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RESUMEN

El presente trabajo de investigacion se desarroll6 con el objetivo de determinar
la calidad microbiolégica y fisicoquimica (pH, Acidez y Grados Brix) de las
bebidas carbonatadas sin hielo de maquinas dispensadoras que se encuentran
en los dos Food Court de la Octava y Décima etapa de Metrocentro de San
Salvador ya que es importante conocer si la poblacion que visita estos
restaurantes esta poniendo en riesgo su salud, al consumir bebidas
carbonatadas que no presentan la inocuidad necesaria para su consumo. En el
disefio metodologico se describe el tipo de estudio, asi como el tipo de
muestreo, también las fases en las que se desarrollo la investigacion de campo,
en la fase | se identificaron las marcas de bebidas carbonatadas de mayor
consumo por la poblacion que visita los restaurantes de comida répida en los
dos Food Court de la Octava y Décima etapa de Metrocentro de San Salvador,
en la que se utiliz6 como instrumento una encuesta (Ver Anexo N° 4) y, segln
los resultados obtenidos(Ver Anexo N° 5) de las 30 personas encuestadas, 21
personas prefirieron los sabores de C-C y P-C (Ver Anexo N° 2).

En la Fase Il se identificaron los puntos de muestreo ya que por medio de una
observacién visual se reconocieron que existian restaurantes de comida rapida,
que se encontraban tanto en la Octava y Décima etapa de los dos Food Court
de Metrocentro de San Salvador, por lo que se definieron que estos serian los

restaurantes que se muestrearian.

Para la presente investigacion se tomaron 20 muestras de bebidas
carbonatadas sin hielo, 4 muestras de hielo y 4 muestras de vasos vacios
conformando un total de 28 muestras, en donde la toma de muestras se llevo a
cabo en un periodo de dos semanas, en dos diferentes periodos de tiempo, los
cuales fueron: La primer semana se realiz6 de 9:30- 10:00 a.m y la segunda

semana se realiz6 de 12:00- 12:30 p.m., que son horas de mayor consumo o



afluencia de la poblacién, con el objeto de verificar alguna diferencia en el
resultado de los analisis.

Para los analisis microbioldgicos, del total de las 20 muestras de bebidas
carbonatadas sin hielo al ser comparadas con la Norma Técnica Obligatoria
denominada NTON 03 030-00 Norma Técnica Obligatoria Nicaragiense de
Bebidas Carbonatadas, el 80% resultaron conformes para microorganismos
mesofilos aerobios, mohos y coliformes fecales, y el porcentaje restante resultd
contaminado lo que puede dar un indicio de que no a todas las maquinas
dispensadoras se les da un mantenimiento de limpieza y desinfeccion, por lo
que, pueden albergar microorganismos que causen la contaminacion de las
bebidas carbonatadas. De las 4 muestras de hielo al ser comparadas con la
Norma Salvadorefia Obligatoria NSO 13.07.04.00 “Hielo Especificaciones y
Buenas Practicas de Fabricacion”, el 100% result6 conforme para
microorganismos mesoéfilos aerobios y Pseudomona aureginosa. El porcentaje
de muestras que resulté contaminado puede indicar que, el agua que utilizan
para la elaboracion del hielo estd contaminada con heces fecales o los
manipuladores no hacen uso de las medidas higiénicas al momento de su
manipulacion. De las 4 muestras de vasos vacios el 100% resultaron
conformes, descartando que estos pudieran ser la fuente de contaminacion.
Para los analisis fisicoquimicos, del total de las 20 muestras de bebidas

carbonatadas resultaron 100% conformes para acidez, pH y grados Brix.

Por lo anterior se recomienda que las instituciones competentes monitoreen
periodicamente los restaurantes ubicados en los dos Food Court para que
cumplan las buenas préacticas de higiene por parte del personal manipulador y
la higiene con respecto a la limpieza y desinfeccion de las maquinas
dispensadoras, deben realizar analisis microbiolégicos periddicos a las bebidas
y agua utilizada para hielo, con el objetivo de que los restaurantes mantengan y

mejoren sus estandares de calidad segun exigen las normas establecidas.
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XXii

1.0 INTRODUCCION 4, 6, 20, 39)

Pese a las buenas practicas de higiene empleadas por parte de las industrias
qgue elaboran bebidas carbonatadas, estas no siempre son tomadas en cuenta
por los manipuladores de los dispensadores de las mismas, facilitando la

contaminacion de las bebidas carbonatadas después del procesamiento.

En la actualidad existe una gran demanda de bebidas carbonatadas y una de
las formas en que se presentan es en maquinas dispensadoras ubicadas en
restaurantes de comida rapida, que a diario son visitados por la poblacion
salvadorefia. Debido a la demanda que presentan este tipo de bebidas
carbonatadas es de gran importancia conocer si la salud de los consumidores
se encuentra en riesgo, al estar consumiendo un producto que no presenta las
caracteristicas de un alimento inocuo ya sea por la presencia de bacterias en
las bebidas o en las maquinas dispensadoras, el comportamiento inadecuado
de los clientes (reutilizacion de los vasos) y del personal que maneja las
magquinas dispensadoras de bebidas que tienen un contacto fisico y directo con

las boquillas de dosificacién.

Es por ello, que en la presente investigacion se determind la presencia de
microorganismos mesofilos aerobios, mohos, coliformes totales y fecales, y se
analizé la acidez, pH y grados Brix en muestras de bebidas carbonatadas sin
hielo en los restaurantes de comida rapida de los dos Food Court de la Octava y
Décima etapa de Metrocentro de San Salvador. Por no existir una Normativa en
nuestro pais de Bebidas Carbonatadas se utilizO como referencia la Norma
Técnica Obligatoria denominada NTON 03 030-00 Norma Técnica Obligatoria
Nicarguense de Bebidas Carbonatadas, para verificar que los resultados se
encontraban dentro de los limites establecidos.

También se determiné la presencia de microorganismos mesofilos aerobios,
coliformes totales y fecales, Escherichia coli y Pseudomona aureginosa en

muestras de hielo de las maquinas dispensadoras y los resultados se



XXiii

compararon con la Norma Salvadoreiia Obligatoria NSO 13.07.04.00 “Hielo
Especificaciones y Buenas Practicas de Fabricacion”. Y ademas se analizaron
vasos vacios con el objetivo de descartar si éste es la causa de contaminacion

de las bebidas carbonatadas.

Por medio de 30 encuestas (Anexo N° 4) se determind cuales son las marcas
de bebidas carbonatadas que mas prefieren los consumidores y se definieron
que estas serian las bebidas que se muestrearian para realizarles por duplicado
analisis microbiologicos y fisicoquimicos, ademas por medio de una
observacion visual se observdO que hay cinco de restaurantes que se
encuentran en los dos Food Court de la Octava y Décima etapa de Metrocentro
de San Salvador, por lo que se definieron que estos serian los puntos de

muestreo.

La parte experimental de este trabajo se realizO en el laboratorio de
microbiologia de alimentos del Centro de Investigacion y Desarrollo en Salud
(CENSALUD) y en el Laboratorio de Bioquimica y Contaminacién Ambiental de
la Facultad de Quimica y Farmacia en la Universidad de El Salvador, la cual se
desarroll6 en el periodo de Mayo - Julio del 2013 para el posterior analisis de

datos y la elaboracion del informe final.

Se deben llevar a cabo estudios acerca de la contaminacion de las maquinas
dispensadoras en diferentes puntos criticos como boquillas de dosificacién,
mangueras, etc, haciéndoles un seguimiento constante para evidenciar la
presencia de posibles patdégenos que afectarian la calidad de las bebidas y por
lo tanto la calidad de vida de los consumidores. Lo que permitiria exigir a estos
establecimientos que cumplan con las buenas normas y practicas de

manipulacion de esos alimentos.



CAPITULO Il

OBJETIVOS



2.0 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GENERAL

Realizar la determinacion microbiolégica, pH, acidez y grados Brix en bebidas

carbonatadas sin hielo de méaquinas dispensadoras en los Food court de

Metrocentro San Salvador.

2.20BJETIVOS ESPECIFICOS

221

222

2.2.3

224

Verificar las condiciones sanitarias y ambientales en que se
encuentran las maquinas dispensadoras de bebidas carbonatadas

mediante una lista de chequeo.

