa se 2iming granoe de mala caldad. El grano debe presentar un color blanco-crema
prefarememeante, UNIfOME, 53007 ¥ oior caractenisticts. E| grano de coior azuiado yio vende, 3
il que ofros defects detectables visuamenie en estacd himedo, debe ser sEparado ¥
desechadn.

5232 Pesada La pesada debe realzarse en foma aséplics, para evitar que el gr&mo =
contamine.
523 Disposiciones sobve la presantacin

5231 E contenido de cada envase debe ser NOMOgENeD y estar constiuido nicamente por
grancs de chocho desamangado del mismo onigen genatica, calkdad v 1po.
524 Almacenamiento. Para proiongar |3 vida (81 del producto & granel o en bolsas de plastico, &

ran0 52 debe mantensr en refrgeracion. Tamblen 52 pusde congelario, 2N 2812 C380 62 produce
uria ligera madificacion de (3 textura 3 partir de |06 5846 meses de Aimacenamiemo.

E. INSPECCION
E1 Musstreo
1.1 8 muestren 52 sfeciuara de acusrdd 3 la NTE IMEM 1 233
£2 Acaptacion o rechazo

€21 5l la muestra ensayada no cumple con ung o Mas de 1os requishios Indcades en esta noma,
B2 CONEIEra N 3pta pard & ConsUMD hUmand ¥ 52 r2ehaza & ol

£22 En caso de dscTepansia, & repeliran |06 ensayDs S00MS |3 MUSEYTA resnvada para fakes
efarins.

&2 2 1 Cusliquier resultado no satisfachorno en este sequndo casn, sara motivo para rechazar & lnbe.
6.3 LaImspeccion del grand desamargado de chicho para Consumo humand debe ser efsciusn
por 13 autordad compsienta, quien elaborara su Infrme Das3dD 0 las nomas estableckdas en
nusstno pals o pals de ongen.

(Contingz)

S e i S
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7. METODOS DE ENSAYD
7.1 Caleulo 09 la energla. Se realza apleando [a siguiente ecuacion;
E = [{grasa x 0,0572} + [probeina x 0,0539) + {Nbra x 0,0458) + (ELN x 0,0£22)]x 1 000 (Ex. 1)
En donge:
E = energia, calig
7.1.1 Los resultados obtenidos son similares 3 los realizaces con 3 bomba calonmilica.
7.2 Determinackin de slcaloides

721 Deferminachn cLanfstvg o8 aicaloides [Bon Vaer D. y colaboradores, 1979 (Mefndo
modificado por 1a Escuela Poiltecnica Naclonal, por Vera, C. Jullo, 1962, Gulni]

T21.1 Procedimisnio

a) Pesar 0,2 q %e muesira de chocho previamente molida y homogentzata en un morter.

bj 0,5 g de Crtido de Aluminio Basico, merdar blén hasta formar un polvo Impalpable.

g 70,2 mi de KOH al 15%, mezciar bien hasta formar una pasta

lﬂ] |I3FE|E||FE|1'IE-E' &i?l'?ﬂ' Em|mﬁ[ﬂﬂl:lllﬂl pa. Mezzlar con una |'H1||3}'
cenirifugar por 2 mineos (s 1

g) Fiebir I3 fase dorohormica en meMImﬂmmmmmmEGmagmm
En |3 base gl coma, mﬂrlaama:::imesp-:rmmm 10 vaoes hastan:p.rHrnllﬂ[lﬂn‘-:u
extracto ev a en un vasa de 50 mi, do en £ & 5 gotas de Addo
sulfinco 0,0 Hmtfmmmnmfamanwmmﬂm £

f) Selava el embudo por demro  por flr GOn apoXimataments 15 mi e dordfamo,

) Se recogen tndos 105 |3vatos &n & vaso oo 105 exirachos, evaporar con calor SUave Sn lieger a

sequedal, dEEN0 =1 3 apa el 1 ml, que Oesagarecna pdamene & enfiar 21 un
plente con agua fria

M) Se agrega 5 mi ge acido suirico 001N, dos gotas de mjo de metlo y se fhuia & excesn o
acio con NaOH 0,01N
) Elcontenido de alcaloldes 52 Mporta como lupanina.

7212 Cakuios
1 mi de H:50,0,01N equivale 32,45 mg de lupanina.

W H30y gastato @ N H20y X 24,5 x Taclor de comeccion (B 2y
asa de |a muesira

% alcaloldes

B ENVASADD

81 Loe ganos de chocho Oesamargados deben smvasarss de fd maners que == protela
adecuadamente & producho.

82 El materal empleado dentro de los envases debe s nuewa, Implo y de calldad tal que evite
cualquier dafio exiemo o Indemd al producha.

83 Los ervasas deben sallsfacer |as caracieristicas de calidad, higens, vendladon y ressiencia
para aSeQUIar Una manipulacion, Tanspors v CONSSNVackn adecuados o2 oS de chocho
desamangad. Los envasas deben estar de cugiquisr mateia u olor e

.4 El empacado 52 dee r2alizar en condoiones asepioas.

(Continga
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5. ROTULADO

81 5 & producto no e6 visible para el consumidor, & contenido de cada envase debe llevar ura

etiqueta con &l nombre del almento, pudisngo constar tamoien e nombe de |3 vanedad.

52 Sepemie d uso de materaes, en pariouar papsl o ssllos, que leven a5 aspedficacionss

comerdiales, slemone ¥ cuando es1en Imprests o eliquetados con ks o pegamena ro toxioos.

83 Se verificara el sallado y etiquetado comecto de los empaques. En |3 etiqueta debe constar 13

facha de etaboracién, caducidad, pesd nebo & Informacion nutriclonal del grana.

5.4 Fecha de caducidad [xpiradion:

- Enfunda de paletiend y en condicionss amblentaies 2 dias

- Enfunda de palefieno y en refrigeracion 10 dias

- Enfunda de pallefieno y en congelacion 150 dias

{Contings)
- oo p
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APENDICE 7

Z1 DOCUMENTOS HORMATIVDS & COMSULTAR

Morma Tecrica Ecusionana NTE INEN 1 2331995 Granos y ceredies. Muesire,

Morma Técrica Ecustonana NTE INEN 1 235:1387  Granos y cersales  Deferminacin  oef
contenido de humedad

Morma Tecrica Ecusionana NTE INEM 1 51501987  Granos y coresles.  Cribas metaicas o
mandas y lamices.  Tamafo nomingl de Ja
abartura

Morma Tecrica Ecusionana NTE INEN 1 520-5:1000 Contl micrblokigico o8 los  alimentos.
Deferminacidn ~ def  namem e
nmmmm:.sae.mi:tsmﬂmsﬁﬁ

Morma Tecrica Ecustonana NTE INEN 1 52071000 Contl microbiokigico o8 los  alimentos.
Emmmmmﬁm
por i tenka de recuerts de colnkas

MNorma Técrica Ecuatonana NTE INEN 1 520-8:1998 Contri micrbloidigics o8 los  alimentos.
Determinacion de colfrmes fecaies i E. coll

Morma Técrica Ecustodana NTE INEN 1 S20-1011998  Confrd microbioiipics de Jos allmentos.
Mahos y levaduras viabies. RECUENED &N plasa
por skembia en profundida,

Morma Tecrica Ecudionana NTE INEN 2 3302004 Legumingsas.  Grang amago o chocha

£2 BASES DE ESTUDIO

Moma Técnica Ecumionana INEN 1 5522004 Granas y cereaies. Cabade. Requestos [T Rev)
Irestibuin Ecusionana de Normallzacion, INEM. Gulto, EIIYL

Calcedn, C., Perata, £, Vilacres, £, Rivera, M. Poscosecha y Mevcadeo oe chocho (Lupihus
mutahils Sweet) Programa Maclonad de Leguminosas. Estacion Experimental Santa Catalina
INIAP. Guiito, 2 001.

Caloedo, C.. Peralta, E. Zonficacién Patenclal, Sisiemas oe Producsion y Procesamisnta Artesanal
gl Chocho [Lupinus mutablis Sweet). Programa Macional de Leguminoss. Estacion Expermenta
Santa Catalina. INIAP. Quito, 2 DOO.

