Universidad de Cuenca

RESUMEN

En el presente trabajo de investigacion se realizé la determinacion de la calidad
microbiologica de bebidas frias de frutas frescas elaboradas en bares y/o
comedores de los campus Central, Paraiso y Yanuncay de la Universidad de
Cuenca. La metodologia considerada fue observacional, descriptiva y prospectiva.

Para el estudio se conté con doce muestras de bebidas frias de frutas frescas que
segun la Norma Técnica Ecuatoriana INEN 2337 se debid trabajar por duplicado y
realizando tres determinaciones en tres meses consecutivos. EI muestreo se
efectud de las Facultades de Arquitectura, Artes-Agropecuaria, Ciencias Quimicas,
Derecho, Filosofia, Ingenieria, Odontologia y Medicina excluyendo del analisis las
Facultades de Economia, Hospitalidad y Psicologia. Se realizaron técnicas
analiticas para determinar la calidad microbiolégica y asi determinar
microorganismos causantes de enfermedades, ya sea por aerobios mesdfilos,
coliformes totales y fecales, mohos y levaduras, y de tal manera contribuir a que
se tomen las debidas normas de higiene en la manipulaciéon de las bebidas
mediante la realizacién, capacitaciéon y entrega de un manual béasico para
manipuladores de alimentos.

Finalmente, concluida la investigacién se obtuvo que de las doce bebidas frias de
frutas frescas elaboradas de los diferentes bares y/o comedores de la Universidad
de Cuenca, ninguna cumple con los parametros microbiolégicos de la Norma
Técnica Ecuatoriana INEN 2337.

PALABRAS CLAVES: bebidas de frutas, microorganismos indicadores de
contaminacion, Manual Basico para manipuladores de alimentos.
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INTRODUCCION

Hasta el momento no existe ningun proyecto de investigacion con respecto a la
calidad microbiolégica de los alimentos consumidos en los bares y/o comedores
de la Universidad de Cuenca. Por lo tanto la presente tesis dara a conocer la

calidad microbioldgica de las bebidas frias de frutas.

Este trabajo de investigacion tuvo como finalidad verificar el cumplimiento de los
parametros microbiol6gicos definidos en la Norma Técnica Ecuatoriana INEN
2337:08 (aerobios mesofilos, coliformes totales y fecales, mohos y levaduras) para

las bebidas de frutas.

La presencia elevada de indicadores microbiolégicos de contaminacion de las
mismas corroboro la falta de conocimiento y practica defectuosa de sanidad e

higiene en la manipulacion de los alimentos.

Para llevar a cabo los objetivos planteados se utilizaron las técnicas siguientes:
recuento estandar en placa para aerobios mesoéfilos y mohos y levaduras,
recuento del nUmero mas probables y de los tubos multiples para coliformes
totales y fecales y pruebas bioquimicas IMVIC para la identificacion del grupo
fecal. Ademas, la elaboracién, capacitacion y entrega de un manual basico para

manipuladores de alimentos.

La presente tesis abarca capitulos como: generalidades, marco tedrico, materiales

y métodos, resultados y discusion, conclusiones y recomendaciones.
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Justificacion

Una vez culminado el presente proyecto de investigacion los beneficiarios
fueron todos los manipuladores de alimentos debido a la elaboracion,
capacitacion y entrega de un manual basico dando como resultados inmediatos
alimentos inocuos actos para el consumo humano, prestigio del local de
expendio de alimentos e incremento en sus ventas. Otros beneficiarios
importantes son los consumidores que ingieren alimentos y bebidas de buena
calidad microbiolégica evitando enfermedades de transmision alimentarias
(E.-T.A8).
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Objetivos

Objetivo General

Evaluar la calidad microbiolégica de las bebidas frias de frutas frescas
consumidas en los bares y/o comedores de los campus Central, Paraiso y

Yanuncay de la Universidad de Cuenca.