Analizar la presencia de microorganismos mesofilos aerobios,
mohos, coliformes totales y pH, acidez, Grados Brix en muestras de

bebidas carbonatadas sin hielo de maquinas dispensadoras.

Analizar la presencia de microorganismos mesofilos aerobios,
coliformes totales, coliformes fecales, Escherichia coli vy
Pseudomona aureginosa en muestras de hielo de las maquinas

dispensadoras.

Comparar los resultados obtenidos en los diferentes andlisis
realizados a las muestras de bebidas carbonatadassin hielo con la
Norma Técnica Obligatoria denominada NTON 03 030-00 Norma
Técnica Obligatoria Nicaraguense de Bebidas Carbonatadas y los
resultados de las muestras de hielo con la Norma Salvadorefia
Obligatoria NSO 13.07.04.00 “Hielo. Especificaciones y Buenas

Practicas de Fabricacion”.



2.2.5 Dar a conocer los resultados obtenidos al Ministerio de Salud
(MINSAL).



CAPITULO I
MARCO TEORICO
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3.0 MARCO TEORICO

Fig. N° 1. Diferentes marcas de bebidas carbonatadas

3.1 BEBIDAS CARBONATADAS

Las bebidas carbonatadas son, hoy en dia, una de las bebidas mas consumidas
en todo el mundo, especialmente entre la poblacién joven. EI consumo
comienza a muy temprana edad y aumenta durante la adolescencia. Se las
conoce en diferentes paises como gaseosa, refresco, refresco con gas, soda o

softdrink. Son bebidas saborizadas, efervescentes sin contenido de alcohol (7,

4).

Estas bebidas representan un problema importante para nuestra salud, no sélo
por lo que contienen, sino también por los alimentos que desplaza de la dieta.

El consumo importante de estas bebidas se asocia a una ingesta mas baja de
numerosas vitaminas, minerales y fibra. Son un factor de riesgo importante para
la salud en general, ya que contribuyen, sin lugar a dudas, con el sobrepeso y la
obesidad. A su vez, aumentan el riesgo de osteoporosis, problemas dentales,

renales y cardiacos entre otras enfermedades (a).
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3.2 HISTORIA (7).

La fabricacion de bebidas carbonatadas comienza en Nueva York en 1832,
cuando John Matthews inventa un aparato para mezclar agua con dioxido de
carbono, y ademas de agregar sabor.

De la popularidad de la bebida nacen negocios que mezclan el agua
carbonatada con sabores a eleccion, llamadas fuentes de soda. Sabores como
naranja, limén, uva eran muy demandados. En aquella época la gaseosa

también se vendia en farmacias como remedio para curar diversos males.

En 1885, W.B. Morrison un farmacéutico propietario de "Old CornerDrugStore"
en Waco, Texas, desarroll6 un distinguido sabor en su fuente de soda. Su
nombre Dr. Pepper, la mas antigua gaseosa, que aun se vende en Estados
Unidos. Casi por la misma época (1886), otro farmacéutico, llamado John S.
Pemberton, experimenta con hierbas y especies como nuez de kola africana y
la hoja de coca en la ciudad de Atlanta. El resultado, una bebida que bautiz6
como Coca Cola. Pemberton muere a sélo un afio y medio de haber introducido

al mercado el nuevo producto.

En 1898, un farmacéutico de Carolina del Norte, Caleb Bradham, busca un
ténico para el dolor de cabeza a la que le agrega pepsina. En 1903, registro la

marca de esta bebida como "Pepsi”.

Y de ahi nace una gran nueva industria: la de las bebidas carbonatadas y por
ende empieza la aparicion de diversas marcas de bebidas de cola, las cuales

han ido incorporando diferentes ingredientes para darles un toque particular


http://es.wikipedia.org/wiki/Di%C3%B3xido_de_carbono
http://es.wikipedia.org/wiki/Di%C3%B3xido_de_carbono
http://es.wikipedia.org/wiki/Fuente_de_soda
http://es.wikipedia.org/wiki/Farmacia
http://es.wikipedia.org/wiki/Remedio
http://es.wikipedia.org/wiki/Waco
http://es.wikipedia.org/wiki/Texas
http://es.wikipedia.org/wiki/Dr_Pepper
http://es.wikipedia.org/wiki/Estados_Unidos
http://es.wikipedia.org/wiki/Estados_Unidos
http://es.wikipedia.org/w/index.php?title=John_S._Pemberton&action=edit&redlink=1
http://es.wikipedia.org/w/index.php?title=John_S._Pemberton&action=edit&redlink=1
http://es.wikipedia.org/wiki/Nuez_de_kola
http://es.wikipedia.org/wiki/Erythroxylum_coca
http://es.wikipedia.org/wiki/Atlanta
http://es.wikipedia.org/wiki/Coca_Cola
http://es.wikipedia.org/wiki/Carolina_del_Norte
http://es.wikipedia.org/wiki/Dolor_de_cabeza
http://es.wikipedia.org/wiki/Pepsina
http://es.wikipedia.org/wiki/Pepsi
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3.3 REQUISITOS PARA LAS BEBIDAS CARBONATADAS (2.

Por no existir una Normativa en nuestro pais de Bebidas Carbonatadas se
utilizard como referencia la Norma Técnica Obligatoria denominada NTON 03
030-00 Norma Técnica Obligatoria Nicaragiense de Bebidas Carbonatadas,la
cual fue aprobada el 11 de Julio de 2000 por la Comision Nacional de
Normalizaciéon Técnica y Calidad en la Ciudad de Managua, Nicaragua, Yy
publicada en la Gaceta N° 177, el 19 de Septiembre del 2001.

3.3.1 CARACTERISTICAS GENERALES DE BEBIDAS CARBONATADAS (29).

- La gaseosa con o sin sabor deberd presentar el color, olor y sabor
caracteristico del producto, el sabor no debera ser afiejo, mohoso, ni
fermentado que son caracteristica que denotan procesos defectuosos de
fabricacion y se declaran no aptas para el consumo humano.

- El producto final no debera contener materias extrafias a su composicion
normal tales como fragmentos metdlicos, particula de vidrio u otros
sedimentos.

- El producto final no debera contener insectos o fragmentos de estos, huevos

ni larvas de insectos.

3.3.2 REQUISITOS FISICOS Y QUIMICQOS (29).

El agua mineral o soda debera contener un minimo de un volumen de gas
absorbido en un volumen de agua. El volumen de gas, es el volumen diéxido de
carbono (anhidrido carbo6nico) que absorbe el agua a la presion atmosférica
normal (101, 133 Kpa = 760 mm Hg) y a temperatura de 15.56 °C.
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Cuadro N° 1. Requisitos fisicoquimicos de las aguas gaseosas con sabor ().

CARACTERISTICAS MINIMO MAXIMO
Grado Brix (porcentaje de
sélidos solubles como 8.0 15.0
sacarosa).
Alcohol en porcentaje en
volumen a 15.56 °C 0% 0.5%
Diéxido de carbono (anhidrido
carbonico) en volumen de gas .
absorbido por cada volumen 1.0 volumen 5.0 volimenes
de agua.
Acidez expresada en gramos
de &cido citrico anhidrido por 0.003 0.5
cada 100 cm® de muestra.
pH 2.4 45

3.4 MATERIAS PRIMAS 20).

Segun la Norma Técnica Obligatoria denominada NTON 03 030-00 Norma
Técnica Obligatoria Nicaraguense de Bebidas Carbonatadas los ingredientes y
aditivos utilizados en la preparacion del producto deberdn cumplir con los
requisitos establecidos en las disposiciones sanitarias correspondientes o en su
defecto por las normas de identidad y pureza para Aditivos Alimentarios del
CODEX ALIMENTARIUS.

3.4.1 Agentes Espumantes: Sustancia quimica con propiedades surfactantes
(tensoactivo) que cuando se encuentra presente en pequefias dosis en una
disolucién facilita la generacion de espuma.

Se permitird el uso de glicerina amoniacal, proteina de soya modificada en un

soporte de propilénglicol, extracto de liquido, yuca, regaliz.

3.4.2 Edulcorantes: Se permitira la adicion de los siguientes edulcorantes
nutritivos: dextrosa, fructosa, jarabe de fructosa de maiz, miel, sacarosa y
sacarosa invertida, y la adicibn de los siguientes edulcorantes intensos:

isomalta, manitol, sorbitol, aspartame, sacarina, entre otros.
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3.4.3 Acidulantes: Son sustancias quimicas que modifican el sabor y el pH de
los productos.