Organizacion Munda de la Salud FACYOMS sobre Mormas Allmentanas. Programe Conjunio
ge i35 MNackones Unidss pars i Agricuiors i B Almeniacion. Codex  Allmenianius.
ol 5B. Roma, 1994,

The Association of ofidal andiyiical chemisis — ADAC. Ofica! Methods of Analsls. Edibed oy
Kemneth Helrich. Winginia, 1980

mss, . BT CLiiiD i Ja wiilzscian de! fanwd - Loypinos mutabilvs Sweet. Estudio FACC Proguccion y
probeccion wegetal. Edional GTZ. Roma, 1 582

Moma Técrica Ecuaioiana INEN 1 5611587 Grancs y cereaies. Lenfas en Grano. Requisios.
Irestibuin Ecustoana de Mormallzacion, INEM. Guito, 1987

ion Baer, Dietrich Relmendes, £, y Febdnelm W, LEtooo Stdmeiico. Z. Lebensm. Umers Forsh
164, Pag. 27 -31. Alemanla, 15749,
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INFORMACION COMPLEMENTARIA
Dhocume min: TITULD: LECGTRIGAS. GRAND DESAMARGATM DE i
NIEINEM 2330 CHOCHO. BEQUTSITOS AG 504415
Fuocka de tviciaciom dal estadio: Facka de aprobacon amterior por Comegjo Directie
23-07-15 Cdicalimcion con ol Cartcter de
P Acnardo Mo da
pubdicade en ol Bagistro Cficial No. da
Frcko de ixicincion dal estadio:
Fackas de conmlta prablica de 2
Sphormite Téomicn: GRANOS Y CEREALFS
Focka de tciaciom: 2003-08-13 Fucha do aprobacion:  200=-00-19
Irograntu: del Subcomis Tacnico:
NOARRES: TNETITUCTON REPRESENTADA:
Ing Edmrds Pealt (Presddants) INETITUTO NACTOMNAL ATTTCMNOMO DE
INVESTICACTONES AGROPECTIARIAS -
INIAP
Ing Fluma Villacris INETITUTO NACTOMNAL ATTTCMNOMO DE
INVESTICACTONES AGROPECTIARIAS -
INIAP
Iz Milon Guoarere ESCUELA POLITECHICA MACTOMNAL - EP
Ing. Clara k= SERNVICIO ECUATORTAND DE EANITIATY
AGROPECUIARTA - EEEA
Ing Maroclo Gallo PRODUCTOR ACGRICOLA
Dira. Olge Locom FACTILTAD DE CTFMCIAS FSPOCH
Img Manio Lavarde L'VERDE
Ing Harman Barmnjo ESPE -T454
Ing Rosa Yaper O (Seowaris Teonica) INEN
Cios, trémides:

B Comajo Direction del TNFM aprobd esie proyecio de normas an seeitm da  2005-07-21

Chcalimds come: Volmntaria Por Acnerds Minisharial Mo, 0F 653 de 2005-{8-31
Eegisiro Oficial Mo, 111 do H005-08-15
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Inebfuio Lesateriare de Hormallzackée, |IHLH - Bacesrko Morwno E2-28 y Av. 8 s Diclembre
Caplily TT-01-3884 - Tefa: (582 2|2 5310088 al 2 801851 - Fax (253 2] T BETE1A
Dirwookde Geearak E-Eai: fyrreciailines. gov s

Arws Taonka de Servicios Teoscldgiosa: E-Ealk rpaisgomfSirsn oo 0
Fegizeal Quayan: L-Hab-hoprrgaEie 80,90y 85
Megloral Azcay: L-Ealk loatrerafDican, 0oy, 0
Asglorol CRimccmamm: L-Mall: insncefondina- st et
(LA T T )
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Parroquia

Establecimientos
educativos

seleccionados

Bellavista

Padre Carlos Crespi

3 de Noviembre

Francisca Davila

Julio Matovelle

Federico Proano

Arzobispo Serrano

Alberto Andrade

Rafael Aguilar

Canaribamba

Julio Abad Chica

Aurelio Aguilar

El Batan

LDU

Hermano Miguel

El Sagrario

Pio XII

Ezequiel Crespo

Otto Arosemena

Corazé6n de Maria

El Vecino

Republica de chile

Luis Roberto Bravo

Mary Coryle

Carlos Crespi ll

Gil Ramirez

Sta. Mariana de Jesus

Alfonso Cordero

Huayna Capac

Fe y Alegria

San José la Salle

Huayna Capac

Republica de

Colombia
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Agora

Machangara

Mario Rizzini

Gabriel Cevallos

Monay

Ivdn Salgado

Catalina Guerrero

CEBCI

San Blas

Manuela Cafizares

Luis Cordero

San Sebastian

Hernan Cordero

Reinaldo Chico

Uruguay

Ulises Chacon

Sucre

Remigio Romero y
Cordero

Nuestra Familia

Bilingue

Interamericano

Eugenio Espejo

Panama

Totoracocha

Abelardo Tamariz

CEBIN

Ricardo Mufioz

Yanuncay

Ignacio Escandon

Leoncio Cordero

Velasco Ibarra

Ciudad de Cuenca

Juan Pablo Il

Nicolas Sojos

Liceo Americano

Hermano

Miguel

Héctor Sempertegui

Isabel Moscoso

e
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Anexo 3: Protocolo de Muestreo de Alimentos.

UNIVERSIDAD DE CUENCA
Laboratorio de Alimentos y Nutricion-Facultad de Ciencias Quimicas
2010
Manual de Calidad (Standard Operating Procedure)
SOP 5: Requisitos Técnicos
5.4: Procedimientos pre-analiticos
5.4.1: Protocolo de muestreo de alimentos para analisis proximal

PROTOCOLO DE MUESTREO DE ALIMENTOS

GENERALIDADES DEL TIPO DE MUESTREO

Tipo de fuente: Alimentos consumidos de venta en la via publica

Puntos principales de venta en la via publica: En las afueras de los Establecimientos
Educativos de la ciudad de Cuenca en los que se expenda granos de chocho
desamargado de consumo directo.

Método de muestreo: Muestreo estratificado
Se toman las muestras al azar de estratos definidos (parroquias) dentro de cada una de
las cuales se hace una seleccion aleatoria de los Establecimientos Educativos.

Tamaiio del alimento: minimo 100g.
Numero de muestras: 55 vendedores ambulantes, los cuales seran repartidos
proporcionalmente al tamario de los estratos (parroquias).

TIPOS DE MUESTRAS

Muestra primaria: 100g de grano desamargado de chocho tomado del conjunto total del
alimento, cada una proveniente de los estratos seleccionados.
Muestra analitica: 25g de grano desamargado de chocho tomado de la muestra primaria.

ALMACENAMIENTO DE LAS MUESTRAS

En general, el andlisis se hard en muestras recién recogidas. La cantidad de muestra
primaria (grano desamargado de chocho) sera minimo 100g, los mismos que se colocaran
en fundas estériles y seran transportados al laboratorio en hieleras. Luego se
homogenizara la muestra y se tomaran 25g seleccionados por el método del cuarteo para

proseguir con el andlisis microbiologico el mismo que se realizara por duplicado.
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UNIVERSIDAD DE CUENCA
Laboratorio de Alimentos y Nutricién-Facultad de Ciencias Quimicas

2010
Manual de Calidad (Standard Operating Procedure)

SOP 5: Requisitos Técnicos
5.4: Procedimientos pre-analiticos
5.4.1: Protocolo de muestreo de alimentos para anélisis proximal

Los 50g restantes de muestra se almacenaran en fundas estériles a una temperatura -
20°C.

REGISTRO DEL ALIMENTO MUESTREADO

1) IDENTIFICACION DE LA MUESTRA DE ALIMENTO

a. ldentificacién botanica

Cédigo: Numero de muestra

Nombre comtn Chocho

Nombre cientifico: Lupinus mutabilis Sweet.
Familia: Leguminosae (Fabaceae)

Género: Lupinus

Especie: mutabilis

Nombres alternativos: Tarwi, chocho, tahuri, lupino (Rivadeneira, 1999).