Objetivos especificos

e Realizar el analisis microbiolégico de las bebidas frias de frutas frescas
consumidas en los bares y/o comedores de los campus Central, Paraiso
y Yanuncay de la Universidad de Cuenca para verificar el cumplimiento
de los parametros microbiologicos definidos en la Norma Técnica
Ecuatoriana INEN 2337:08.

e Capacitar en la prevencién de enfermedades de transmision alimentaria
(ETA) a las personas encargadas en la elaboracion de jugos de frutas
frescas de los bares y/o comedores de los campus Central, Paraiso y

Yanuncay de la Universidad de Cuenca.
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Hipotesis

La Calidad Microbiolégica de las bebidas frias de frutas frescas que se
consumen en los bares y/o comedores de los campus Central, Paraiso y
Yanuncay de la Universidad de Cuenca cumple con las Norma Técnica
Ecuatoriana INEN 2337:2008.
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CAPITULO 2: MARCO TEORICO

Microorganismos indicadores de calidad y enfermedades transmitidas por

los alimentos.

Las frutas y bebidas son alimentos portadores de enfermedades ya que los
alimentos no se contaminan por si solos, sino por las personas que los
manipulan son los responsables del 99% de las veces debido principalmente a
la falta de conocimiento y practica defectuosa de higiene en la manipulacion de

los mismos. (7)

Microorganismos indicadores de calidad de los alimentos. Sirven para
evaluar tanto la seguridad que ofrecen los alimentos en cuanto a
microorganismos y sus toxinas como su calidad microbiologica. Estos
microorganismos no responden a criterios de agrupacion taxondémica. Se
definen méas bien en funcion de ciertas caracteristicas ecoldgicas Yy fisioldgicas

gue apoyan o justifican el valor aplicativo que se les intenta conferir. (8)

Mesofilos Aerobios. Estos microorganismos son el grupo mas grande de
indicadores de calidad de los alimentos. Se definen como grupo heterogéneo
de bacterias con capacidad de crecer en un rango de temperatura entre 15 y
45°C, con un oOptimo de 35 a 37°C. La gran mayoria de agentes patégenos
humanos son mesdfilos, semejante a la temperatura corporal humana que es
de 37°C. (9)

En productos terminados son empleados como indicadores de vida util. El
namero de microorganismos aerobios mesdfilos encontrados en un alimento ha
sido uno de los indicadores microbiolégicos de calidad mas utilizado. El
recuento de la flora mesofila tiene un valor limitado a la hora de juzgar la
inocuidad de los alimentos. Esta determinacién permite obtener informacion
sobre la alteracion incipiente de los alimentos, su probable vida util, la
descongelacion incontrolada de los alimentos o fallas en el mantenimiento de
las temperaturas de refrigeraciébn. Ademas, un recuento bajo de aerobios
mesofilos no asegura la ausencia de patdgenos o sus toxinas, de la misma

manera un recuento elevado no significa presencia de flora patdgena. (10)(11)
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Segun los rangos de temperatura y el tiempo de incubacion los métodos de

recuento de bacterias viables se clasifican segun la Tabla N° 1.

Tabla Nx 1: Tipos de microorganismos (bacterias) a diferentes condiciones de
tiempo y temperatura de incubacion.

Tipo de microorganismo Tiempo Temperatura
Psicrofilos 7 dias 0-7°C
Mesofilos 1 -3 dias 30-35°C
Termofilos 1 -2 dias 26°C
Termoduricos 1dia 63°C

Fuente: www.buenastareas.com/ensayos/Microbiologia-de-
Alimentos/1426631.html.
De acuerdo a lo anotado, la temperatura de las incubadoras debe ser
chequeada, todos los dias antes de abrir la puerta y llevar un riguroso control
durante el tiempo de utilizacién. El agar mas utilizado para el recuento estandar
en placa de bacterias aerobias es agar nutritivo, pero, pueden utilizarse otros

segun lo especifiquen las normas. (13)