Se permite la adiciéon de uno o mas acidos:

- Acido Citrico, adipico, fumarico, tartarico, lactico, malico y acético en cantidad
no mayor a 5000.0 mg/Kg en producto terminado.

- Acido Fosférico, en cantidad no mayor de 700.0 mg/Kg en el producto

terminado.

3.4.4 Agentes Enturbiantes: Se podran usar los agentes que producen

turbiedad, tales como: goma acacia, aceite vegetal, aceite esenciales citricos.

3.4.5 Reguladores de Acidez: Son usados para alterar y controlar la acidez o

alcalinidad para el procesamiento, sabor y seguridad alimenticia.

Se permitira el uso de las siguientes sales de calcio, magnesio, potasio y sodio:
acetatos, bicarbonatos, carbonatos, cloruros, citratos, fosfatos, gluconatos,

lactatos y sulfatos.

3.4.6 Sabores Naturales y/o Artificiales: Se podra usar sabores naturales y/o
artificiales en cantidades suficientes para lograr el efecto deseado en el

producto.

3.4.7 Colorantes: Son un tipo de aditivos alimentarios que proporcionan color a
los alimentos.

Colorantes Artificiales. Se permitira la adicion en cantidad no mayor a 100.0
mg/kg en producto terminado de los siguientes colorantes:

- Amaranto (FD & C rojo N° 2)

- Azul Brillante (FD & C azul N° 1)

- Indigotina (FD & C azul N° 2)

- Amarillo Ocaso F.C.F (FD &Camarillo N° 6)
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- Tartrazina (FD & C amarillo N° 5)
- Verde (FD & C verde N° 3)
- Negro brillante PN

Colorantes Naturales: Se permitira la adicion en cantidades limitadas por
practica correctiva de fabricacion, de los siguientes colorantes:

- Amarillo Carotenoides tales como Curcuma, Onoto, Betacaroteno.

- Rojo: Remolacha, Uva, Cantaxantina

- Verdes: Clorofila

- Marrén:; Caramelo

3.4.8 Antiespumante: Evitan la formacion de espuma ya formada y previene la
formacién de nuevas burbujas.
Se permitird la adicion de dimetilpolisiloxanol o metilfenilpolisiloxanol en

cantidad no mayor a 10.0 mg/kg en el producto terminado.

3.4.9 Agentes Estabilizadores: Se podran usar los siguientes aditivos cuando
sea necesario estabilizar una emulsion: almidon modificado alimenticio, goma
arabiga, goma karaya, goma de algarrobo, goma Ester, goma tragacanto, goma
xantanica, celulosa modificada, dextrinas, pectinas, aceite vegetal bromado
(dosis maxima de 15.0 mg/l), lecitina, acetato isobutirato de sacarosa (dosis
méaxima de 300.0 mg/kg), almidones modificado.

3.4.10 Ingredientes y Aditivos:
- Cafeina. Se permitird su presencia en el producto terminado en cantidad no

mayor a 200.0 mg/kg en producto terminado.

- Sales de Quinina no mayor a 100.0 mg/kg en producto terminado expresado
como quinina.

- Sal, Vitaminas, Bicarbonato de Sodio, minerales.
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3.4.11 Sustancias Conservadoras:

- Acido Benzoico y &acido Sorbico o sales correspondientes en una dosis
maxima de 1000.0 mg/kg en producto terminado expresados como acido
benzoico para sales de este acido y 1500.0 mg/kg en producto terminado como
acido sorbico para las sales de este acido.

- Dioxido de azufre, en cantidad no mayor a 115.0 mg/kg en producto
terminado.

- Sulfito, bisulfito y metabisulfito de sodio, potasio calcio en una dosis maxima
de 115.0 mg/kg en producto terminado expresados como di6xido de azufre.

- p-metil y p-propilhidroxibenzoato en cantidad no mayor a 1000.0 mg/kg en
producto terminado.

- Acido férmico y sus sales de sodio y calcio en cantidad no mayor a 100.0

mg/kg en producto terminado.

3.4.12 Agentes Antioxidantes y Secuestrantes:

Se permitira la adicion de las siguientes sustancias:

- Cloruro Estafioso: En bebidas enlatadas en cantidad no mayor a 30.0 mg/Kg
en el producto terminado, calculados como estafio.

- Acido Ascérbico y sus respectivas sales de sodio, calcio y potasio.

- Sales disddicas y calcicas del acido etilendiaminotetracético (EDTA) en
cantidad no mayor a 100.0 mg/Kg en el producto terminado.

- Propilgalato en cantidad no mayor a 200.0 mg/kg en producto terminado.

- Tocoferol en cantidad no mayor a 200.0 mg/kg en producto terminado.

- Carboximetilcelulosa, en cantidades limitadas a practicas correctas de
fabricacion.

- Enzima glucoxidasa, catalasa, en cantidad limitada por practica correcta de
fabricacion.

- Palmitato de ascorbilo, en cantidad no mayor a 200.0 mg/kg en producto

terminado.
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- Estereato de ascorbilo, en cantidad no mayor a 200.0 mg/kg en producto
terminado.

- Hidroxianisolbutilado (BHA) en cantidad no mayor a 0.2 mg/kg en producto
terminado.

- Citrato isopropilico en cantidad limitada por practica correcta de fabricacion.

- Hidroquinona terbutilica en cantidad no mayor a 0. 2 mg/kg en producto

terminado.

3.5 INOCUIDAD DE LAS BEBIDAS CARBONATADAS

Para conocer si un producto que se comercializa es inocuo, hay que observar
ciertas caracteristicas Organolépticas, Fisicoquimicas y Microbiolégicas, ya que
un producto que esté contaminado podria causar dafios a la salud de las

personas que los consumens).

La calidad de los alimentos constituye uno de los elementos mas importantes
en la industria alimentaria, ya que las caracteristicas que éstas poseen hacen
apetecible su consumo, o todos los atributos que influyen en el valor de un
producto para el consumidor, tales atributos pueden ser negativos como estado
de descomposicién, contaminacion con suciedad, decoloracion y olores
desagradables, pero también atributos positivos, como origen, color, aroma,
textura y métodos de elaboracion de los alimentos(is).

Existen enfermedades trasmitidas por los alimentos que se conocen como
ETAS y se originan por el consumo de alimentos que contienen agentes
contaminantes en cantidad lo suficiente como para afectar la salud del
consumidor. Los agentes contaminantes pueden ser patdgenos como bacterias,
virus, hongos, parasitos o componentes quimicos (toxinas) que se encuentran
en el alimento. Pese a las buenas practicas de higiene que son empleadas en la

elaboracion de las bebidas, éstas no siempre son tomadas en cuenta por los
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manipuladores de los dispensadores de las mismas, lo que facilita de gran

manera la contaminacién después de su procesode elaboracion (is, 2s).

Algunas causas que pueden ocasionar

carbonatadasson las siguientes:

- Temperatura inadecuada de almacenamiento.

- Inadecuada higiene y limpieza de contenedores.

contaminacion a las bebidas

- Contaminacién cruzada por el uso de los mismos contenedores con sabores

diferentes.

- Calidad deficiente de materias primas que se utilizan para la elaboracion de

este tipo de bebidas.

Si se logra un mejor cuidado en todos estos aspectos se pueden evitar bebidas

contaminadas y lo mejor es que la calidad del producto que se comercializa en

los restaurantes de comida rapida incrementa de gran manera (11).

3.5.1 REQUISITOS MICROBIOLOGICOS

Cuadro N° 2. Requisitos Microbioldgicos. (Segun laNorma Técnica Obligatoria
denominada NTON 03 030-00 Norma Técnica Obligatoria

Nicaraglense de Bebidas Carbonatadas) (20).

Punto de Muestreo

Microorganismos

Recuento Maximo Permitido

Agua de Lavado de los

Recuento total de bacterias

contenedores y equipos (UFC/ml) 50
Recuento total de bacterias
Agua de proceso (UEC/m) 50
Jarabe simple Levaduras (UFC/ml) 3
Jarabe terminado Levaduras (UFC/ml) 3
. . Recuento total de bacterias
Bebida terminada (UFC/mI) 50
Bebida terminada Mohos (UFC/ml) 5
Bebida terminada Coliformes (UFC/100ml) 2
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3.6 MANIPULADOR DE ALIMENTOS (21, 22, 19).