Tipo de alimento

Grupo de alimento: Cereales y productos derivados
Registro grafico:

Fig. 1: A) Planta de chocho. B) Grano de chocho. Fuente: (Asociacion de amigos del
jardin botanico de Gijoén, 2011 Consuiltado el 05 de Febrero de 2014, de
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UNIVERSIDAD DE CUENCA
Laboratorio de Alimentos y Nutricion-Facultad de Ciencias Quimicas
2010
Manual de Calidad (Standard Operating Procedure)
SOP 5: Requisitos Técnicos
5.4: Procedimientos pre-analiticos
5.4.1: Protocolo de muestreo de alimentos para andlisis proximal

http://www.amigosdelbotanicodegijon.com/actividades/fenologico/junio2011.asp; Villacrés
et al. 2006).

b. Identificacion del alimento muestreado

DEFINICION DE LA MUESTRA A RECOLECTAR

Estado de madurez

Forma: redonda u ovalada

Tamaiio: 5-15 mm de largo y 6-8 mm de ancho
Color: blanco- crema (Moreno, 2008)

Método de elaboracion:

Proceso de Desamargado Tradicional: comprende la seleccion, limpieza manual
del grano, hidratacion, coccién y lavado del grano. (Bacigalupo & Tapia; Tipan,
2007).

La hidratacion se realiza en 24 horas y generalmente se realiza en agua de
acequias, vertientes y en muy pocos casos se utiliza agua potable. La coccién se
realiza en cocinas de lefia o0 a gas y dura una hora. El lavado se realiza en agua
corriente de acequias o vertientes durante cuatro o cinco dias. El tiempo total para
el desamargado artesanal incluye un periodo entre cinco a siete dias. (Caicedo,
Peralta, Villacrés & Rivera, 2001).

Conservacion:

El mantenimiento del grano sumergido en agua y en refrigeracion es el sistema
mas adecuado para prolongar la vida Util del producto (10°C). Se puede también
congelar el grano, en este caso se produce una ligera modificaciéon de la textura.

Grado de preparacion: Totalmente cocinado
Medio de envasado: No aplica
Estado fisico: grano completo, redondeado, solido con un tamario de 5-15 mm de

largo y 6-8 mm de ancho

80
Rocio Loja
Mauricio Sanmartin




UNIVERSIDAD DE CUENCA

UNIVERSIDAD DE CUENCA
Laboratorio de Alimentos y Nutricién-Facultad de Ciencias Quimicas

2010
Manual de Calidad (Standard Operating Procedure)
SOP 5: Requisitos Técnicos
5.4: Procedimientos pre-analiticos
5.4.1: Protocolo de muestreo de alimentos para analisis proximal

Recipiente o envoltorio: Fundas de plastico. (Pinto y Tiaguro, 2012; Caicedo et,
al 2001)

2) REGISTRO DE LA PROCEDENCIA DE LA MUESTRA RECOGIDA

CODIGO: NOMBRE COMUN:  Chocho
CIUDAD: CUENCA FECHA DE RECOLECCION:
ZONA: URBANA HORA DE RECOLECCION:
PARROQUIA: LUGAR DE RECOLECCION:

PROCEDENCIA DE LA MUESTRA: | CODIGO DEL VENDEDOR:

ALMACENAMIENTO DE LA MUESTRA RECOLECTADA:
FECHA DE RECEPCION EN EL LABORATORIO:

DIMENSIONES FiSICAS DEL GRANO (cm) NUMERO DE UNIDADES
PESO TOTAL DEL ALIMENTO
PESO DE CADA UNIDAD (g)
RECOGIDO (g)
OBSERVACIONES:
FECHA DE
NOMBRE Y FIRMA DE QUIEN COMPLETA EL REGISTRO: REGISTRO:
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UNIVERSIDAD DE CUENCA
Laboratorio de Alimentos y Nutricion-Facultad de Ciencias Quimicas
2010
Manual de Calidad (Standard Operating Procedure)
SOP 5: Requisitos Técnicos
5.4: Procedimientos pre-analiticos
5.4.1: Protocolo de muestreo de alimentos para analisis proximal

3) DESCRIPCION PROMEDIO DE LA MUESTRA RECOGIDA TOTAL
Cédigo: Numero de muestra
Nombre comun: Chocho

Registro grafico:

Peso total del alimento recogido: 100g
4) REGISTRO DE LA MANIPULACION EN EL LABORATORIO
Cédigo: Numero de muestra
Nombre comin: Chocho
Método de preparacién para el consumo: Se basa en la previa coccion el mismo
que consiste en colocar los granos de chocho en una olla cubrir con agua y llevar a

ebullicién. Luego reducir el calor y cocinar a fuego lento sin tapar revolviendo
constantemente hasta que estén suaves.
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UNIVERSIDAD DE CUENCA
Laboratorio de Alimentos y Nutricion-Facultad de Ciencias Quimicas
2010
Manual de Calidad (Standard Operating Procedure)
SOP 5: Requisitos Técnicos
5.4: Procedimientos pre-analiticos
5.4.1: Protocolo de muestreo de alimentos para analisis proximal

Método utilizado para tomar muestras analiticas: el método utilizado es el de
cuarteo para esto se colocara la muestra sobre una superficie limpia se revuelve
varias veces con una espatula luego se divide en nueve segmentos iguales y tomar
porciones de muestra de las esquinas y del centro hasta completar la muestra para
realizar el andlisis.

Método de mezcla y reduccion: se homogeneizara la muestra seleccionada por el

método del cuarteo junto con el agua de peptona utilizando una licuadora.

Tipo de almacenamiento de muestras analiticas: se conservaran en recipientes de

vidrio con una tapadera hermética hasta el momento de realizar el analisis.

Adaptacion del libro:
Greenfield, H y Southgate, D.A.T. “Datos de composicion de alimentos, obtencion, gestion
y utilizacion”. 2006. Segunda edicion.
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UNIVERSIDAD DE CUENCA
Laboratorio de Alimentos y Nutricion-Facultad de Ciencias Quimicas

2010
Manual de Calidad (Standard Operating Procedure)

SOP 5: Requisitos Técnicos
5.4: Procedimientos pre-analiticos
5.4.1: Protocolo de muestreo de alimentos para analisis proximal
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Anexo 4: Modelo de la hoja de recoleccion de datos.

CODIGO: 7 NOMBRE COMUN:  Chocho

CIUDAD: CUENCA FECHA DE RECOLECCION: 436 /od0/3
ZONA: URBANA HORA DE RECOLECCION: 7.2:00
PARROQUIA: Sccye LIBAR O RECOLECC'ON/ ﬂfg‘%igﬁ Yok
PROCEDENCIA DE LA MUESTRA: | CODIGO DEL VENDEDOR: $¢73

Lawele Poname,

ALMACENAMIENTO DE LA MUESTRA RECOLECTADA: Alivicercets % 7éna/(J
oitites, Wm&,{bﬁﬁd) en hielerce

FECHA DE RECEPCION EN EL LABORATORIO: 93//0)20/3  Hes: /4330

DIMENSIONES FiSICAS DEL GRANO (cm) NUMERO DE UNIDADES
1513 157
PESO TOTAL DEL ALIMENTO
PESO DE CADA UNIDAD (g) RECOGIDO (g)
o7 164,§

OBSERVACIONES: [ayolobs Cansprtde. 1o chochas en wn cure

e ZLU[/CD, /c/?/a el cobello certe 5 oy (7N cm,rfuJ 0/49/?2/7727775/77/5

f ~ 0 » 2
é’acfos, con /cd AUSipas mones nwéfu el aém:ro, Mo usa Geciy b/ y
e V4

(09 Ler raging o FL.’C/Z/Z-( e[ inero

: FECHA DE
NOMBRE Y FIRMA DE QUIEN COMPLETA EL REGISTRO: REGISTRO:
= //my//oc/% <9}7/er,[//4 o3 Z/OZ,,’ZO/z
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Anexo 5: Guia de interpretacion Placas 3M ™ Petrifilm ™ para el recuento
de E. coli / Coliformes.