Para el recuento se emplean medios de cultivo sin inhibidores para permitir el
crecimiento de los microorganismos. No aplica para productos enlatados como
tampoco para productos fermentados, ya que por la naturaleza de este tipo de

alimento el recuento no seria representativo. (14)
El recuento permite:

e Verificar la efectividad del procedimiento de limpieza y desinfeccién

e Determinar si las temperaturas aplicadas en los procesos fueron las
adecuadas

e Determinar el origen de la contaminacion durante los procesos de
elaboracion de alimentos

e Verificar condiciones Optimas de almacenamiento y transporte

e Obtener informaciéon acerca de la vida util de los alimentos. Indicar

alteracion incipiente en ciertos alimentos. (9)(11)
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Coliformes totales y fecales. Son bacilos gram negativos, anaerobios
facultativos, inmoviles y moviles con flagelos.
Este grupo de microorganismos es bastante amplio y comprende varios
géneros de la familia Enterobacteridceas capaces de fermentar la lactosa,
estdn ampliamente difundidos en la naturaleza, agua y suelo. También son
habitantes normales del tracto intestinal del hombre y de los animales de
sangre caliente. Las bacterias coliformes son capaces de fermentar la lactosa a
35°C con produccion de gas. Dentro de los coliformes totales se pueden
distinguir dos tipos, por un lado estan los coliformes fecales, que provienen del
tracto intestinal de animales de sangre caliente y que serian los mejores
indicadores de riesgo de afecciones humanas, y por otro lado existe otro grupo
de coliformes que son residentes naturales en el suelo y agua. (15)(16)

Las principales bacterias coliformes son E. coli y E. aerogenes. La primera se
encuentra normalmente en el tracto gastrointestinal del hombre y de los
animales y raramente aparece en otro lugar, mientras que E. aerogenes se
asocia normalmente con la vegetacion y solo ocasionalmente aparece en el
intestino. (15)

Su presencia en alimentos indica mala calidad higiénica en el proceso, falta de
higiene de los manipuladores o recontaminacion después del proceso. Estas, si
bien no son generalmente patégenas de por si, son indicadores de presencia
de microorganismos potencialmente perjudiciales y por lo tanto son un indice

de deficiencias sanitarias. (16)

Los métodos convencionales para la determinacion de coliformes se basan en
la técnica del NUmero mas Probable (NMP), este fue dado a conocer por
McCrady en 1915, no es un analisis exacto y al igual que en el recuento en
placa requiere la preparacion de diluciones de las muestras de alimentos de las
cuales se toman alicuotas para sembrar en tubos con medio apropiado. El
namero de microorganismos en la muestra original se determina usando las
tablas normales del NMP. El método es de por si estadistico y los resultados

generalmente son muy elevados que los resultados del recuento en placa. (17)
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Para la determinacion de coliformes fecales existen dos métodos: el primero
emplea caldo E.C con incubacién a 44,5+0,5°C y las siembras se hacen a partir
de tubos de caldo lauril sulfato triptosa gas positivo; confirmado tras la siembra
en agar eosina azul de metileno(EMB). El segundo, ampliamente extendido en
Europa, utiliza caldo lactosa bilis (2%) verde brillante con incubacién a 44,5+0,5
°C, haciéndose la siembra a partir de tubos de caldo Mac Conkey gas positivo.
(18)

Escherichia coli. Comprende bacilos gram negativos, no esporulados y con
flagelos peritricos en el caso de ser moviles. Los cultivos son anaerobios
facultativos, citocromo oxidasa negativos y sensibles al cianuro potésico,
reducen los nitratos a nitritos y poseedores de una proporcion guanina mas
citocina (G+C) de 39 a 59% en su DNA. El crecimiento a partir de pequefios
inéculos se inicia a intervalos de pH entre 4.4 y 8.8, a un rango biocinético de
9-44°C y en gradientes salinos de 0-0.65%. Fermenta gran variedad de
azlcares, tales como arabinosa, el manitol, la glucosa y la xilosa, produciendo

una mezcla de acidos, etanol, CO2 e hidrégeno. (18)