Se puede definir como manipulador de alimentos a toda aquella persona que
por su actividad laboral tiene contacto directo con los alimentos durante su
preparacion, fabricacion, transformacion, elaboracion, envasado,

almacenamiento, transporte, distribucidn, venta, suministro y servicio.

El personal que manipula alimentos también desempefia una funcion primordial
en la tarea de preservar la higiene de los alimentos durante las etapas de
preparacion, transformacion, envasado, almacenamiento, distribucion, venta y

servicio.

Si no observa un comportamiento higiénico puede transmitir microorganismos

patogenos a los alimentos, de la siguiente manera (1):

- Transmision directa: a veces los manipuladores transfieren a los alimentos
microorganismos de los que pueden ser portadores, a través de las
secreciones de la boca y de la nariz, de la piel y heridas, y a través de las
manos si no se lavan adecuadamente después de haber hecho uso del
servicio sanitario.

- Transmision indirecta: pueden contaminar los alimentos a través de las
manos después de haber manipulado alimentos crudos, basuras, y objetos
ajenos a la actividad de cocina; por haberse lavado las manos con trapos o

toallas de tela; o a través de la ropa de trabajo si no esta limpia.

3.6.1 MEDIDAS HIGIENICAS POR UN MANIPULADOR DE ALIMENTOS A
CONSIDERAR (19)

La formacién especifica e higiene son dos de los pilares fundamentales en la

manipulacion de alimentos:


http://www.consumoteca.com/bienestar-y-salud/medio-ambiente/microorganismo-patogeno
http://www.consumoteca.com/bienestar-y-salud/medio-ambiente/microorganismo-patogeno
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Algunos de los requisitos para los manipuladores de alimentos hacen referencia
a la formacioén en higiene alimentaria. En este contexto, las empresas del sector
alimentario deben garantizar, mediante programas de formacion continuada
adecuados a su actividad, que los manipuladores de alimentos dispongan de
los conocimientos necesarios para desarrollar correctas practicas de
manipulacion. Estos programas de formacion los debe impartir una entidad
autorizada por la autoridad sanitaria competente que puede ser, en su caso, la

propia empresa.

Ademas, se deben cumplir las normas de higiene en cuanto a actitudes, habitos
y comportamiento. Las manos son el vehiculo principal de transmision, por lo
que se han de lavar tan a menudo como sea necesario y en un lugar
especialmente preparado para este fin. Se deben lavar entre la manipulacién de
diferentes tipos de alimentos o alimentos crudos y cocinados, después de
manipular desperdicios o basuras, después de tocar utensilios sucios o ajenos a
la actividad desarrollada, después de un periodo de descanso y muy
especialmente después de comer o fumar y por supuesto tras usar el servicio
sanitario 0 sonarse la nariz y siempre antes de incorporarse al puesto de

trabajo.

Estas normas de higiene incluyen no fumar, comer ni masticar chicle mientras
se manipulan alimentos, y tampoco estornudar o toser sobre los alimentos: la
saliva es un excelente vehiculo de transmision de microorganismos. Tampoco
deben llevarse anillos o pulseras durante el desarrollo de la actividad, ya que se
evitara que puedan entrar en contacto directo con los alimentos vy

contaminarlos.

Una herida o corte que pueda ponerse en contacto directa o indirectamente con
los alimentos es un peligroso foco de contaminacion por lo que siempre ha de

ser desinfectado y protegido con un vendaje impermeable apropiado. Por
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altimo, debe evitarse la presencia no justificada de personas ajenas a la
actividad de la empresa en los locales donde ésta se desarrolle y en cualquier
caso estas personas deberan en todo momento respetar las normas relativas a

la higiene.

Si se sufre cualquier enfermedad susceptible de contaminar o ser transmitida a
través de los alimentos (heridas infectadas, infecciones de la piel, diarrea o
trastornos gastrointestinales, entre otros), debe informarse a los responsables

para valorar el riesgo y establecer las pautas que se seguiran.

Ademas de todo lo descrito, se debe de llevar una vestimenta limpia y de uso
exclusivo y utilizar cubrecabeza y calzado adecuado. En este sentido, debe
ponerse especial cuidado con la higiene de manos, ufias, nariz, boca, pelo y
piel ya que estas zonas transmiten facilmente microorganismos. La
indumentaria, que sera preferiblemente de color claro, debe estar
permanentemente limpia y cambiarse tantas veces como sea necesario, incluso
a lo largo de una misma jornada de trabajo. Sera ademas de uso exclusivo para

esta actividad y es recomendable que no disponga de bolsillos.

El calzado, ademéas de ser el adecuado y de facil limpieza y desinfeccion,
debera tener suela antideslizante para evitar posibles resbalones y accidentes.
En algunos casos y debido al alto riesgo sanitario generado por la actividad,
sera necesario el uso de mascarillas y/o guantes higiénicos. Conocer y cumplir
las instrucciones de trabajo establecidas por la empresa es clave para

garantizar la seguridad y salubridad de los alimentos.

3.7 LIMPIEZA DE LAS MAQUINAS DISPENSADORAS DE BEBIDAS
CARBONATADAS ().

La limpieza y la desinfeccion tienen como fin asegurar una buena higiene, tanto

a nivel de los locales, los materiales, el personal y el ambiente.La limpieza
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regular y periodica permite mantener una flora microbiana ambiental reducida
necesaria y suficiente para ciertas actividades.
A continuacién se mencionan algunas definiciones relacionadas con el proceso

de limpieza y desinfeccion:

3.7.1 LIMPIEZA'Y DESINFECCION(1g).

Limpieza: Es el conjunto de operaciones que permiten eliminar la suciedad
visible o microscépica. Estas operaciones se realizan mediante productos
detergentes elegidos en funcion del tipo de suciedad y las superficies donde se

deposita.

Desinfeccion: Es el conjunto de operaciones que tiene como objetivo la
reduccion temporal del niUmero total de microorganismos vivos y la destruccién
de los patégenos y alterantes; sin embargo, la esterilizacion busca la obtencion

definitiva de un medio completamente exento de gérmenes.

No solamente depende de los manipuladores de las bebidas carbonatadas
mantenerlas inocuas, sino que también depende mucho la limpieza que se les
debe de dar a las maquinas dispensadoras de estas bebidas. La limpieza y
desinfeccidbn de este tipo de maquinas es bastante especifica ya que
generalmente se basan en manuales del equipo y lo deben de realizar personas
capacitadas en eso. Para la limpieza de estos equipos generalmente se debe
desmontar el equipo y lavar por individual cada una de las partes por las que

estan compuestas y luego se vuelven amontar para continuar su uso.

En algunas ocasiones cuando la maquina no se ha limpiado o desinfectado de
manera correcta ocurre la formacién de Biofilm o Biopelicula que se define
como una comunidad microbiana sésil, funcional y coordinada. Caracterizada

por células irreversiblemente unidas a un sustrato o interfase y entre si,
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embebidas en una matriz extracelular de sustancias polimerizadas por ellas

producidas y que exhiben un fenotipo alterado con respecto al grado de

multiplicacion celular y transcripcién de genes.

3.7.2 ETAPAS DE LA LIMPIEZA' Y DESINFECCION(1g).

LIMPIEZA:

Recoger y desechar los residuos del producto, polvo o cualquier otra
suciedad presentes en el lugar a limpiar.

Humedecer con suficiente agua potable el lugar o superficie que se va a
limpiar.

Preparar la solucion de detergente que se va a usar.

Enjabonar la superficie por limpiar, esparciendo la solucion de detergente
con esponja o cepillo.

Restregar la superficie fuertemente con ayuda de un pafio o cepillo,
eliminando toda la suciedad posible.

Dejar la solucion de detergente aplicada por un tiempo corto para que este
actue.

Enjuagar con suficiente agua asegurandose de que todo el detergente
seelimine.

Observar detenidamente el lugar que se limpio para verificar que haya sido

eliminada toda suciedad.

DESINFECCION:

Asegurarse de que la superficie este limpia, si no es asi limpiar como se
explico anteriormente.

Antes de proceder a desinfectar se debe tener lista la solucién
desinfectante.

Aplicar la solucion desinfectante sobre el lugar o superficie que se va a

desinfectar.
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- La solucién desinfectante se deja sobre el lugar que se esta desinfectando
por un tiempo minimo de un minuto, dependiendo de la sustancia utilizada.
- Durante este tiempo, se esta logrando eliminar la mayor cantidad posible de

microorganismos, de modo que la superficie a limpiar quede desinfectada.