Placas 3M" Petrifilm
para el Recuento de E. coli/Coliformes

deInterpretacmn

Esta guia lo familiarizara con los resultados
de las Placas 3M™ Petrifilm™ para el
Recuento de E.coli/Coliformes.
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Placas 3M Petrifilm’

para el Recuento
de E, coli/Coliformes

Las Placas 3M™ Petrifilm™ para el Recuento de E.coli/Coliformes (Placa Petrifilm™ EC) contienen nutrientes de Bilis Rojo Violeta (VRB), un agente
gelificante soluble en agua fria, un indicador de actividad de la glucuronidasa y un indicador que facilita la enumeracion de las colonias. La mayoria de
las E. coli (cerca del 97%) produce beta-glucuronidasa, la que a su vez produce una precipitacion azul asociada con la colonia. La pelicula superior
atrapa el gas producido por E. coli y coliformes fermentadores de lactosa. Cerca del 95% de las E. coli producen gas, representado por colonias entre
azules y rojo-azules asociadas con el gas atrapado en la Placa Petrifilm™ EC (dentro del diametro aproximado de una colonia).

La AOAC Internacional y el Manual de Andlisis Bacterioldgico de la FDA de los Estados Unidos definen los coliformes como colonias de bacilos gram-
negativos que producen &cido y gas durante la fermentacion metabélica de la lactosa. Las colonias coliformes que crecen en la Placa Petrifilm™ EC,
producen un &cido que causa el oscurecimiento del gel por el indicador de pH. El gas atrapado alrededor de las colonias rojas de coliformes confirma
Su presencia.

E. coli = 49 (colonias azules con gas)
Total coliformes = 87 (colonias rojas y azules con gas)

La identificacion de los coliformes puede variar de pais
a pais (ver la seccion de incubacion y temperaturas en
las "Recomendaciones de uso").

Método validado por la AOAC Internacional

(NO use esta placa sola para la deteccion de E. coli 0157. Como la mayoria de otros medios para enumeracion de E. coli coliformes,
esta placa no indicara especificamente si esta presente alguna cepa 0157).
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No crecimiento = 0

Observe el cambio de color del gel de las figuras 2 a 8. Mientras el
recuento de E. coli o coliformes aumenta, el color del gel se vuelve
10j0 0SCUro 0 plirpura azulado.

Las burbujas del fondo son caracteristicas del gel y no son el
resultado del crecimiento de E. coli o coliformes. Ver el circulo 1.

Recuento de E. coli= 3

Cualquier azul en una colonia (de azul a rojo-azul) indica la
presencia de E. coli. La luz de frente mejoraré la deteccion del
precipitado azul formado por una colonia.

El circulo 1 muestra una colonia rojo-azul cuyo conteo se hizo con
luz de atras. El circulo 2 muestra la misma colonia con luz de frente.
El azul precipitado es mas evidente en el circulo 2.

UNIVERSIDAD DE CUENCA

Recuento de E. coli = 13
Recuento Coliformes Totales =28

El rango de recuento de la poblacion en las Placas Petrifilm™ EC es
de 15a150.

No cuente las colonias que aparecen sobre la barrera de espuma, ya
que han sido removidas de la influencia del medio selectivo. Ver el
circulo 1.

|
|
i
|
|

Recuento de E. coli= 17
Recuento estimado de Coliformes Totales = 150

El érea circular de crecimiento es de aproximadamente 20 cm’. El
recuento estimado se puede hacer en las placas que contienen més
de 150 colonias, al contar el nimero de colonias en uno o més de
los cuadrados representativos y al determinar el promedio por
cuadrado. Multiplique el nimero promedio por 20 y determine el
conteo estimado por placa.

88
Rocio Loja
Mauricio Sanmartin



UNIVERSIDAD DE CUENCA

MNPC (Muy Numerosas Para Contar):
para obtener un recuento mas preciso, diluya mas la muestra

Recuento aprox. ~ 10° Recuento aprox. ~ 10°
Las Placas Petrifilm™ EC con colonias que son MNPC, tienen una o Una alta concentracion de E. coli puede causar que el area de
més de las siguientes caracteristicas: Muchas colonias pequefias, . crecimiento se haga azul plirpura.

muchas burbujas de gas y el oscurecimiento del gel de un color rojo
aun azul plrpura.

Recuento presuntivo de E. coli ~ 8 Recuento aprox. ~ 10°

Recuento estimado de Coliformes Totales aprox. ~ 10° Cuando un niimero alto de organismos no-coliformes, como las
Cuando existen niveles altos de coliformes (10°), algunos tipos de E. Pseudomonas, estén presentes en las Placas Petrifilm™ EC, el gel
coli pueden producir menos gas y las colonias azules pueden ser puede volverse amarillo.

menos definitivas. Cuente todas las colonias azules sin gas y/o zonas
azules como E. coli presuntiva. Si es necesaria la confirmacion, aisle
las colonias azules sin gas para su posterior identificacion.
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Burbujas

Recuento total de coliformes = 3

Las particulas de alimento tienen forma irregular y no tienen

burbujas de gas.
o OQO
[} 0 @ &)
® @ 0 ° 0) 3 &)
1 0 4
2
S
® O ¢
8 9 10 12

Los ejemplos 1 a 10 muestran varios patrones de burbujas

asociados con colonias que producen gas.
Todas deben ser enumeradas.

UNIVERSIDAD DE CUENCA

Recuento Coliformes Totales = 78

Los patrones de burbujas pueden variar. El gas puede romper la
colonia y asi, esta Gltima 'delinea’ a la burbuja. Vea los circulos 1y 2.

Las burbujas pueden aparecer como resultado de una inoculacion
impropia o de aire atrapado dentro de la muestra. Tienen forma
irregular y no se asocian con una colonia. Vea el circulo 3.
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™ ne Do ™ mara dapiiantn e nli - ne
3M" Placas Petrifilm ™ para el Recuento de E. coli / Coliformes
Recomendaciones de uso

Para informaci6n detallada sobre ADVERTENCIAS, PRECAUCIONES, COMPENSACIONES POR GARANTIA / GARANTIA LIMITADA, LIMITACIONES POR
RESPONSABILIDAD DE 3M, ALMACENAMIENTO Y ELIMINACION, e INSTRUCCIONES DE USO, remitase al inserto de producto en el paquete.

Almacenamiento

Almacene los paquetes cerrados a una temperatura
<8 °C (<46 °F). Las placas deben usarse antes de

Para cerrar un paquete abierto, doble el extremo y 3 Mantenga los paquetes cerrados (segun se indica
su fecha de caducidad. En dreas de alta humedad,

séllelo con cinta adhesiva para evitar el ingreso de en el punto 2) a temperatura <25 °C (<77 °F) y
humedad y, por lo tanto, la alteracion de las placas. una humedad relativa <50%. No refrigere los

donde la condensacion puede ser un inconveniente,
es recomendable que los paquetes se atemperen al
ambiente del lugar de trabajo antes de abrirlos. Las
Placas 3M™ Petrifilm™ tienen un tiempo de vida (til
de 18 meses desde su fecha de elaboracion.
Observe la fecha de caducidad en la parte superior
de la placa.

Preparacion de la muestra

paquetes que ya hayan sido abiertos. Utilice las
Placas Petrifilm™ méaximo un mes después de
abierto el paquete.

Pese o pipetee la muestra en un recipiente

4 Prepare una dilucion de una muestra de alimento.*
adecuado, como una bolsa Stomacher, una botella

Adicione la cantidad apropiada de uno de los
siguientes diluyentes estériles: tampon Butterfield
(tampdn IDF fosfato, 0.0425 g/l de KH,PO, y con

Mezcle u homogenice la muestra mediante los
métodos usuales.

de dilucion o cualquier otro contenedor estéril pH ajustado a 7.2); agua de peptona al 0.1%; .
apropiado. solucion salina de peptona (método IS0 6887); Ajuste el pH de la muestra
s B koot Tl buffer de agua peptonada (método ISO 6579); diluida entre 6.6 y 7.2:
CUZSIE L ML RO s S L solucion salina (0.85 a 0.90%); caldo letheen libre _—
de bisulfato 0 agua destilada. © Para productos écidos: use
solucion 1N de NaOH.
N_n uﬁlicq ol e LI o ® Para productos basicos: use
citrato, bisulfito o tiosulfato de I pr ol
sodio, porque pueden inhibir el SoluGion e oe L.
crecimiento.
Inoculacion
(20
© \

Coloque la Placa Petrifilm™ en una superficie plana
y nivelada. Levante la pelicula superior.

