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RESUMEN.
La calidad de los alimentos depende principalmente de la parte microbiolégica, la flora microbiana
propia de algunos alimentos juega un papel clave al momento de decidir sobre su consumo o
comercializacion. En este estudio se analiza la inocuidad de refresco procesado, desde el punto de
vista investigativo, descriptivo y comparativo, en el cual se valoré estudios sobre jugo de naranja
procesado y comercializado. Se inoculo, se encubo y se procedio a la lectura de las UFC mediante
el método de Caja Petrifilm 3M, Ya que durante la elaboracion de alimentos procesados (carnicos,
lacteos, frutas-hortalizas y mariscos) es muy importante tener en cuenta que a estos alimentos se
someten a un proceso de transformacion con el objetivo de alargar su vida util y mantenerlo en el
expendio en el mercado durante todo el afio. Para su elaboracion se debe regir a su respectiva
normativa INEN que normaliza los parametros establecidos y de obligatoriedad, para de esta forma
poder asegurar la inocuidad del alimento. Segun los resultados encontrados se pone de manifiesto
que en un alimento se puede encontrar muchos microorganismos de los cuales algunos pueden ser
patogenos para el ser humano, y que a pesar de que se encuentren en el mercado y cuenten con
notificacion sanitaria, esto no quiere decir que el alimento es inocuo. se establecié como método
mas adecuado el uso de cajas Petrifiml 3M de inoculacion para acelerar el tiempo de obtencion de

resultados, siendo estos claves para continuar con la linea de produccién y comercializacion.

Palabras clave: Naranja, Petrifiml, coliformes fecales, incubacién



ABSTRAC

The quality of food depends mainly on the microbiological part, the microbial flora of some foods
plays a key role when deciding on their consumption or marketing. This study analyzes the safety
of processed soft drink, from the investigative, descriptive and comparative point of view, in which
studies on processed and marketed orange juice were evaluated. It was inoculated, pickled and
proceeded to the reading of the UFC using the method of Petrifilm Box 3M, since during the
processing of processed foods (meat, dairy, fruit-vegetables and shellfish) It is very important to
take into account that these foods undergo a process of transformation with the aim of extending
their useful life and keep it at the outlet on the market throughout the year. For its preparation it
must be governed by its respective INEN regulations that normalize the established parameters
and mandatory, in this way to ensure the safety of the food. According to the results found it is
clear that in a food can be found many microorganisms of which some may be pathogenic to
humans, and that although they are on the market and have health notification, This does not mean
that the food is harmless. The most appropriate method was the use of 3M petrifilm inoculation
boxes to accelerate the time of obtaining results, being these keys to continue with the production
and marketing line.

Keywords: Orange, petrifilm, fecal coliforms, incubation.



INTRODUCCION.

Los seres humanos requieren diariamente la ingesta de alimentos que aporten nutrientes a
nuestro organismo para tener una vida sana y equilibrada. Por ende, es muy importante conocer el
origen, produccién y transporte por lo cual los productos alimenticios han sido sometidos previo
al consumo para de esta forma eludir las diferentes enfermedades que pueden causar al consumidor
debido a la ingesta de un producto que no cumpla con las normativas especifica como control de
calidad (Ventocilla-Yauri, 2019).

Segun la Organizacién Mundial de la Salud (OMS, 2020) segln los estudios realizados
cada afio 600 millones de individuos padecen de enfermedades entéricas, de los cuales 420000
mueren por el consumo de alimentos contaminados. La contaminacion de alimentos puede darse
por sustancias quimicas, virus, bacterias, parasitos las cuales viajan a traves del suelo, el agua o
por medio de un individuo que sirve como vehiculo o portador provocando intoxicaciones agudas
o enfermedades de larga duracion, discapacidad, cancer o llegando a ocasionar la muerte (Vasquez,
2018).

Los refrescos procesados se elaboran bajo normas establecidas para evitar la contaminacion
de los mismos, una vez obtenido el producto final se procede a tomar muestras de cada lote, y se
realiza los respectivos analisis de calidad para corroborar si se ajusta con los parametros
establecidos (NTE INEN 23041, 2017).