3.8 Microorganismos a determinar de acuerdo a la norma técnica
obligatoria denominada NTON 03 030-00 Norma Técnica Obligatoria
Nicaraguense de Bebidas Carbonatadas y La Norma Salvadorefia
Obligatoria NSO 13.07.04.00 Hielo. Especificaciones y buenas practicas
de fabricacion , 20).

3.8.1 MICROORGANISMOS MESOFILOS AEROBIOS (1),

Bacterias, mohos y levaduras capaces de desarrollarse a 30° C, pero pueden
hacerlo en rangos bien amplios de temperaturas inferiores y mayores a los 30°
C. Todas las bacterias patogénicas de origen alimenticio son mesdfilas. Grado
de contaminacién de una muestra y las condiciones que han favorecido o
reducido la carga microbiana Indica la calidad sanitaria del alimento y se utiliza

para monitorear la implementacién de Buenas Practicas de Manufactura.

Los recuentos elevados indican:

- Excesiva contaminacion de la materia prima
- Deficiente manipulacion durante el proceso de elaboracion
- Lainmediata alteracion del producto

- La posibilidad de que existan patdégenos, pues estos son mesofilos

3.82 MOHOS @),

La mayoria de los hongos pueden ser consideradosmesofilos, con temperaturas
Optimas de crecimiento entre 22 y 30 °C. Algunos hongos patégenos para el
hombre y animales tienen una temperatura 6ptima un poco mas elevada, entre
30y 37°C.
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Ademas, existe un pequefio grupo de hongos terméfilos, es decir, que tienen
una temperatura optima elevada. Algunos pueden crecer a temperaturas tan
altas como 62 °C. Los cultivos de hongos se incuban, generalmente, a
temperatura ambiente y bajo condiciones aerobias, ya que la mayoria son

aerobios y mesofilos.

El aspecto general del hongo en un medio de cultivo es muchas veces
suficiente para que un especialista pueda indicar su género. Algunos son
algodonosos, otros son secos y pulverulentos. El color que presenta la colonia

es también caracteristico: verde, rojo, negro, gris, etc.

3.8.2.1 METODO DE RECUENTO TOTAL PARA MOHQS (3, 30).

El recuento es una prueba de rutina en el laboratorio de microbiologia de

alimentos, con la cual se puede estimar la vida util de productos.

Cuadro N° 3. Relacion de la vida atil del producto con el resultado de Recuento

Total.
Recuento total aerobio UFC /g o mL Interpretacién
6 Se puede almacenar ( a mayor recuento,
<10-10 i _
menor sera este tiempo)
10°- 10’ Ingerir de inmediato
<10° Desechar

El recuento se puede realizar por vaciado o por esparcimiento. Tedricamente a
partir de cada célula presente en la muestra, se obtendra una colonia. Aunque
esto no es totalmente real, ya que resulta imposible separar grumos de
bacterias. Debido a esto es que se reporta como UFC (unidades formadoras de

colonias) / g o mL.




44

3.8.2.2 METODO DE FILTRACION POR MEMBRANA PARA
MICROORGANISMOS MESOFILOS AEROBIOS, COLIFORMES,

Escherichia coli Y Pseudomona aureginosa (23).

Los filtros de membrana son filtros de superficie, que muestran una estructura
microporosa precisa. Durante la filtracion las particulas mayores que los poros
de la membrana son retenidas de forma fiable en la superficie de la misma. Las
particulas mas pequefias pueden pasar el filtro.

Los filtros de membrana por lo general, estan compuestos de ésteres de
celulosa, tipicamente con poros de 0,45 mm de diametro que retienen los
coliformes totales y otras clases de bacterias presentes en la muestra. Después
se incuban las membranas vueltas hacia arriba en un medio selectivo. En la
practica, la técnica de filtracion de membrana ofrece resultados comparables a

los que se obtienen con el método de tubos multiples.

Una de las ventajas del método de filtracion a través de membrana es la
prontitud con que pueden obtenerse los resultados y, en consecuencia, se
pueden llevar a cabo rdpidamente acciones. Esta técnica puede aplicarse en el
andlisis de casi todos los tipos de agua, tambien se utiliza en el andlisis de

leche y otros alimentos liquidos.

3.8.3 COLIFORMES TOTALES Y COLIFORMES FECALES (23).

Los coliformes totales son las Enterobacteriaceae lactosa-positivas y
constituyen un grupo de bacterias que se definen mas por las pruebas usadas
para su aislamiento que por criterios taxonémicos. Pertenecen a la familia
Enterobacteriaceae y se caracterizan por su capacidad para fermentar la
lactosa con produccion de acido y gas, mas o menos rapidamente, en un
periodo de 48 horas y con una temperatura de incubacién comprendida entre
30-37°C.
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El grupo de microorganismos coliformes es adecuado como indicador de
contaminacion bacteriana ya que los coliformes son contaminantes comunes
del tracto gastrointestinal tanto del hombre como de los animales de sangre

caliente.

- Estan presentes en el tracto gastrointestinal en grandes cantidades.

- Permanecen por mas tiempo en el agua que las bacterias patdgenas.

- Se comportan de igual manera que los patdégenos en los sistemas de
desinfeccion.

Los coliformes fecales son un subgrupo de los coliformes totales, capaz de

fermentar la lactosa a 44.5°C. Aproximadamente el 95% del grupo de los

coliformes presentes en heces fecales, estan formados por Escherichia coli.

3.8.4 Escherichia coli (2s).

La Escherichia coli (E.coli) es un tipo de bacteria que forma parte de la flora
intestinal habitual en animales y humanos. Existen diversas cepas de E.coli,
gue se diferencia basicamente por su poder patdgeno. Asi, la agresividad de
una cepa se mide en funcibn de esta capacidad potencial de producir
infecciones. La mayoria de las cepas de Escherichia coli son inofensivas.
Otras pueden provocar infecciones en el hombre, fundamentalmente
gastrointestinales y del aparato urinario.

La Escherichia coli también produce frecuentemente lo que se conoce como
“diarrea del viajero”, que se manifiesta por fiebre y deposiciones acuosas, suele
curar espontaneamente en unos 3-5 dias y el tratamiento es basicamente con
reposicién de liquidos.

Caso aparte son las infecciones producidas por una cepa muy agresiva de la
E.coli, la O157:H7, que produce un cuadro de diarrea inflamatoria de mayor
gravedad y que puede complicarse con un sindrome hemolitico-urémico (una
anemia grave aguda acompafiado de un fracaso en la funcién renal).

Afortunadamente son poco frecuentes.
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Su tratamiento dependerd de su gravedad y del tipo de cepa que lo provoque,
requiriendo en términos generales tratamiento sintomatico que incluye:
reposicion de liquidos e hidratacion del paciente, antitérmicos y otras medidas
de soporte (como dialisis en caso de insuficiencia renal en los casos mas

graves).
3.8.5 MICROORGANISMOS PATOGENOS: Grupo Pseudomonas g, 3s).

Son bacilos gram negativos, moviles con flagelos polares, aerobios estrictos,
metabolismo oxidativo no fermentativo. La principal especie es la Pseudomona
aeruginosa, crecen entre 10 y 42°. Muy repartidas por el medio: suelo, agua y
de aqui pasan a las plantas o animales. En el hombre son oportunistas. Los
alimentos implicados: vegetales crudos, agua, leche no pasteurizada. Crece,
generalmente, en sitios humedos y con mucha frecuencia se ha ligado a
infecciones adquiridas en el hospital, por ello se denominan infecciones
nosocomiales.

Pseudomona aeruginosa puede causar diversos tipos de infecciones pero rara
vez causa enfermedades graves en personas sanas sin algun factor
predisponente. Coloniza predominantemente partes dafiadas del organismo,
como quemaduras y heridas quirdrgicas, el aparato respiratorio de personas
con enfermedades subyacentes o las lesiones fisicas en los ojos. Desde estos
lugares puede invadir el organismo y causar lesiones destructivas o septicemia

y meningitis.

3.9 ANALISIS FISICOQUIMICO DE LAS BEBIDAS CARBONATADAS
3.9.1 DETERMINACION DE LA ACIDEZ EN LAS BEBIDAS
CARBONATADAS (3 o).