Se trata de bacterias de rapido crecimiento y amplia distribucion en el suelo,
agua, vegetales y gran variedad de animales. Las investigaciones ecoldgicas
han demostrado que E. coli proviene del tracto intestinal del hombre y de los
animales de sangre caliente, si bien puede sobrevivir e incluso multiplicarse en
otros nichos apropiados. Por lo tanto, la presencia de esta bacteria indica que
puede haber existido contaminacion fecal y que el consumidor podria estar

expuesto a patdgenos entéricos cuando ingiere el alimento. (19)

Para la evaluacion higiénica de los alimentos crudos o de productos que no han
sido sometidos al tratamiento de inocuidad completo mediante calor, E. coli es
el microorganismo indice mas valido. Para la detecciéon de E. coli comUnmente
se utilizan las pruebas para coliformes y una confirmacién a través de las

pruebas IMVIC (Indol, rojo de metilo, Voges-Proskauer y citrato sédico). (18)

En el andlisis de agua y bebidas E. coli es el indicador clasico de la posible
presencia de patdégenos entéricos. Hay una relaciéon directa entre el nimero de
E. coli e intensidad de contaminacion fecal, cuanto mayor es el nUmero, mayor

es la contaminacion. En los alimentos la presencia y concentracion de E. coli,
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incluso en mayor numero, no implica necesariamente una contaminacion fecal
intensa reciente. Su numero estd influenciado por muchos factores como
crecimiento actual en el alimento, deficiencia en la limpieza del equipo o
contaminacion a partir de las personas manipuladores del alimento. Por lo tanto
lo que puede concluirse es que la contaminacion fecal directa o indirecta, tuvo
lugar en alguna fase de su obtencién y que la seguridad sanitaria del alimento

es cuestionable. (20)

Mohos y levaduras. Son microorganismos eucariotas, pueden ser unicelulares
o pluricelulares. Las levaduras son hongos con forma oval (5-20um) inmoviles y
que se dividen por diversos mecanismos, especialmente por gemacion. Deben
considerarse como hongos que han perdido su forma filamentosa y se han

convertido en organismos unicelulares. (21)

La mayoria de los hongos son pluricelulares o filamentosos y se caracterizan
por estar constituidos por hifas que se desarrollan y entrelazan formando
micelio. Existe un micelio vegetativo adosado a la superficie del sustrato (suelo,
plantas, alimentos) y un micelio aéreo o reproductor, donde se forman las

esporas; sexuales y asexuales. (22)

Los hongos filamentosos y levaduras son en su mayoria saprofitos, hallandose
libres en la naturaleza, especialmente en la materia organica en
descomposicion. Algunas especies son parasitas, formando parte de la flora
normal, como por ejemplo C. albicans que es una levadura y puede
comportarse como oportunista y resulta patégena cuando se produce una
disminucién en los mecanismos de resistencia del individuo. Otras especies de
hongos pueden producir durante su desarrollo sustancias toxicas o micotoxinas
como por ejemplo, las aflatoxinas producidas por A. flavus que es un hongo
filamentoso. Por otra parte, algunos hongos son difasicos, es decir, unas veces
se comportan como hongos filamentosos y otras como levaduras. (23)

Las levaduras y los mohos crecen mas lentamente que las bacterias en los
alimentos no acidos que conservan humedad y por ello pocas veces
determinan problemas en tales alimentos. Sin embargo, en los alimentos
acidos y en los de baja actividad de agua, crecen con mayor rapidez que las
bacterias determinando por ello importantes pérdidas por alteracion de frutas,
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jugos, vegetales, etc., asi como los alimentos congelados cuyo
almacenamiento se realiza en condiciones inadecuadas. Por lo tanto, son

agentes alterantes de un nimero importante de alimentos. (14)

Las condiciones necesarias para que un hongo crezca en superficie son:
existencia de esporas, base nutriente, humedad y temperatura entre 4 y 38°C.
En la practica, los hongos filamentosos y las levaduras también se diferencian
en el laboratorio en dos grupos segun el aspecto macroscopico de sus
colonias: las levaduras forman colonias humedas, cremosas, opacas o0
pastosas, y los hongos filamentosos producen colonias algodonosas, lanosas o

pulverulentas. (24)