Debido a la creciente demanda del consumo de refrescos procesados, la falta de
estandarizacién en la elaboracion de los mismos, hace indispensable la realizacion de
investigaciones, para evaluar su calidad microbioldgica. El presente trabajo tiene como finalidad
definir bibliograficamente los parametros microbiologicos para coliformes fecales en refresco

procesado de naranja, mediante la especificacion del método mas adecuado que nos permita



ahorrar tiempo y recursos, asi como la técnica sencilla para obtener resultados eficaces.

OBJETIVOS.

Objetivo General.
Analizar coliformes fecales en un refresco procesado, mediante revision de bibliografia cientifica

para el cumplimento de control de la calidad de acuerdo a la NTE INEN 2 304:2008.

Objetivos Especificos.

e Determinar la técnica de inoculacion adecuada para coliformes fecales, mediante la
descripcion de la técnica para el control de calidad microbioldgica de un refresco
procesado.

e Comprobar el cumplimiento de los parametros establecidos en la NTE INEN 2304:2008,
a traves de su aplicacion para el control de calidad microbiolégica de un refresco

procesado.



CAPITULO UNO
1. Reuvision Bibliogréfica.
1.1. Naranja.
1.1.1. Definicién.

Naranja es el fruto obtenido del arbol de naranjo también conocido por su nombre cientifico
(Citrus Sisense), posee un sabor &cido, dulce y nutricionalmente aporta acido ascorbico, acido
félico, acido citrico, &cido malico, potasio, rica en carbohidratos como: glucosa, fructuosa y
sacarosa (Gonzalez, 2019).

La naranja debido a su alto valor nutricional y su capacidad antioxidante poseen muchos
beneficios saludables como la prevencion de enfermedades a la salud de las frutas que ayuda a
prevenir enfermedades degenerativas, ayuda a reponer los niveles de minerales y liquidos perdidos
durante la actividad fisica, estos beneficios se pueden obtener mediante el consumo de la fruta
directamente, jugo o diluida (SANCHEZ BUSTAMANTE, 2019).

1.1.2. Composicion Quimica de la Naranja.

La naranja es muy rica en nutrientes, vitaminas, minerales los cuales son necesarios para la
dieta diaria. La pulpa fresca de naranja es rica en carbohidratos, alta en agua y baja en proteinas,
grasa 'y minerales, por otro lado, la corteza de la naranja contiene altos niveles de agua libre, ligada,
ademas de contener proteinas y minerales en considerable cantidad, también posee vitaminas.
(Espinoza Zamora et al., 2019).

1.2. Refresco.
Segun la (NTE INEN 23041, 2017) un refresco es una bebida no alcohdlica, ni carbonatada

(COy), el agua es el principal componentes, seguidos de otros como azucar, pulpas, extractos de

frutas o trozos de frutas y adictivos alimentarios permitidos.



1.3. Contaminacidon Alimentaria.

Los alimentos estan compuestos por estructuras bioldgicas, las cuales muchas veces sufren
alteraciones como, por ejemplo. Descomposicién del alimento, contaminacion microbiana o por
malas précticas de elaboracion. La contaminacion en un alimento es la modificacion que ocurre en
el mismo debido a la presencia de microrganismo o elementos extrafios como productos téxicos
que ponen en peligro la salud del consumidor (Bergaglio & Bergaglio, 2020).

1.4. Tipos de contaminacion.

“La contaminacion alimentaria es la presencia de cualquier materia anormal que
comprometa la calidad del alimento destinado a el consumo humano, clasificadas como
contaminacion fisica, quimica y microbiologica ” (M Rafaela, 2007).

1.4.1. Contaminacion Fisica. Es la presencia de cualquier materia presente o elemento que no
pertenezca a la composicion del producto, como por ejemplo piedras, palos, cristal,
plastico, etc. Que podria causar dafio al consumidor.

1.4.2. Contaminacién Quimica. Esta contaminacion se da por la presencia de algunos productos
quimicos en los alimentos, que pueden ser muy peligrosos y toxicos ya sea a corto o largo
plazo.