La acidez se expresa como la “concentracion en miliequivalentes por gramo” de
iones hidrégeno o como la cantidad equivalente de carbonato de calcio

requerida para neutralizar dicha acidez.
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La medicion de la acidez tiene por objeto “cuantificar las sustancias acidas
presentes en un determinado cuerpo de agua o en un residuo liquido”. Existen
muchos sistemas quimicos y biolégicos en los que aparecen acidos débiles o
bases débiles, cuya concentracion es necesario determinar en muchas

ocasiones. En alimentos el grado de acidez indica el contenido en acidos libres.

Esta medicién se realiza mediante una titulacion, la cual implica siempre tres
agentes o medios: el titulante, el titulado (o analito) y el indicador. Cuando un
acido y una base reaccionan, se produce una reaccion; reaccion que se puede
observar con un indicador. Un ejemplo de indicador, y el mas comun, es la
fenolftaleina (C,oH1404), que vira (cambia) de color a rosa cuando se encuentra
presente una reaccion acido-base.
El agente titulante es una base, y el agente titulado es el acido o la sustancia
que contiene el acido. El procedimiento se realiza con un equipo de titulacion
gue consiste en una bureta, un vaso de precipitado, un soporte universal y un
anillo con su nuez. Se adicionan dos o tres gotas de fenolftaleina (o colorante) y
se comienza a titular (dejar caer gota a gota del agente titulante sobre el titilado)
hasta obtener un ligero vire a rosa (en el caso de la fenolftaleina) que dure 30
segundos cuando minimo. Si es muy oscuro, la titulacion ha fracasado. Se mide
la cantidad de agente titulante gastado y se utiliza la normalidad de la
sustancia.
La acidez del producto se expresa engramos del acido predominante por 100
mLde muestra, en este caso como gramos de acido citrico:

g Acido Citrico/ 100 mL = NxV; x Peq x 100

V, (1000)

V1 = volumen de NaOH consumidos (mL).
N = normalidad del NaOH (mEg/ mL).

Peq = peso equivalente del acido (mg/ mEq).


http://es.wikipedia.org/wiki/%C3%81cido
http://es.wikipedia.org/wiki/Base_%28qu%C3%ADmica%29
http://es.wikipedia.org/wiki/%C3%81cido
http://es.wikipedia.org/wiki/Normalidad
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V.= Volumen de la muestra (mL)
1000= Factor para convertir mg a gramos (mg/ g).
3.9.2 DETERMINACION DE pH EN LAS BEBIDAS CARBONATADAS )

El pH o potencial de hidrogeniones es un parametro que sirve para medir 0
expresar la acidez o la alcalinidad de un liquido. Se define como el exponente
positivo de la concentracion de los iones del Hidrogeno (hidrogeniones). El pH
suele tomar valores entre 0 y 14, un pH de 7 es neutro y no es ni acido ni
basico. Un pH entre 0 y 7 indica que la sustancia es acida. Un pH entre 7 y 14
le denomina béasica. Cuanto mas alejado este el valor de 7, mas acida o basica
serd la sustancia.

La medida experimental del pH de una disolucion se realiza mediante un pH-
metro. Este instrumento consta de una sonda de medida (generalmente se trata
de un electrodo combinado) la cual se conecta a un potenciémetro que esta
calibrado en unidades de pH. El pH-metro mide la diferencia de potencial que
existe entre la disolucion interior de referencia y la concentracion de protones

exterior y a través de su calibracién interna la convierte en una lectura de pH.

3.9.3 GRADOS BRIX (4, 13).

Por definicion, los grados Brix son una medida de densidad. Un grado Brix es la
densidad que tiene, a 20° C, una solucion de sacarosa al 1%.

Los grados °Brix miden la cantidad de sélidos solubles presentes en un jugo o
pulpa, refrescos entre otros, expresados en porcentaje de sacarosa. Los solidos
solubles estdn compuestos por los azlcares, acidos, sales y demas
compuestos solubles en agua presentes en los jugos de las células de una
fruta, o en las bebidas gaseosas. Se determinan empleando un refractémetro
calibrado y a 20 °C. Si las muestras se hallan a diferente temperatura se podra

realizar un ajuste en °Brix, segun la temperatura en que se realice la lectura.



_CAPITULO IV
DISENO METODOLOGICO
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4.0 DISENO METODOLOGICO
4.1 TIPO DE ESTUDIO

4.1.1 Estudio de Campo: Se realizaron visitas de campo a los restaurantes de
comida rapida ubicados en los dos Food Court de Metrocentro de San Salvador

previo a la toma de muestras.

4.1.2 Estudio Experimental: Se realizaron analisis microbiolégicos vy
fisicoquimicos a las muestras que se recolectaron de bebidas carbonatadas sin
hielo, mientras que a las muestras de hielo y vaso vacio, se le realizaron
Gnicamente analisis microbiologicos. Estos analisis se llevaron a cabo en el
laboratorio de microbiologia de alimentos del Centro de Investigacion y
Desarrollo en Salud (CENSALUD) y en el Laboratorio de Bioquimica y
Contaminacién Ambiental de la Facultad de Quimica y Farmacia ambos de la
Universidad de El Salvador.

4.2 INVESTIGACION BIBLIOGRAFICA

En este trabajo se realizo la investigacion bibliogréfica, visitando las bibliotecas

siguientes:

- Biblioteca “Dr. Benjamin Orozco” de la Facultad de Quimica y Farmacia de
la Universidad de El Salvador.

- Biblioteca de la Facultad de Ciencias Agrondmicas (UES).

- Biblioteca Central, Universidad de El Salvador (UES).

- Biblioteca de la Facultad de Quimica y Farmacia de la Universidad
Salvadorefia Alberto Masferrer (USAM)

- Biblioteca de la Universidad Centroamericana José Simedn Cafias (UCA)

- Internet.
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4.3 INVESTIGACION DE CAMPO

4.3.1 METODOS E INSTRUMENTOS DE RECOLECCION DE DATOS.

Se realizé una visita de campo a los dos Food Court de Metrocentro de San
Salvador con el objetivo de verificar si existian maquinas dispensadoras de
bebidas carbonatadas.

La investigacién de campo se desarroll6 en dos fases debido a la naturaleza del
trabajo:

Fase I. Identificacion de las marcas de bebidas carbonatadas de mayor
consumo por la poblacion que visita los restaurantes de comida rapida en los
dos Food Court de la Octava y Décima etapa de Metrocentro de San Salvador.
Para determinar cuales serian las marcas de bebidas carbonatadas sin hielo
gque se muestrearian realizamos una encuesta (Ver Anexo N° 4) a
consumidores de 18 afios en adelante y, segun los resultados obtenidos (Ver
Anexo N° 5) de las 30 personas encuestadas, 21 personas prefirieron los
sabores de C-Cy P-C (Ver Anexo N° 2).

Fase II: Identificacion de los puntos de muestreo.

Por medio de una observacion visual se reconocieron que existian restaurantes
de comida rapida, que se encontraban tanto en en los dos Food Court de la
Octava y Décima etapa de Metrocentro de San Salvador, por lo que se

definieron que estos serian los restaurantes que se muestrearian.

4.3.2 UNIVERSO Y MUESTRA

- UNIVERSO: Estd constituido por todas las maquinas dispensadoras de
bebidas carbonatadas de las diferentes marcas comerciales de diez
restaurantes muestreados en los los dos Food Court de la Octava y Décima

etapa de Metrocentro de San Salvador.

- MUESTRA: Bebidas carbonatadas sin hielo (C-C y P-C), hielo y vasos vacios

tomadas de los restaurantes seleccionados de comida rapida ubicados en los
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los dos Food Court de la Octava y Décima etapa de Metrocentro de San
Salvador.

- TOMA DE MUESTRAS: Se tomaron 20 muestras de bebidas carbonatadas
sin hielo de las maquinas dispensadoras ubicadas en cinco de los restaurantes
gue se encuentran en los dos Food Court de la Octava y Décima etapa de
Metrocentro de San Salvador (Ver Anexo N° 2). A la vez se tomaron 4 muestras
de hielo y 4 muestras de vasos vacios. Conformando un total de 28 muestras

de bebidas carbonatadas sin hielo, hielo y vasos vacios.