Rocio Loja
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Con la Pipeta Electronica 3M, o una pipeta equivalente

perpendicular a la Placa Petrifim™, coloque 1 ml de la
muestra en el centro de la pelicula inferior. Asegiirese
de no tocar la placa con la punta de la pipeta.
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Baje con cuidado la pelicula superior para evitar
que atrape burbujas de aire. No la deje caer.
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Lado rugoso

" Lado liso

Levante el dispersor. Espere, por lo menos un

Con el lado liso hacia abajo, coloque el
minuto, a que solidifique el gel.

dispersor en la pelicula superior sobre el

11

Presione suavemente el dispersor para
distribuir el inéculo sobre el érea circular. No

indculo. gire Ni deslice el dispersor.
.z .r
Incubacion Interpretacion
@ 0)
o =)
Incube las placas cara arriba en grupos de no Las Placas Petrifilm™ pueden ser contadas en Las colonias pueden ser aisladas para su
mas de 20 piezas. Puede ser necesario un contador de colonias estandar u otro tipo de posterior identificacion. Levante Ia pelicula

humectar el ambiente de la incubadora con un
pequeio recipiente con agua estéril, para
minimizar la pérdida de humedad.

lupa con luz. Consulte la Guia de Interpretacion
para leer los resultados.

superior y tome la colonia del gel.

Comentarios adicionales

* Nota: Recuerde inocular y poner el aplicador antes de pasar a la siguiente Placa.

El tiempo de incubacion y la temperatura varian
seguin el método. Los métodos aprobados mas
conocidos son:
» AOAC método oficial 991.14
Para coliformes:
Incubar 24 h+2ha35°C +1°C.
Para E. coli:
Incubar 48 h+2ha35°C +1°C.
* AOAC método oficial 998.08
Para E. coli (carnes, aves, mariscos):
Incubar24h+2ha35° = 1°C.

* Para contactar localmente a 3M Microbiologia en Latinoamérica, visitenos en
nuestra pagina de internet: www.3M.com/microbiology.

rMC

* Método NMKL (147.1993)
Para coliformes:
Incubar 24 h +2ha37°C +1°C.
Para E. coli:
Incubar 48 h +2ha 37°C +1°C.

Reactivas ¢4 Medios de Coltive

Cdla. Profesor Aguirre Abad Mz. 1A SL .49
junto a edificio TAMASA
Telfs: 2283282 - 2283270 - 2291671

2291673 - Fax: (593-4) 2294346
E-mail: acrespo@rmc-ec.com
Sucursal Quito: Av. América N35-29 y Hernandez Girén
Ofic. 303 - Telefax: 2448290 - 2448292

3M Argentina 3M Chile 3M El Salvador 3M Jamaica 3M Paraguay 3M Uruguay
0800 333 3547 562 4 1037 46 503 22100834 87 69 37 38 5965 5952 16 19 9229 59 82 4093 341 ext 228
ST €0 3M Costa Rica 3M Repuiblica Dominicana  3M México 3M Perdl
3M Bolivia 506 22771000 Fax. 1809 530 6560 52 55 52 702216 51122427 28
800 102 102 506 22603838 ext 318, 322 499 52 55 52 702212 M Puerto Rico
il i 3M Colombia 3M Guatemala ST 7876 2046 00 Petrf istrada de 3M
3M Brasil 01800113636 502 2379 3636 3M Nicaragua T F:v(;r' :gc?csl:r"a MAlCATRYINaEa .
0800 155150 571 410 8555 5052 6529 88 2
551 9 3838 7000 3M Honduras 1868 62 38 917 © 3M 2009.

3M Ecuador 50 45 5187 77 3M Panama Reservados todos los derechos.

593 42800 777 507236 52 22 70-2008-8105-3
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Anexo 6: Guia de interpretacion Placas 3M ™ Petrifilm ™ para el recuento
de Aerobios (Cuenta total en placa o aerobios mesofilos)

Placas 3M" Petrifilm*
Placas para el Recuento de Aerobios AC

de Interpretc

Esta guia lo familiarizara con las Placas 3M™

Petrifilm™ para el Recuento de Aerobios (cuenta
total en placa o aerobios mesdfilos).
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Placas 3M Petrifilm

Placas para el Recuento e

de Aerobios AC

Las Piacas 3M™ Petrifilm™ para Recuento de Aerobios Totales (Aerobic Count AC) son un medio de cultivo listo para usar, que contiene los nutrientes del
Agar Standard Methods, un agente gelificante soluble en agua fria y un indicador de color rojo que facilita el recuento de las colonias. Las Placas
Petrifilm AC se utilizan para el recuento total de bacterias aerobias en productos, superficies, etc.

Conteo de Bacterias Aerobias =152

El indicador rojo que se encuentra en la placa colorea
las colonias para su mejor identificacion. Cuente todas
las colonias rojas sin importar su tamafio o la intensidad
del tono rojo.
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2 3
Conteo de Bacterias Aerobias = 0 Conteo de Bacterias Aerobias = 16
La Placa Petrifilm™ para Recuento de Aerobios Totales es de facil La figura 3 muestra una Placa Petrifilm™AC con crecimiento bajo de
interpretacion. La figura 2 muestra una placa sin crecimiento de colonias.
colonias.

4 5

Conteo de Bacterias Aerobias = 143

El rango recomendado de conteo en la Placa Petrifilm™AC esté entre
25-250 colonias. Obsérvese la figura 4.

Rocio Loja
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Conteo de Bacterias Aerobias = 560 “estimado”

Cuando el nimero de colonias es mayor a 250 (como se puede
observar en la figura 5), por su excesivo crecimiento, los conteos
deben ser estimados. Determine el promedio de colonias en un
cuadrado (1 cm’) y muttipliquelo por 20 para obtener el conteo total
por placa. El rea de inoculacion de Petrifilm™ AC es de 20 cm’.
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MNPC (muy numeroso para contar):
para obtener mejores resultados, diluya su muestra.

6
Conteo de Bacterias Aerobias = MNPC
Conteo estimado: 10°
La figura 6 muestra una Piaca Petrifilm™ AC con colonias muy
numerosas para contar.
’
8

Conteo de Bacterias Aerobias = MNPC

Conteo estimado: 10°

Con recuentos muy altos, el drea total de crecimiento puede virar o
tornarse rosa, como se muestra en la figura 7. Usted podria observar
colonias individuales slo en el borde del drea de crecimiento.
Registre este resuitado como muy numeroso para contar (MNPC).

Conteo de Bacterias Aerobias = MNPC

Conteo estimado: 10

Ocasionalmente, la distribucion de las colonias puede aparecer de
forma desigual, no homogénea, como se muestra en la figura 8. Esto
también es una indicacion de un resultado MNPC.

Rocio Loja
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Conteo de Bacterias Aerobias = MNPC

Conteo estimado: 10"

Las colonias de la figura 9 podrian confundirse como contables a
primera vista. Sin embargo, si usted observa detalladamente el
borde o filo del drea de crecimiento, podré visualizar una alta
concentracion de colonias. Registre este resultado como MNPC.
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Licuefaccion del gel y particulas de productos

Conteo de Bacterias Aerobias = 160

Como se aprecia en la figura 10, algunas especies de bacterias
pueden llegar a licuar el gel de las Placas Petrifilm™ AC.

Cuando esto ocurra:

1. Determine el promedio en los cuadros no afectados y estime los
resultados.

2. Realice conteos preliminares para verificar el crecimiento; la
licuefaccion generalmente se presenta de manera tardia.