1.4.3. Contaminacién Microbiologica. Esta contaminacion se produce de manera directa e
indirectamente por microorganismos patdgenos durante su manipulacién o transformacion,
en muchos de los casos los microrganismos pueden proliferar facilmente al tener contacto

con el alimento (Manuel Moreno & Alejandra, 2010).

1.5. Factores que Influyen en el Crecimiento Microbiano.
Existen distintos factores que aceleran el crecimiento microbiano. Tanto intrinsecos como
extrinsecos que se manifiestan segun sus caracteristicas y propiedades fisico-quimicas (Vasquez

de Plata Gloria, 2003).



1.5.1. Factores Intrinsecos. Los factores intrinsecos son las caracteristicas fisico-quimicas
propias de los alimentos, que influyen en el crecimiento de los microorganismos, ya sea
méas o menos favorable esto va a depender del tipo de microorganismo y del tipo de
alimento (Schnorr Vargas, 2019). Estos factores pueden ser: Nitrégeno y Actividad de

agua.

1.5.1.1.Concentracién de Nitrogeno. El desarrollo y metabolismo de los microorganismos es
determinado por el pH del alimento. La acidez es una sustancia que se mide en escala de
pH, la cual no indica la concentracion de ion hidrégenos, ayudando a determinar la clase
de microorganismo que crece en el alimento y el cambio que provoca, ademas cada
microorganismo tiene un pH de crecimiento optimo, minimo y maximo (Castillo Lopez,
2018).

1.5.1.2.Actividad de Agua (AW). Para que los microorganismos puedan crecer y llevar a cabo
todas sus funciones metabdlicas requiere de agua. La Aw es el agua que se encuentra
disponible en los alimentos para el crecimiento microbiano y su valor varia entre 0 a 1
(Rojas Marcia M., Rodriguez Anar J. & Heydrich Mayra., 2021).

1.5.2. Factores Extrinsecos. Los factores extrinsecos son propiedades del ambiente en las que
un alimento se encuentra almacenado, tiene una gran importancia en conservacion de
alimentos ya que son los factores que mas influyen en la misma (Benitez, 2019).

1.5.2.1.Humedad Relativa. Esta conectada con la actividad de agua presente en el alimento, es
decir si un alimento con baja actividad de agua se encuentra almacenado en un lugar con
alta humedad relativa, la Aw aumenta permitiendo el crecimiento microbiano. Entre la

humedad relativa y la temperatura deben ser tomadas en cuenta, ya que a mayor



temperatura de almacenamiento, menor humedad relativa y viceversa (Castillo-Lopez &

Dominguez-Ordéiiez, 2019).
1.5.2.2. Temperatura. Es unos de los factores que afectan el desarrollo microbiano, aunque existen

microorganismo que son capaces de crecer en diferentes intervalos desde -8 °C a +9’ °C,

unas de las temperaturas optimas de crecimiento de los microorganismos patdégenos es 35

°C.

De acuerdo a la temperatura, segun (Vasquez de Plata Gloria, 2003) los microorganismos

se pueden clasificar en:

- Psicotropicos. - Se desarrollan a temperaturas bajas (inferior a 100°C).

- Ambientales. — proliferan a una temperatura optima entre 10 a 25 °C.

- Mesodfilos. - Temperatura entre 35 — 37 °C.

- Termofilos. — Climax optima superior a 45 °C.
1.5.2.3.0xigeno. Para muchos de los microorganismos es de suma importancia que su medio

cuente con oxigeno para poder sobrevivir, asi como los hay quienes no necesitan y los que

crecen en caso de si 0 no contar con presencia del mismo considerados como

microorganismos aerobios, anaerobios y facultativos (Benitez, 2019).

1.6. Buenas Précticas de Manufactura (BPM).

Es una herramienta muy utilizada en industrias alimentarias, farmacéuticas, textiles, etc.
Durante el proceso de produccion, almacenamiento, transporte y expendio de los alimentos hacia
el mercado, para asi garantizar que el producto se ha fabricado en adecuadas condiciones y no
represente un peligro al consumidor (Teresa Castro, 2007).