4.3.3 TIPO DE MUESTREO
El muestreo se realiz6 en dos fases:

FASE I: El muestreo fué estratificado, porque se tuvo como base la preferencia
gue tienen los consumidores de 18 afios en adelante, en cuanto a la marca
comercial de bebida carbonatada que prefieren, para esto nos ayudamos con
una encuesta (Anexo N° 4) y los resultados indicaron que las marcas de mayor

consumo por la poblacion son la marcas de C-C y la marca P-C.

FASE II: Para proceder al muestreo de las bebidas carbonatadas sin hielo,
muestras de hielo y vasos vacios en los restaurantes que se encuentran los dos
Food Court de la Octava y Décima etapa de Metrocentro de San Salvador,
realizamos dos muestreos aleatorios simples, y los llevamos a cabo durante dos
semanas en dos diferentes periodos de tiempo los cuales fueron: La primer
semana se realizé de 9:30- 10:00 a.m y la segunda semana se realiz6 de 12:00-
12:30 p.m., que son horas de mayor consumo o afluencia de la poblacién, con

el objeto de verificar alguna diferencia en el resultado de los analisis.

4.3.4 TAMANO DE LA MUESTRA (39).

El tamafio de la muestra se determind en base a lo especificado en el

Reglamento Técnico Centroamericano, en donde especifica que para la
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vigilancia de cualquier tipo de alimento se deben de tomar cinco muestras para
analizar. Por lo que se tomaron 10 muestras de bebidas carbonatadas sin hielo
para cada muestreo, haciendo un total de 20 muestras de bebidas
carbonatadas sin hielo. La primera semana de muestreo se tomaron cinco
muestras de bebidas carbonatadas sin hielo de C-C y cinco de P-C, y la
segunda semana de muestreo se siguio la misma metodologia. A cada una de
las muestras de bebidas carbonatadas sin hielo se le realizaron por duplicado
analisis microbioldgicos y fisicoquimicos, ademas se tomaron 4 muestras de
hielo de maquinas dispensadoras de bebidas carbonatadas y 4 muestras de
vasos vacios, 2 por cada semana de muestreo y se le realizaron analisis
microbiolégicos por duplicado. Las muestras de hielo y de vasos vacios se
recolectaron con el objetivo de descartar que estos fueran la fuente de

contaminacion de las bebidas carbonatadas.

4.4 PROCEDIMIENTO PARA LA RECOLECCION Y PREPARACION DE LA
MUESTRA (3

- Se procedid primero a la compra de las muestras en los restaurantes
seleccionados, se identificaron con su correspondiente vifieta (Ver Anexo N°
6) y se transportaron en una hielera hermética, limpia y desinfectada al
laboratorio de microbiologia de alimentos del Centro de Investigacion y
Desarrollo en Salud (CENSALUD) y al Laboratorio de Bioquimica y
Contaminacién Ambiental de la Facultad de Quimica y Farmacia ambos de la
Universidad de El Salvador, para los correspondientes analisis.

- En el caso de las muestras de vasos vacios, luego de su identificacion se
colocaron dentro de una bolsa plastica para evitar su contaminacion externa.
Y luego se coloco en la hielera para transportarla al laboratorio.

- Ya en el laboratorio se procedio a la desinfeccion del exterior de cada vaso de
muestra, con ayuda de una torunda impregnada de alcohol isopropilico.

- Se agito la muestra en el caso de bebida carbonatada sin hielo en el vaso con

un agitador de vidrio estéril, antes de ser analizada, para asegurar una
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homogenizacién adecuada. En el caso del hielo, primero se dejé descongelar,
para luego ser agitada para una homogenizacion adecuada.

4.5 PARTE EXPERIMENTAL
4.5.1 DETERMINACIONES MICROBIOLOGICAS PARA MUESTRAS DE
BEBIDAS CARBONATADAS

4.5.1.1 PREPARACION DE DILUCIONES ().

- Se realizaron dos diluciones para las muestras de bebidas carbonatadas:

- Primera dilucién (10™): Se midié con pipeta estéril 10 mL de la muestra de
bebida carbonatada, y se adicion6 a un frasco de dilucién que contenia 90 mL
de agua peptonada. Se agitdé para homogenizar.

- Segunda dilucién (10): De la dilucién 10 realizada anteriormente se midié
con pipeta estéril 10 mL y se adicion6 a un frasco de dilucion que contenia
90mL de agua peptonada y luego se agité para homogenizar.

- Procurar que no transcurriera un tiempo mayor de 15 minutos entre la dilucion

de la muestra y su inoculacién (Ver Anexo N° 9).

4.5.1.2 DETERMINACION DE MOHOS (3

- De cada dilucién 10"y 102 se tomé 1.0 mL por separado y se colocd en
placas de petri plasticas vacias estériles (se realizé por duplicado) y a cada
una de las placas, conteniendo la muestra, se adicionaron aproximadamente
20 mL de agar Papa dextrosa para recuento total de hongos.

- Se homogenizo6 por medio de la técnica de ocho y se dejé solidificar.

- Ya solidificado el medio de cultivo, se colocé alrededor de la placa de petri
cinta adhesiva para evitar la contaminacion externa. Se incubo a temperatura
ambiente por 7 dias.

- Se determin6 el numero de hongos con ayuda de un cuenta colonias (Ver
Anexo N° 9).

a) PREPARACION DEL EQUIPO DE FILTRACION POR MEMBRANA ().
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- Se coloco una membrana filtrante estéril de 0,45 um de tamafo de poro sobre
el portafiltros con una pinza estéril, con la superficie cuadriculada hacia arriba.

- Se coloco el embudo sobre la base, y se tuvo el cuidado de no dafar la
membrana y que quedara bien centrada. La membrana filtrante quedo situada
entre el embudo y la base-soporte del filtro y se asegurd el equipo con su
correspondiente pinza (Ver Ver Anexo N° 9).

45.1.3 DETERMINACION Y RECUENTO DE BACTERIAS MESOFILAS
AEROBIASy

- Después de realizar el procedimiento descrito para la preparacion del quipo de
filtracion por membrana (a), se tomo6 1 mL de la muestra con una pipeta Mohr
estéril y proceder a filtrar.

- Una vez filtrada toda la muestra, se separ6 el embudo de la base del filtro.

- Se retird con pinza estéril la membrana filtrante.

- Se colocd la membrana con pinza estéril en una placa de petri de vidrio
preparada previamente con aproximadamente 10 mL de agar Plate Count.

- Se incubob por 24-48 horas a 35+2 °C.

- Se determiné el nimero de colonias con ayuda de un cuenta colonias(Ver Ver
Anexo N°9).

4.5.1.5 DETERMINACION DE COLIFORMES TOTALES ().

- Después de realizar el procedimiento descrito para la preparacion del quipo de
filtracion por membrana (a), se tomo6 1 mL de la muestra con una pipeta Mohr
estéril y proceder a filtrar.

- Una vez filtrada toda la muestra, se separé el embudo de la base del filtro.

- Se retir0 con pinza estéril la membrana filtrante.

- Se coloc6d la membrana con pinza estéril en una placa de petri de vidrio
preparada previamente con aproximadamente 10 mL de agar Endo.

- Se incub6 por 22-24 horas a 35+0.5 °C.
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- Se determind el nimero de colonias de color rojo con brillo metéalico con ayuda

de un cuenta colonias (Ver Ver Anexo N° 9).

4.5.1.6 CONFIRMACION DE COLIFORMES TOTALES ()

- De las colonias con color rojo con brillo metalico de la prueba de Coliformes
Totales (4.5.1.5) se inocularon al menos 5 colonias con asa estéril en caldo
Verde Bilis Brillante (BVB).

- Se incubaron los tubos de caldo BVB por 48 horas a 35+2 °C. Observar la
presencia de gas y crecimiento lo que confirma la presencia de Coliformes
Totales (Ver Anexo N° 9).

4.5.1.7 CONFIRMACION DE COLIFORMES FECALES (),

- De las colonias con color rojo con brillo metélico de la prueba de Coliformes
Totales (4.5.1.5) se inocularon al menos 5 colonias con asa estéril en caldo
Escherichia coli (EC).

- Se incubaron los tubos de caldo EC en bafio de agua a 44.5+0.2 °C durante
24 horas. Observar la formacién de gas lo que confirma la presencia de

Coliformes Fecales (Ver Ver Anexo N° 9).