La identificacion de los hongos filamentosos se basa en el examen
macroscopico de la colonia y en sus caracteristicas microscopicas.
Semejanzas macroscopicas como la forma de la colonia, el color de la
superficie, la textura y la produccién de pigmentos son muy Utiles para la
identificacion. En general la morfologia microscopica de los hongos es estable
y presenta pocas variaciones. La identificacion definitiva se basa en la norma
caracteristica, método de produccion y ordenamiento de las esporas, siendo

también importante el tamafio y la disposicion de las hifas. (25)

Enfermedades transmitidas por los alimentos. Segun la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS, 2001) las enfermedades transmitidas por alimentos
se definen ¢ o moonjiinto de sintomas ocasionados por la ingestion de agua o
alimentos que contengan agentes biolégicos (por ejemplo; bacterias o
parasitos) o no biolégicos (por ejemplo; plaguicidas o metales pesados) en
cantidades tales que afecten la salud del consumidor en forma aguda o crénica,

aniveli ndi vi dual o de @8upo de personaso.

Aerobios mesofilos. Estos microorganismos generalmente no provocan
enfermedades en el ser humano, son utilizados como indicadores de calidad en

la elaboracién de los alimentos. (27)

Coliformes totales. Segun la Agencia de Proteccion Alimentaria (EPA, 2002)

los coliformes totales no constituyen una amenaza para la salud; su
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determinacién se usa para indicar si pudiera haber presentes otras bacterias

posiblemente patégenas. (27)

Escherichia coli. Es parte de la flora intestinal de los individuos sanos; sin
embargo, ciertas cepas pueden causar infecciones extraintestinales e
intestinales en individuos sanos o inmunocomprometidos. Las infecciones del
tracto urinario, bacteriemia, meningitis y enfermedad diarreica son los

sindromes clinicos mas comunes. (28)

e E. coli diarreogénica. Existen al menos cuatro categorias reconocidas:
E. coli productora de toxina Shiga (también denominada E. coli
enterohemorragica), E. coli enterotoxigénica, E. coli enteropatdgena y E.
coli enteroinvasiva. El significado clinico de otros grupos no esta claro.
(28)

e E. coli productora de toxina Shiga: O157 y otros serogrupos. Las E.
coli serotipos 0157:H7 y O157: no maviles y otros serotipos de E. coli,
producen una o mas toxinas Shiga, también llamadas verocitotoxinas.
Pueden causar una diarrea moderada no hemorragica o una diarrea
hemorragica grave (colitis hemorragica). Aproximadamente un 8% de los
pacientes con diarrea por E. coli productora de toxina Shiga 0157
desarrollan el sindrome hemolitico urémico caracterizado por anemia
hemolitica microangiopatico, trombocitopenia y falla renal aguda. Se han
descrito més de 150 serotipos diferentes del 0157, aislados de personas
con diarrea o sindrome hemolitico urémico. (28)

e E. coli enterotoxigénica. Producen una enterotoxina termolabil o una
termoestable, o ambas. La toxina termolabil estimula la Adenilciclasa de
las células del epitelio de la mucosa intestinal incrementando la
permeabilidad que invierte el flujo de liquidos hacia la luz intestinal. La
toxina termoestable activa la guanicilciclasa alterando la absorcién del
cloro y sodio que se acumulan en la luz intestinal. Es una causa
importante de diarrea en paises subdesarrollados, también, es una
causa frecuente de la llamada diarrea del viajero. (28)

e E. coli enteropatégena. Las cepas de E. coli enteropatégenas se
definen como ciertos serotipos que estan asociados

epidemiolégicamente con casos de diarrea infantil, pero que no
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producen enterotoxinas o toxinas Shiga ni son invasivas. Estos serotipos
demuestran un patron de adherencia localizada en células tipo Hela y
Hep-2. (28)

e E. coli enteroinvasiva. Estas bacterias invaden las células del colon y
causan diarrea generalmente liquida pero a veces sanguinolenta. Las
cepas de E. coli enteroinvasiva, como las enterotoxigénicas y

enteropatdgenas, estan asociadas con unos pocos serotipos. (28)