10

Conteo de Bacterias Aerobias = 83
Debido a que en las Placas Petrifilm™ AC las colonias de aerobios se
: tifien de rojo, se las puede diferenciar de particulas o residuos de
¥ » producto, ya que éstos tienen una forma irreqular y color opaco
] (observe los circulos 1 y 2 de la figura 11).

1"
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Placas 3M" Petrifilm” para el Recuento de Aerobios
Recomendaciones de uso

Para informacion detallada sobre ADVERTENCIAS, PRECAUCIONES, COMPENSACIONES POR GARANTIA / GARANTIA LIMITADA, LIMITACIONES POR
RESPONSABILIDAD DE 3M, ALMACENAMIENTO Y ELIMINACION, e INSTRUCCIONES DE USO, remitase al inserto de producto en el paquete.

una temperatura Mwwmmm.mum
sl'cm‘g mummma séllelo con cinta adhesiva mdma
de caducidad. En dreas de alta humedad, m;wbmhmm-m

mwauwaumm-;m
de elaboracion. Ia fecha de caducidad en
la parte superior de la placa.

Preparacion de la muestra

Prepare una dilucion de 1:10 de fa muestra. Pese 0 wum de uno de los 6 Mezcle u homogenice la muestra mediante los

pipetee la muestra en un contenedor apropiado de tampon Butterfield
Stomacher, botella de diucion 0 cualquet otro muunnmumwo ycon
contenedor estéril. wmammamdom Ajuste el pH de la muestra
MO St | epan et
i © Para productos acidos: use
S solucion 1N do NaOH,
* Para productos bésicos: use
solucion 1N de HCL.
|

7 | e ——
semitransparente superior. muestra en el centro de ‘a pelicula infericr.
de no tocar Ia piaca con la punta de la pipeta.
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Lado Liso
s )
coloque Presione suavemente el dispersor 0 esparcidor Levante el dispersor o esparcidor. Espere por
10(:mdldomwm-:nmmd 11mwummu2um 1 Jomenos 1 minuto a que se solidifiue el gel y
superior, cubriendo totaimente la muestra. No gire ni deslice el dispersor. Recuerde proceda a la incubacion.
distribuir la muestra antes de inocular una
siguiente placa.
Incubacion Interpretacion
o, )
5] Q

Incube sin necesidad de invertir las placas en Las Placas 3M™ Petritim™ pueden ser Las colonias pueden ser aisiadas para su
contadas en un contador estindar identficacion posterior Levante la
13”““”““““:?” 14 umm:‘nl:mmmm&::hﬁmde 15mympumougu.m
incubadora con un pequefio recipiente de agua interpretacion para leer los resultados.
estéri, para minmizar 2 pércica e humecad
tempo te nonaciny isenpeees. | cOMENtarios adicionales
SR R Nota: Recuerde inocular y poner el aplicador antes de pasar a la siguiente Placa
* Nota: i i
El método mas conocido es: Lo i
« AGAC método oficial 986.33 « Para contactar localmente a 3M Microbiologia en Latinoamérica, visitenos en
(leche y productos lActeos) nuestra pagina de intemet: www.3M.com/microbiology
Incubar 48 hrs. (+ 3 hrs) a 32 °C ( 1 °C).
« ADAC meétodo oficial 990.12 3 Rmc
Incubar 48 hrs. (= 3 hrs.) a 35 °C (+ 1 °C). ‘ .
« AFNOR método validado 3M 01/1-09/89 Reactivos 4 Medios de Cultive
Incubar 72 hrs. (= 3 hrs,) a 30 °C. ‘
Cdla. Profesor Aguirre Abad Mz. 1A SL.49
« Método MNKL 146.1993 Z e
Incubar 72 hs. (+ 3 hrs) a 30 °C. juntoaedlfimo TAMASA

Telfs: 2283282 - 2283270 - 2291671
2291673 - Fax: (593-4) 2294346
E-mail: acrespo@rmc-ec.com
Sucursal Quito: Av. América N35-29 y Hernéndez Gir6n

M Ofic. 303 - Telefax: 2448290 - 2448292
3M Argentina 3M Costa Rica 3M Repiblica Dominicana 3M México 3M Perd
0800 333 3547 506 22771000 Fax. 1809 530 6560 52 5552 702216 5112242128
54114469 8200 506 22603838 ext 318,322 499 52 5552 702212
01800 700 9600 3M Puerto Rico
3M Bolivia 3M Colombia 3M Guatemala 78 76 2046 00
800 102 102 01800113636 502 2379 3636 3M Nicaragua
59133412195 571410 8555 5052 6529 88 3M Trinidad
3M Honduras 1868 62 38 917
3M Brasil 3M Ecuador 5045518777 3M Panami
0800 155150 503 42800 777 5072 36 52 22 3M Uruguay Petrifilm es una marca registrada de 3M.
5519 3838 7000 IM Jamaica 59 82 4093 341 ext 228 Favor reciclar.
3M El Salvador 87 69 37 38 5965 3M Paraguay © 3M 2009.
3M Chile 503 22100834 5952 16 19 9229 3M Venezuela Reservados todos los derechos.
562 4 1037 46 020129578 039 70-2008-8102-0
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Anexo 7: Guia de interpretacion Placas 3M ™ Petrifilm ™ para el recuento
de Mohos y Levaduras.

Placas 3M" Petrifilm
para el Recuento de Mohos y Levaduras

-’:.’. .. o ‘.::g
L4 ;..
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o 60)0
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Placas %l\ﬁ Petrifiim

o Recuento

e Mohos y Levaduras

Las Placas 3M™ Petrifilm™ para Recuento de Mohos y Levaduras (Yeast & Molds, YM) son un medio de cultivo listo para usarse, que contienen
nutrientes de Saboraud, dos antibidticos, un agente gelificante soluble en agua fria y un indicador de fosfatos (BCIP) que promueve el contraste y
facilita el recuento de las colonias.

e
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Recuento total = 20
Recuento de Levaduras = 16
Recuento de Mohos = 4

La Placa 3M™Petrifilm™ de la Figura 1 contiene colonias
tanto de Mohos como Levaduras.



*, S
.
2 3
Recuento de Mohos y Levaduras = 0 Recuento estimado total 500
En la Figura 2 se muestra una Placa 3M™ Petrifilm™ sin crecimiento Recuento estimado de Levaduras 480 /
de Mohos ni Levaduras. Recuento de Mohos = 21

Cuando el nimero de colonias es mayor a 150, el recuento debe ser
estimado. Determine el promedio de colonias en 1 cuadrado de la
placa (1 cm’) y muttipliquelo por 30 para obtener el conteo total por
placa. £l 4rea de inoculacion de 3M™ Petrifilm™ es de 30 cm’. Las
colonias de levaduras pueden tomar diversos tonos, desde color
beige (como se ve en esta foto) hasta rosa, o color azul verdoso.

b,

4

Recuento de Levaduras = MNPC Recuento estimado de Mohos = 64
Recuento estimado de Levaduras >10° Las colonias de Mohos de fa Figura 5 estén empezando a unirse y
La Figura 4 corresponde a una Placa 3M™ Petrifilm™ que es muy sobreponerse una encima de otra en la placa. Cuente cada margen
numerosa para contar (MNPC). Las colonias azules pequefias de colonia 0 enfoque. La placa se puede dividir en secciones para
(resaltadas en el recuadro) del borde del drea de crecimiento se facilitar el recuento. En este ejemplo aproximadamente 1/4 de la
encuentran presentes a través de toda la placa, pero menos visibles. placa se ha contado, luego se multiplicd este valor por 4, para

obtener el recuento estimado de esta placa. La seccion dividida

contiene 16 Mohos.
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Recuento de Mohos MNPC / Recuento de Mohos = 64

Las Placas que se muestran en las Figuras 6A y 68 son de la misma
muestra. La Figura 6A corresponde a una dilucion 1:10 y tiene

colonias que son muy pequefias, tenues y numerosas, haciendo muy
‘ dificil su recuento. La Figura 68 corresponde a la dilucion 1:100 y
. ’ evidencia cémo diluyendo las muestras se pueden obtener placas
23 . con crecimientos deseables (15 - 150), lo que facilita el recuento.
Como en la mayoria de los medios de crecimiento, en un medio