Para aplicar las Buenas Préacticas de Manufactura es necesario conocer los diferentes

puntos criticos que presenta la empresa interna y como externamente, por eso se debe realizar un



diagndstico sanitario, el cual va a mejorar de manera progresiva la infraestructura de las
instalaciones de la planta procesadora garantizando la seguridad personal y la demanda de nuestros
clientes, brindando productos de calidad e inocuidad rigiéndose con los reglamentos y normativas
vigentes (Castellano Blandén et al., 2017).

1.7. Principales Microorganismos Encontrados en Refrescos.
Segun los estudios realizados por El Ministerio de Salud del Perd, las principales fuentes

de contaminacion en los refrescos en la mayoria de los casos se deben a los microorganismos que
se encuentran suspendidos en el medio ambiente como podria ser: suelo, aire y agua. Causantes de
la degradacion del alimento (Gatti & Montanari, 2018). Aproximadamente, 250 agentes son
causantes de Enfermedades de Transmision Alimentaria, estando involucrados los siguientes
microorganismos patdgenos: “Salmonella sp, E. coli, Clostridium spp, S. aureus, Yersinia sp ,
Bacillus cereus y Vibrio cholerae, y también conocidos como agentes clasicos tenemos, la Listeria
monocytogenes, Campylobacter sp” (MINSA, 2019).

Galarza Katherine en el estudio realizado, analizo 24 muestras y determino que el 20.83%
dieron positivo a Staphylococcus aureus, se determind que el 79.17% represento los
microorganismos coliformes en el cual sobrepaso los pardmetros establecidos al igual que la
presencia de bacteria mesofilas se declaré inaceptable al encontrase en un total de 70.83% en la
muestra (Galarza Katherine, 2018).

1.8. Coliformes Fecales.

Son bacterias del grupo coliformes, capaces de fermentar la lactosa y proliferar a una
temperatura de 44 — 45 °C, estos microorganismos estan presentes en el tracto intestinal de aves y
mamiferos y la Unica forma de encontrarse en el medio ambiente es a través de las heces de los

mismos (Carbajal, 2018).



La presencia de bacterias coliformes son patdgenas para el ser humano, estas pueden ser:
Escherichia coli, Klebsiella y Citrobacter conocidas por ser causante de enfermedades (BORJA,
2015).

1.9. Escherichia Coli.

Al encontrarse E coli, tipo | y Il en alta proporcién en el grupo de coliformes fecales, de
forma general se conoce a los coliformes fecales como E. coli, tomando este microorganismo como
referencia para emplearlo como indicador de contaminacion fecal en alimentos. Da como producto
indol a partir del triptéfano; resultando positivo a la prueba rojo metilo y negativo a la prueba
Voges Proskauer. Su habitat natural primario es el intestino.(INEN NTE 1529-8, 2012).

1.10. Placa Petrifilm 3M.

En la actualidad la mayoria de industrias alimentarias optan por tener un resultado de analisis
microbiologicos de sus productos en el menor tiempo posible, ya que de esto dependera la decision
a tomar para librar las lineas de produccion en caso de ocurra un inconveniente. Debido a que la
mayoria de los microorganismos necesitan enriquecimiento previo a un analisis. Incluso se
presentan inconvenientes debido a la microflora presente en la muestra, de lento crecimiento o
requerimientos especiales. Las Placas Petrifilm aprobadas por AOAC, NMKL y AFNOR simplifican
los pasos para la determinacion correcta de las bacterias ya que ofrecen una técnica sencilla y

confiable (Maldonado, 2015).
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CAPITULO DOS

2. METODOLOGIA.

2.1. Estudio y Aplicacién de Técnicas para Determinar la Calidad del Refresco Procesado
de Naranja.

2.2. Materiales y Métodos.

Los materiales y métodos que se emplean cominmente en el anélisis de coliformes fecales
en refresco de naranja son de suma importancia para realizar el control de la calidad, nos indican
los procedimientos, enfoques, disefios y tratamientos realizados en pro de alargar la vida til de
los productos alimenticios. En la presente investigacion se describen los materiales de acuerdo a
la técnica de inoculacion més adecuada, posteriormente se verifica mediante normativa que el

refresco de naranja debe cumplir los requisitos minimos.