Mohos y Levaduras. Los pacientes inmunodeprimidos en particular los que
padecen de diabetes mellitus no controlada y los que reciben tratamiento
prolongado con corticosteroides, antibiéticos o citotoxicos son las que tienen un
mayor riesgo. Los microorganismos que causan zigomicosis (infeccion causada
por un zigomiceto) tienen una propension marcada para la invasion vascular y
producen trombosis y necrosis tisular con rapidez una de las presentaciones
mas comunes es la forma rinocerebral que afecta a la mucosa nasal, el
paladar, los senos, la 6rbita, la cara y el cerebro. Cada zona muestra necrosis
masiva con invasion vascular e infarto. También, se produce invasion
perineural es un modo potencial de diseminacion. Otros tipos de infeccion
afectan a los pulmones y el tracto gastrointestinal, algunos pacientes
desarrollan infeccion diseminada. Los 6rganos afectados son higado, bazo,
pancreas y riflones. Los zigomicetos también fueron involucrados en
infecciones de piel de pacientes quemados y en infecciones del tejido
subcutaneo de pacientes sometidos a cirugia. (29)

Elaboracion de bebidas de frutas

Higiene de los alimentos. La OMS (Organizacién Mundial de la Salud) define
|l a Higiene Alimentaria como fiUn conj
estar presentes a lo largo de todo el proceso de manipulacion de los alimentos

con el objetivo de garantizar la salubridad de los mismoso (30)

Seleccién de la materia prima. Las frutas deben de estar maduras, asi son
mas dulces y dan mejor color, aroma y textura a la bebida de fruta. Revisar la
figura N° 1. (31)

unt o
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Figura Nx 1: Seleccion de la fruta

Fuente: http://www.bienestar-natural.es/wp-content/uploads/2011/10/las-
frutas-mas-sanas.jpg&imgrefurl

Lavado de la fruta. El lavado de las frutas frescas elimina los microorganismos
del suelo, que pueden ser resistentes al tratamiento térmico. Ademas, se
elimina otras impurezas que acompafan a la fruta. Puede ser perjudicial, si el

agua aflade microorganismos patdgenos. Revisar la figura N° 2. (32)

La forma mas efectiva de eliminar las impurezas y destruir los microorganismos
de las frutas es:

e Sumergir la fruta en un recipiente con una solucion desinfectante de
agua y lejia. Se recomienda por cinco minutos.

¢ Remover manualmente las frutas cuidando de no dafarlas.

e Enjuagar las frutas con abundante agua. (31)

Figura Nx 2: Lavado de la fruta.

Fuente:http://www.google.com.ec/imgres?q=LAVADO+DE+LAS+FRUTA
S&hl=es&sa=X&biw=1280&bih=656&tbm=isch&prmd=imvns&tbnid=tnpn
BjDjROgkdM:&imgrefurl=7
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Preparacién de una solucion desinfectante. Para preparar la solucion

desinfectante se sigue los siguientes pasos:

e Medir el agua: en un recipiente adecuado se mide la cantidad de agua
necesaria para remojar las frutas.

Para 10Kg de frutas < 10 Litros de agua

e Calcular la cantidad de desinfectante: si se trabaja con lejia se debe
usar 5 gotas por litro de agua.
e Mezclar la solucion: se incorpora el desinfectante al agua y se mezcla,

antes de lavar las frutas.(31)

Pelado y corte de las fruta. Se realiza para separar la cascara de las frutas
que lo requieran para la coccidbn con la ayuda de un cuchillo de acero

inoxidable. Revisar la figura N° 3. (31)

Figura Nx 3:Pelado de la fruta

Fuente:http://www.google.com.ec/imgres?q=PELADO+DE+tomate+de+ar
bol&hl=es&biw=1280&bih=656&tbm=isch&tbnid=zrom6d73IFTj9M:&imgref
url.com

Coccion de la fruta. Consiste en sumergir las frutas crudas en un liquido
caliente o no, y llevarlos a ebullicibn por cinco minutos como minimo. Luego,
guardar estas frutas cocidas evitando que estas estén mas de dos horas entre

las llamadas temperaturas de riesgo entre 5y 70°C. Revisar la figura N° 4. (33)
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Figura Nx 4:Coccion de la fruta.