* 3 ‘I X ambiente altamente competitivo (como la figura 6A) el crecimiento

é’ tipico de las colonias se va a ver inhibido. Para muestras altamente

8 contaminadas como ésta, se recomienda hacer mayores diluciones

o E) para obtener conteos mas exactos y poder observar crecimientos
: tipicos del crecimiento de las colonias (como se puede ver en la
,” figua 8],

Reaccion de Fosfatasa

P

Recuento de Mohos y Levaduras = 0 Recuento de Mohos y Levaduras = 0

La Placa 3M™ Petrifilm™ cuenta con un indicador de fosfatasa. Por eso algunos alimentos crudos y procesados que contienen fosfatasa pueden causar
un cambio de color azul en el gel de la Placa 3M™ Petrifilm™. Se pueden observar dos tipos de reacciones: un color uniforme azul de fondo o puntos de
color azul intenso. En la figura 7 se observa el color uniforme azul de fondo, mientras que la figura 8 se encuentran los puntos de color azul, lo que es

més comun en especies y productos granulados. La figura 8 evidencia particulas de alimento que produjeron fosfatasa. Para reducir la reaccion de
fosfatasa, siga una de las siguientes técnicas:

1. Diluya la muestra: diluciones sucesivas minimizaran fa producci6n del color azulado en el fondo de la placa o la presencia de los puntos intensos
color azulados.

2. Preparacion de la muestra: Homogeneice la muestra y permita que se asiente unos minutos antes de inocular la placa. Tome la muestra del
centro del frasco de dilucidn o utilice filtros para separar las particulas grandes del volumen de indculo a sembrar en la placa.

3. Revise y anote: Observe las placas entre las 24 - 30 horas de incubacién y anote si existe cualquier cambio de color que pueda ayudarle a la
interpretacion final de los resuttados.
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Diferenciacion Macroscopica

Si es necesario diferenciar las colonias de Mohos y levaduras en las Placas Petrifilm™ YM, observe una o més de las caracteristicas tipicas que aqui se

muestran:

Conteo de Levaduras = 43

La Figura 9 muestra colonias tipicas de Levaduras, que incluyen
las siguientes caracteristicas:

* Las colonias son pequefas.
o Tienen filos o bordes definidos.

« El color de las colonias puede variar desde beige o crema, hasta
azul verdoso.

« Tienen apariencia abultada, es decir, con una ercera dimension:
CoNvexas.

 Son de color uniforme, no difusas.

Diferenciacion Microscopica

10

Conteo de Mohos = 29

La Figura 10 muestra colonias tipicas de Mohos, que incluyen

las siguientes caracteristicas:

* Las colonias son grandes.

« Tienen bordes difusos, sin limite definido.

« El color de las colonias puede variar, ya que los Mohos producen
una variedad de pigmentos; por ejemplo: café, beige, naranja,
azul verdoso, efcétera.

o Las colonias tienen apariencia plana.

* Tienen un centro oscuro y se expanden difusamente alrededor del
mismo.

Los Mohos y Levaduras son organismos relacionados y no siempre se puede distinguir entre ellos sin la identificacion microscopica.

Para aislar colonias para su

&° ©
7 o

9 ©0
= o =~

Los Mohos tipicamente
‘aparecen como estructuras Mohas en diferentes etapas de

También se pueden encontrar

la pelficula superior y repique porta objetos para microscopioy  pueden ver como brotadas o ramificadas, como hilos 0 germinacion.
una colonia del gel utiizando un  coloque encima el cubre objetos;  abultacas. filamentosas (micelios).
asa 0 dispositivo similar obsérvela bajo microscopio.
104
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3M" Placas Petrifilm " para el Recuento de Mohos y Levaduras
Recomendaciones de uso

Para informacion etallada sobre ADVERTENCIAS, PRECAUCIONES, COMPENSACIONES POR GARANTIA / GARANTIA LIMITADA, LIMITACIONES POR
RESPONSABILIDAD DE 3M, ALMACENAMIENTO Y ELIMINACION, e INSTRUCCIONES DE USO), remitase al inserto de producto en el paquete.

Almacene los paguetes cerrados a una temperatura Para cerrar un paquete ablerto, doble el sobre y Mantenga los paquetes cerrados a temperaturas <

<3 8°C (46°F). Las placas deben usarse antes de sélielo con cinta adhesiva para evitar el ingreso de a25°C (77°F) y una humedad relativa < 50%. No
su fecha de caducidad. En dreas de alta humedad, humedad y, por io tanto, [a alteracion de las placas. refrigere los paguetes que ya hayan sido adiertos.
donde la condensacion puede ser un Utilice las Placas Petrifilm™ maximo 1 mes Para aimacenamiento prolongado de paguetes
s recomendable que los paquetes después de abierto el paquete. abiertos, coloquelos en un contenedor hermético
se atemperen al ambiente del lugar de trabajo (tipo funda con cierre) y guardelos en congelacion.
antes de abrirlos. Las Placas 3M"™ Petrifim™ tienen Para usar as placas, saque el paquete del
un tiempo de vida (bl de 12 meses desde su fecha congelador, refire el numero de placas necesarias
de elaboracidn. Observe [a fecha de caducidad en ¥ quarde ef resto en las mismas condicones antes
[a parte superior de a placa. descritas hasta su fecha de caducidad.

Preparacion de la muestra

Prepare al menos una dilucion de 1:10 de la Adicione I cantidad apropiada de uno de los Mezcle u homogeneice la muestra mediante los
muestra. Pese o pipetee la muestra dentro de un siguientes diluyentes estériles. buffer Butterfield 6 métodos usuales.
Rempmios S 0 i 0 72 apn 1% IR R
a7.2), agua f
recipiente estéril. solucién salina de peptona (método IS0 6887), m.:;”,:.
agua peptonada buferada  método IS0 6579),
sohucidn salina (0.85 a 0.90%), caldo Letheen © Para productos dcidos: use
libre de bisulfato 0 agua destilaca. solucion 1N de NaOH.
No utilice buffers que contengan citrato, © Para productos basicos: use
bisulfito o tiosulfato de sodio, porque solucion 1N de HCL.
pueden inhibir el crecimiento. Si se
encuentra la utilizacion de
buffer de citrato, substitiiyalo con
A
y
Inoculacion

o)

Coloque la Placa Petrifilm™ en una superficie plana Con k2 Pipeta Blectrénica 3M , 0 una pipeta equivalente Libere la pelicula superior dejando que caiga sobre
y nivelada. Levante la pelicula superior. perpendicular 2 2 Placa Petrifim, coloque 1 mi de la la muestra,
muestra en el centro de ka pelicula inferior.
de no tocar la placa con la punta de ia pipeta.
105

Rocio Loja
Mauricio Sanmartin



UNIVERSIDAD DE CUENCA

Sosteniendo la barra cruzada del dispersor
para Mohos y Levaduras, coldquelo sobre la
pelicula superior, cubriendo totalmente la
muestra,

Incubacion

1 1 Presione suavemente el dispersor para distribuir 1 2 Levante el dispersor. Espere por lo menos 1

la muestra. No gire ni deslice el dispersor.

Interpretacion

minuto para permiti zze se solidifique el gel y

proceda a la incubaci

1 Incube las placas cara arriba en grupos de

hasta 20 unidades a 20 °C-25 °C por 3-5 dias.

Algunos Mohos pueden crecer rapidamente,
por lo que puede ser tl leer y contar las
placas a los 3 dias, ya que las colonias més
pequefias se verdn més obscuras que los
Mohos ya crecidos a los 5 dias. Si las Placas
presentan demasiado crecimiento al dia 5,
registre el resultado obtenido al dia 3 como
“estimado” Puede ser necesario humectar el
ambiente de la incubadora con un pequeno
recipiente con agua estéril, para minimizar la
perdida de humedad.

El tiempo de incubacion y las temperaturas
varia segln el método.