Tabla 1.
Materiales y Equipos.

Materiales Estéril Equipos
v" Placa Pretrifilm 3M E. Coli v’ Estufa
v 3 tubos de ensayo v" Autoclave
v' Matraz v" Incubadora,48h+2ha35°C+1°C
v' Pipeta v" Mechero de Bunsen
v Probeta v' Contador de colonias
v" Placa Pretrifilm 3M
v" Micropipeta 1000 microlitros
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2.3. Método Petrifilm.

El método Pretrifilm es una pelicula rehidratable, para realizar analisis y el recuento de
Bacterias Mesofilas, Coliformes fecales o E. Coli. Estas placas se adquieren ya preparadas para
ser usada. Simplemente se procede a inocular la Placa con 1ml de la muestra a dilucion o en este
caso el refresco de naranja, como diluyente se emplea agua peptonada en concentracion al 0,1%.
Se incuba por Incubar 48 h + 2 h a 35 °C + 1 °C y finalmente se realizar la técnica de conteo
UFC/ml (Maldonado, 2015).

2.3.1. Recoleccién de muestras. Las muestras de refresco de naranja fueron recolectadas en

envases de plastico de primer uso estériles, cada muestra consto aproximadamente de 200

mL estas fueron rotuladas y almacenadas en un cooler, asegurando una temperatura menor

a 10°C, salvaguardando la vida util de la muestra hasta su posterior analisis.

2.4. Procedimiento Para Recuento de Coliformes Totales y E. Coli 1.

2.4.1. Método Petrifiml 3M. Se utiliz6 tres matraces de 150 ml de caldo peptonado estéril, en
un matraz estéril se coloca 10 ml de la muestra usando una pipeta y luego se agrega 90mi
de caldo peptonado usando una probeta, se homogeniza y tapa con un papel de aluminio,
una vez homogenizado se obtiene la primera muestra de dilucion 10-1, y de alli se coloca
1 ml en un tubo de ensayo estéril y se agrega 9 ml de caldo peptonado, se homogeniza se
obtiene la segunda dilucion 10-2, y de alli se toma 1 ml y se coloca a un segundo tubo de
ensayo estéril y a ese se agrega 9 ml de caldo peptonado y se homogeniza, y a ese tubo de
ensayo numero 2 es la tercera dilucion 10-3. Con esas tres diluciones realiza la siembra en

las placas petrifilm(Guevara Valencia, 2022).
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24.2.

24.3.

Inoculacion. Se utiliza una micropipeta de 1 ml, se coloca en cada una de las placas
petrifilm y se procede a tapar con su respectivo difusor, repetimos los pasos con las
diluciones restantes, se coloca a la estufa para incubar a 37 ° C por 24 horas.

Conteo. Para realizar el conteo de las UFC se utiliza un contador de colonia para contar
las UFC, existen otras maneras de contabilizarles, hoy existe hasta una aplicacion para

realizar el conteo con mas precision(Macedo Andia, 2022).
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CAPITULO TRES

3. Discusiones.

El presente trabajo mediante bases tedricas tuvo como objeto la determinacion de coliformes
fecales en refresco procesado de naranja, segun (Guevara Valencia, 2022) toma como indicador al
microorganismo E. Coli y realiza el analisis, haciendo 3 diluciones a la muestra, la cual siembra

en placas Petri film 3M E. Coli.
Figura 1.

Colonias de Coliformes Fecales

Nota: Adaptado de “Coliformes totales en Bebidas Refrescantes” (Guevara Valencia, 2022).

En la llustracion 1, se visualiza la presencia de aire, dando como respuesta que existe
desprendimiento de dioxido de carbono como respuesta a la fermentacion por parte de los
coliformes fecales, debido a que se ha empleado un medio selectivo EC y se ha inoculado a 48 °C
por 25 horas.

Tabla 2.

Unidades Formadoras de Colonia Contabilizadas.