Fuente:http://www.google.com.ec/imgres?q=COCCION+DE+FRUTA&hI=e
s&biw=1280&bih=656&tbm=isch&tbnid=gjp2vQDgNkfDIM:&imgrefurl=http:
/Inuryabissa.blogspot.com/2011/01.com

Triturado de la fruta. Se realiza con la ayuda de una licuadora semi-industrial

para darle el color y la textura a la bebida de fruta. Revisar la figura N° 5. (31)

Figura Nx 5: Triturado de la fruta

l S iy

bzl M
Fuente:http://www.google.com.ec/imgres?q=TRITURADO+EN+UNA+LIC

UADORA+LAS+FRUTAS&hl=es&biw=1280&bih=656&tbm=isch&tbnid=KL
6-HzGxgLcmpM:&imgrefurl.com

Filtrado. Se realiza con la finalidad de separar semillas, fibras y cualquier otra
impureza que pueda contener la bebida de fruta. Para lo cual, se usan

coladores comunes o tamices con aberturas mas finas. Revisar la figura N° 6.

(31)
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Figura Nx 6: Filtrado de la fruta

Fuente:http://www.google.com.ec/imgres?q=COLADOR+DE+FRUTA&star
t=147&hl=es&biw=1280&bih=656&tbm=isch&tbnid=UV-
pPEIBVO_yIM:&imgrefurl=ttp://todosloscomo.com/2011/10/23/hacer-
sorbete-casero-frutilla/&docid=1ZjBWNQqgoudjDM&imgurl.com
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CAPITULO 3: MATERIALES Y METODOS

Metodologia

Método. Para el siguiente trabajo de investigacion, el método que se empled

fue observacional, descriptivo, prospectivo.

Muestreo y tamafio de la muestra. Segun la Norma Técnica Ecuatoriana para
jugos, pulpas, concentrados, néctares, bebidas de frutas y vegetales
(NTE INEN 2337:08), para la recoleccién de la muestra se procedi6 a tomar la
bebida de fruta fria fresca y se trabajo por duplicado en el laboratorio de
Microbiologia de Alimentos de la Facultad de Ciencias Quimicas se realizaron
tres determinaciones consecutivas de la bebida en los meses de marzo, abril y
mayo del 2012 se realiz6 el recuento de aerobios mesofilos, mohos y
levaduras, coliformes totales y coliformes fecales. Se detalla el muestreo y

tamafo de la muestra segun la tabla N° 2.

Tabla Nx 2: Muestreo y tamafio de la muestra en las 3 determinaciones.

NUMERO DE
# DE MUESTRAS POR
CAMPUS FACULTAD BEBIDAS FRUTA CADA FACULTAD
o - Pifia
Ciencias Quimicas 2 Guayaba 6
Derecho 1 Mora 3
Naraniilla,
CENTRAL Filosofia 2 Tomate de B
arpol o
Ingenieria 2 Mora, Naranjilla ¢ 6
. Tomate de
Arquitectura 1 arbol 3
YANUNCAY | Artes-Agropecuaria 1 TD?%‘SI de 3
. Medicina 2 Mora, Naranjilla 6
PARAISO
Odontologia 1 Naranijilla
TOTAL DE MUESTRAS 36

El total de muestras es de 36 bebidas de frutas frias frescas de las cuales se
recogieron: 24 bebidas en el campus Central de las facultades: Ciencias

Quimicas, Derecho, Filosofia, Ingenieria, Arquitectura; 3 bebidas en campus

33 | Byron Cacay & Paola Torres



Universidad de Cuenca

Yanuncay de la facultad de Artes-Agropecuaria; 9 bebidas en campus Paraiso
de las facultades: Medicina y Odontologia.