El método mas conocido es:
« AOAC Método oficial 997.02
(en alimentos)
Incubar 5 dias entre 21 °C y 25 °C.

Las placas Petrifilm™ pueden ser contadas en
. un contador de colonias estandar o con una
fuente de luz amplificada.

rRMC

Reactivos y Mediss de Cultivo

Cdla, Profesor Aguirre Abad Mz. 1A SL.49
junto a edificio TAMASA
Telfs: 2283282 - 2283270 - 2291671
2291673 - Fax: (593-4) 2294346
E-mail: acrespo@rmc-cc.com
Sucursal Quito: Av. América N35-29 y Herndndez Gir6én
Ofic. 303 - Telefax: 2448290 - 2448292

3M Argentina 3M Costa Rica 3IM Repuiblica Dominicana  3M México 3M Perii
0800 333 3547 506 22771000 Fax. 1609 530 6560 52 55 52 702216 5112242728
54114469 8200 506 22603838 ext 318, 322 499 52 55 52 702212
01800 700 9600 3M Puerto Rico
3M Bolivia 3M Colombia 3M Guatemala 78 76 2046 00
800 102 102 01800113636 502 2379 3636 3M Nicaragua
59133412195 571410 8555 5052 6529 88 3M Trinidad
3M Honduras 1868 62 38 917
3M Brasil 3M Ecuador 50 45 5187 77 3M Panaméa
0800 155150 593 42800 777 50 72 36 52 22 3M Uruguay Petrifilm es una marca registrada de 3M.
5519 3838 7000 3M Jamaica 59 82 4093 341 ext 228 Favor reciclar,
3M El Salvador 87 69 37 38 5965 3M Paraguay © 3M 2009.
3M Chile 503 22100834 5952 1619 9229 3M Venezuela Reservados todos los derechos.
562 4 1037 46 02012 95 78 039 70-2008-8104-6
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Anexo 8: Historial de resultados del recuento microbiolégico por 3M placas Petrifilm de Coliformes totales, E. coli,
Aerobios mesoéfilos, mohos y levaduras en el grano de chocho desamargado recolectado en los establecimientos

educativos de la ciudad de Cuenca, expresados en UFC/g y NMP/g.

Recuento de Recuento de Recuento
Ly . Recuento de . total de
. : Cddigo de la Coliformes . Aerobios
Numero Parroquia E. coli . Mohos y
muestra totales (NMP/g) mesofilos levaduras
NMP F
(NMP/g) (UFC/g) (UFCIg)
1 | EL BATAN EBO1A 30 30 10 3640
EBO1B 20 40 10 3030
2 | BELLAVISTA B0O2A 260 0 0 7520
B02B 220 0 0 6620
3 | BELLAVISTA BO3A 20 0 0 1360
BO3B 10 0 0 1350
4 | BELLAVISTA BO4A 210 0 0 3000
B04B 220 0 0 3050
5 | BELLAVISTA BO5A 2200 0 0 17000
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BOSB 1800 0 10 17430
6 | SUCRE S02A 110 0 10 18000
S02B 80 0 10 18200
7 | SAN SEBASTIAN SSO01A 10 0 0 1360
SS01B 10 0 0 1400
8 | GIL RAMIREZ GRO1A 0 10 10 2000
GRO1B 0 10 10 1800
9 | HUAYNA CAPAC HCO1A 5000 0 0 1110
HCO1B 4200 0 0 1110
10 | HUAYNA CAPAC HCO2A 270 0 0 5000
HCO02B 290 0 0 5290
11 | SUCRE SO03A 3000 10 46000 35000
S03B 2900 10 45800 34740
12 | SUCRE SO04A 40 0 0 52000
S04B 40 0 0 55400
13 | SUCRE SO05A 40 0 10 198000
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S05B 30 0 20 195530
14 | EL SAGRARIO ESO1A 1100 0 980000 18800
ES01B 1050 0 985400 21700
15 | EL SAGRARIO ESO02A 1660 0 1680000 20040
ES02B 1600 0 1660000 18900
16 | EL SAGRARIO ESO3A 300 150 1360000 14000
ES03B 460 180 1504000 14150
17 | EL SAGRARIO ES04A 570 0 1150 10680
ES04B 640 0 1230 10800
18 | BELLAVISTA BO1A 200 0 750 660
BO1B 320 0 690 690
19 | YANUNCAY Y02A 210 0 600 1920
Y02B 170 0 500 1870
20 | EL VECINO EVO1A 240 10 360 13800
EV0O1B 300 30 450 15900
21 | EL VECINO EV02A 390 130 350 840000
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EV02B 300 140 390 864350
22 | EL VECINO EVO4A 600 0 3200 2180
EV04B 550 0 4000 2210
23 | GIL RAMIREZ GRO2A 470 0 600000 2370
GR02B 640 0 610820 2500
24 | SAN SEBASTIAN SS04A 650 0 1390 1260
SS04B 740 0 1590 1160
25 | SAN BLAS SBO1A 380 0 2400 420
SB01B 430 0 2200 560
26 | SAN BLAS SB02A 2000 0 770 14400
SB02B 2200 0 890 15900
27 | EL BATAN EBO3A 2200 10 1300 5400
EBO3B 2000 10 1220 5100
28 | BELLAVISTA BOSA 1470 40 1430 11400
BO8B 1420 50 1560 13500
29 | TOTORACOCHA TO2A 890 0 550 960
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T02B 960 0 630 960
30 | YANUNCAY YO03A 75000 0 4200 22800
Y03B 73050 0 4200 22200
31 | YANUNCAY YO04A 90000 0 1240 450
Y04B 90000 0 1360 500
32 | YANUNCAY YO5A 18000 10 930 25800
YO05B 18600 10 1166 28200
33 | YANUNCAY YO7A 600000 0 850 5100
YO7B 580000 0 930 4800
34 | HUAYNA CAPAC HCO5A 64000 0 840000 700
HCO05B 63200 0 823000 720
35 | MONAY MO3A 1370 0 780 653000
MO3B 1180 0 650 667500
36 | TOTORACOCHA TO1A 80 0 7600 4200
TO1B 80 0 8000 4500
37 | TOTORACOCHA TO3A 920 0 5200 1120
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TO3B 840 0 4400 1000
38 | MACHANGARA MAO1A 5200 0 1470 1880
MAO1B 4800 0 1390 1860
39 | SUCRE SO01A 1600 10 1620 2000
S01B 1600 10 1520 1890
40 | YANUNCAY YO1lA 3800 0 2330 5100
Y01B 4200 0 2380 5700
41 | BELLAVISTA BO7A 2400 0 1800 1180
BO7B 2400 0 1820 1080
42 | EL VECINO EVO3A 2000 30 290 186000
EV03B 2600 30 340 191200
43 | SAN SEBASTIAN SSO05A 6000 0 1100 6270
SS05B 6000 0 1180 6330
44 | BELLAVISTA BO6A 130 0 4800 6690
BO6B 190 0 4800 7260
45 | HUAYNA CAPAC HCO3A 170 0 1080 47000
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HCO3B 170 0 1100 46230
46 | MACHANGARA MAO2A 6400 0 590 2030
MAO2B 6800 0 570 2110
47 | MONAY MO2A 230 20 630 610000
MO02B 190 30 670 607100
48 | HUAYNA CAPAC HCO4A 5400 0 1280 1050
HCO04B 6000 0 1320 950
49 | MONAY MO1A 8000 0 990 32430
MO1B 7600 0 1030 31570
50 | YANUNCAY YO6A 6000 0 1110 4510
Y06B 5600 0 1140 4840
51 | CANARIBAMBA CO1A 680 0 7600 9290
C0o1B 700 0 7400 8330
52 | CANARIBAMBA CO2A 540 0 1500 2920
c02B 620 0 1410 3260
53 | HERMANO MIGUEL HMO1A 120 10 1760 446000
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HMO01B 120 20 1800 451820
54 | HERMANO MIGUEL HMO2A 100 30 860 553000

HMO02B 80 20 840 561000
55 | SAN SEBASTIAN SSO03A 170 0 1260 230

SS03B 230 0 1300 210
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