Coliformes fecales UFC/cm? 10

14



Tabla 3.
Requisitos Microbiologicos.

ni m M |c| Maétodo de ensayo

Coliformes NMP/cm® | 3| <3 - |0 NTE INEN 2304

Nota: Adaptado de (INEN NTE 1529-2, 1999).

Segun Guevara Filomena los resultados obtenidos en el analisis de coliformes fecales en
refresco procesado de naranja, obtuvo un total de 10 UFC de la dilucién 1073 por lo que el
producto es microbioldgicamente inaceptable, debido a las especificaciones en la NTE INEN 2304
en su apartado; Requisitos para Refrescos procesados o minimamente modificados establece
parametros minimos y maximos para ser aceptable debe ser menor a 3 UFC (Guevara Valencia,

2022).
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Tabla 4.

Recuento de coliformes fecales, en placas Petrifilm en muestras de refrescos de naranja durante
los tres meses.

Recuentos
Puntos | Clicmes | colformes colformes | GiGESA | nterpretacion
(UFC/mL) =Julio | (UFC/mL) - Agosto Septiembre (UFC/mL)
1 27 x 10! 22 x 10! 25 x 10! 102 ACE:;I'I('DABLE
2 65 x 10* 77 x 10t 57 x 10* 102 ACE:;I'I('JABLE
3 17 x 103 17 x 10° 21 x 10° 102 ACESSABLE
4 45 x 102 38 x 102 29 x 102 102 ACE'P\I'IC')ABLE
5 61 x 102 54 x 102 45 x 102 102 ACE'P\I'IC')ABLE
6 23 x 10° 24 x 10° 22 x 103 102 ACEIP\I'I(')ABLE

Nota: Adaptado de “Determinacion de da Calidad Microbioldgica de Las Bebidas
Artesanales”(Macedo Andia, 2022).

Segun estudios realizados por Macedo, donde se tomaron 6 muestras de refrescos de naranja,
en diferentes puntos de venta y durante 3 meses, que no se obtuvieron valores aceptables para el
consumo de acuerdo a lo establecido en la norma sanitaria, al igual que en los demas puntos de
venta excedieron el valor maximo indicado segin la normal INEN 2304 , mientras que el
parametro de mesofilos aerobios en el punto de venta numero 7, reflejo valores mas altos obtenidos

en el recuento de coliformes(Macedo Andia, 2022).
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CONCLUSIONES.
El andlisis de coliformes fecales en alimentos es una técnica muy utilizada como indicador de
calidad de los productos procesados y no procesados, para los refrescos (Naranja) es el método
més recomendado por muchas industria y laboratorios acreditados debido a la velocidad con la
que se obtienen resultados, las cajas Petri film mas comerciales son de la marca 3M, estas se
inoculan, incuban y reportan resultados en UFC de forma directa mediante los cambios de
coloracién que son un indicador rojo presente en la placa que colorea todas las colonias y se

contabiliza todas las colonias rojas independientemente de su tamafio y de su intensidad de color.

Se establecio que el control de calidad en la muestra de refresco de naranja muchas veces no
cumplen con los parametros establecidos en la NTE INEN 2304 debido a que en el andlisis
microbiologico de coliformes fecales en muchos estudios sobrepasan los limites permitidos, los
cuales indican que debe ser inferior a 3 UFC/cm? y lo reportado por el caso de estudio pone de
manifiesto 10 UFC/cm3 considerandose microbioldgicamente inaceptable para el consumo

humano, por lo tanto, la empresa procede a rechazar el lote de donde se tomo la muestra.
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RECOMENDACIONES.

Cuando se proceda a realizar la eleccion del medio de cultivo siempre se debe saber que
microorganismo se va analizar ya que dependiendo de esto variara el tiempo, temperatura de

inoculacién, nutrientes logrando asi hacer tu medio mas selectivo.

Cuando se realice el conteo de las unidades formadoras de colonias o los microorganismos viables
se debe tener en cuenta los pardmetros establecidos que son minimo 30 y maximo 300 colonias
siempre se elige los resultados que contengan parametros de rango intermedio para tener una

mayor visibilidad y més facilidad al momento de proceder a contar.
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