Por ultimo, en las siguientes facultades se tomd 2 muestras diferentes de
bebidas de frutas debido a que se elaboran de frutas diferentes: Ciencias

Quimicas, Filosofia, Ingenieria, Medicina.

Calculo del tamafo de la muestra

Tomando como referencia la Norma Técnica Ecuatoriana INEN 2337-2008.
Jugos, pulpas, concentrados, néctares, bebidas de frutas y vegetales; para
llevar a cabo el cumplimiento de los objetivos de ésta investigacion se realizé la
toma de las muestras a conveniencia debido a razones econdmicas por el
elevado costo de medios de cultivo y reactivos empleados para la
cuantificacion de microorganismos indicadores de contaminacién de las

bebidas frias de frutas frescas.

Materiales y reactivos

e Medios de cultivo: Agar nutritivo, agar eosina azul de metileno (EMB),
agar citrato de Simmons, agar Sabouraud, medio Rojo de Metilo (MR) y
Voges Proskauer (VP), medio Triptosa Lauril sulfato (LST), medio EC,
medio SIM, peptona.

e Reactivos: Erlich, Rojo de Metilo, alfa naftol, KOH 40%, tincion de Gram.

e Material de laboratorio: balanza, bafio maria a 45°C, contador de
colonias, esterilizador, estufas a 25 y 36°C, microscopio, motor de
licuadora, refrigeradora, asa.

e Material de vidrio: cajas de Petri, campanas Durham, lampara de
alcohol, pipetas seroldgicas de 1, 2, 5y 10 ml, porta y cubreobjetos,
probetas, tubos de tapa rosca, varillas, vasos de precipitacion.

e Material secundario: algodoén, cofia, desinfectante, gasa, guantes, mandil
blanco, mascarilla, recipientes estériles para la recoleccion de la

muestra.

34 | Byron Cacay & Paola Torres



Universidad de Cuenca

3!

UNVERSTID OF UNCA

g
Toma de la muestra y transporte. Las muestras se tomaron en un envase
para muestra de orina estéril ultravioleta, con un volumen no menor a 100ml de
preferencia en el lugar de expendio de la bebida de fruta. Luego de tomada la
muestra se transporté hasta el laboratorio de Microbiologia de Alimentos de la
facultad de Ciencias Quimicas se llevo al laboratorio lo mas rapido posible y en
condiciones que reduzcan al minimo la posibilidad de cambio de su calidad
microbiolégica y se evitd que durante el transporte sean expuestas a la luz

solar directa. (34)

Preparacion o tratamiento de las muestras. Para la preparacién de la
suspension inicial se procedié con 25ml de muestra mas 225ml de agua de
peptona 0,1% en un recipiente de vidrio. Luego se procedié a homogenizar la
cual se obtuvo la diluciéon primaria o 1/10 ademas, para evitar lesionar a los
microorganismos por cambios subitos de temperatura, la temperatura del

diluyente debe ser aproximadamente la misma de la muestra. (34)

De la dilucion 1/10, con pipeta estéril se tomé 1ml y se lo transfirio a un tubo
con 9ml de agua de dilucion y asi se continuo hasta obtener las diluciones
deseadas. Se mantuvo la precaucion de agitar cuidadosamente antes de
pipetear cada dilucion. Se debe tener en cuenta que cada dilucion sucesiva

disminuye en 10 veces la concentracion. (12)
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Flujograma de trabajo para la determinacion de microorganismos indicadores de contaminacion en las bebidas de frutas

Homogenizacidn Diluciones
. decimales en 9 ml
25 ml de muestra+ 225 ml de diluyente de diluyente
10~ ¥
1 ml 1 ml
_— _—
1 ml 1 ml 1 ml 1ml
R.E.P.
v ¥ aerocbios
O mesdfilos
IrCr48 — 72
10~ % 10~% 10~% 107%
1ml 1 ml 1ml 1 ml
L L w L J
R.E.P.
levaduras
10-1 102 10-% 10~*% 22 - 25%C fa dias
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