4.5.2 DETERMINACIONES MICROBIOLOGICAS PARA MUESTRAS DE
HIELO
452.1 DETERMINACION Y RECUENTO DE BACTERIAS MESOFILAS
AEROBIAS (»

- Después de realizar el procedimiento descrito para la preparacion del quipo de
filtracion por membrana (a), se tomo 1 mL de la muestra con una pipeta Mohr
estéril y proceder a filtrar.

- Una vez filtrada toda la muestra, se separé el embudo de la base del filtro.

- Se retird con pinza estéril la membrana filtrante.

- Se coloco la membrana con pinza estéril en una placa de petri de vidrio
preparada previamente con aproximadamente 10 mL de agar Plate Count.

- Se incubd por 24-48 horas a 35+2 °C.
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- Se determiné el numero de colonias con ayuda de un cuenta colonias (Ver
Anexo N° 9).

4.5.2.2 DETERMINACION DE COLIFORMES TOTALES ).

- Después de realizar el procedimiento descrito para la preparacion del quipo de
filtracion por membrana (a), se tomo6 1 mL de la muestra con una pipeta Mohr
estéril y proceder a filtrar.

- Una vez filtrada toda la muestra, se separ6 el embudo de la base del filtro.

- Se retird con pinza estéril la membrana filtrante.

- Se colocé la membrana con pinza estéril en una placa de petri de vidrio
preparada previamente con aproximadamente 10 mL de agar Endo.

- Se incubd por 22-24 horas a 35+0.5 °C.

- Se determind el numero de colonias de color rojo con brillo metélico con ayuda

de un cuenta colonias (Ver Ver Anexo N° 9).

4.5.2.3 CONFIRMACION DE COLIFORMES TOTALES (.

- De las colonias con color rojo con brillo metélico de la prueba de Coliformes
Totales (4.5.2.2) se inocularon al menos 5 colonias con asa estéril en caldo
Verde Bilis Brillante (BVB).

- Se incubaron los tubos de caldo BVB por 48 horas a 35+2 °C. Observar la
presencia de gas y crecimiento lo que confirma la presencia de Coliformes
Totales (Ver Ver Anexo N° 9).

4.5.2.4 CONFIRMACION DE COLIFORMES FECALES )

- De las colonias con color rojo con brillo metélico de la prueba de Coliformes
Totales (4.5.2.2) se inocularon al menos 5 colonias con asa estéril en caldo
Escherichia coli (EC).

- Se incubaron los tubos de caldo EC en bafio de agua a 44.5+0.2 °C durante
24 horas. La formacion de gas confirmo la presencia de Coliformes Fecales
(Ver Ver Anexo N° 9).
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4.5.2.5 DETERMINACION Y RECUENTO DE E. coli (2,

- Después de realizar el procedimiento descrito para la preparacion del quipo de
filtracion por membrana (a), se tomo6 1 mL de la muestra con una pipeta Mohr
estéril y proceder a filtrar.

- Una vez filtrada toda la muestra, se separ6 el embudo de la base del filtro.

- Se retir6 con pinza estéril la membrana filtrante.

- Se colocé la membrana con pinza estéril en una placa de petri de vidrio
preparada previamente con aproximadamente 10 mL de agar eosina Azul de
metileno (EMB).

- Se incub6 por 22-48 horas a 35+2 °C.

- Se determind el nimero de colonias con brillo metalico con ayuda de un

cuenta colonias (Ver Anexo N° 9).

4.5.2.6 Determinacion de Pseudomona aureginosa ().

- Se tom6 1 mL de la muestra de hielo descongelada con una pipeta Mohr
estéril y se inocul6 en un tubo que contenia 10 mL de Caldo Casoy.

- Se incubd por 22-24 horas a 35+2 °C. Se observé si existia crecimiento en los
tubos.

- De los tubos positivos en caldo casoy se toma una asada con asa estéril y se
estria en agar Cetrimide.

- Se incuba por 22-24 horas a 35+2 °C.

- La presencia de colonias verdosas con fluorescencia, confirman la presencia

de Pseudomona aureginosa (Ver Anexo N° 9).

453 DETERMINACIONES MICROBIOLOGICAS PARA MUESTRAS DE
VASOS VACIOS

453.1 DETERMINACION Y RECUENTO DE BACTERIAS MESOFILAS
AEROBIAS (),
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- Después de realizar el procedimiento descrito para la preparacion del quipo de
filtracion por membrana (a), se tomo6 1 mL de la muestra con una pipeta Mohr
estéril y proceder a filtrar.

- Una vez filtrada toda la muestra, se separ6 el embudo de la base del filtro.

- Se retir6 con pinza estéril la membrana filtrante.

- Se colocod la membrana con pinza estéril en una placa de petri de vidrio

preparada previamente con aproximadamente 10 mL de agar Plate Count.

- Se incubo por 24-48 horas a 35+2 °C.

- Se determin6 el nimero de colonias con ayuda de un cuenta colonias(Ver
Anexo N°9).

4.5.3.2 DETERMINACION DE COLIFORMES TOTALES ().

- Después de realizar el procedimiento descrito para la preparacion del quipo de
filtracion por membrana (a), se tom6 1 mL de la muestra con una pipeta Mohr
estéril y proceder a filtrar.

- Una vez filtrada toda la muestra, se separ6 el embudo de la base del filtro.

- Se retird con pinza estéril la membrana filtrante.

- Se colocé la membrana con pinza estéril en una placa de petri de vidrio
preparada previamente con aproximadamente 10 mL de agar Endo.

- Se incubd por 22-24 horas a 35+0.5 °C.

- Se determiné el numero de colonias de color rojo con brillo metélico con ayuda

de un cuenta colonias (Ver Anexo N° 9).

4.5.3.3 CONFIRMACION DE COLIFORMES TOTALES (),

- De las colonias con color rojo con brillo metélico de la prueba de Coliformes
Totales (4.5.3.2) se inocularon al menos 5 colonias con asa estéril en caldo
Verde Bilis Brillante (BVB).

- Se incubaron los tubos de caldo BVB por 48 horas a 352 °C. Observar la
presencia de gas y crecimiento lo que confirma la presencia de Coliformes
Totales (Ver Anexo N° 9).
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4.5.3.4 CONFIRMACION DE COLIFORMES FECALES ()

- De las colonias con color rojo con brillo metélico de la prueba de Coliformes
Totales (4.5.3.2) se inocularon al menos 5 colonias con asa estéril en caldo
Escherichia coli (EC).

- Se incubaron los tubos de caldo EC en bafo de agua a 44.5+0.2 °C durante
24 horas. La formacion de gas confirmé la presencia de Coliformes Fecales
(Ver Anexo N° 9).

4.5.4 DETERMINACIONES FISICOQUIMICAS PARA MUESTRAS DE
BEBIDAS CARBONATADAS

4.5.4.1 DETERMINACION DE ACIDEZ POR EL METODO DE VALORACION
ACIDO — BASE 1, )

1) Se tomaron 50 mLde la muestra (bebida carbonatada) y se calenté hasta
ebullicién y se mantuvo asi durante 30 segundos.

2) Se lleno6 una bureta de 25.0 mL con solucién valorante de hidroxido de sodio
0.1 N al aforo.

3) Se colocaron 10.0 mL de la muestra previamente hervida en un matraz
Erlenmeyer.

4) Se adicionaron 5 gotas de indicador de fenoftaleina al 1%.

5) Valoracion: Desde la bureta se afiade lentamente, el reactivo valorante en el
erlenmeyer con la muestra manteniendo agitacion continua hasta que se
detecta el punto final de la valoracion a través del viraje del indicador de
incoloro a rosa (Ver Anexo N° 9).

6) A partir del volumen consumido de solucion valorante se calcula la
concentracion de acidez de la muestra.

7) Se calculdé la acidez presente en cada muestra utilizando la siguiente

férmula: (Ver Anexo N° 10)

g Acido Citrico/ 100 mL = NxV; x Peqg x 100

V (1000)
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Donde:

V1 = Volumen de NaOH 0.1 N consumidos (mL).

N = Normalidad del NaOH 0.1 N (mEqg/ mL).

Peq = Peso equivalente de acido citrico (mg/ mEq).
V.= Volumen de la muestra (mL)

1000= Factor para convertir mg a gramos (mg/ g).

4.5.4.2 DETERMINACION DE pH ).

1) Se calibro el potenciémetro con las soluciones buffer de pH 4.0y 7.0.

2) Se enjuago el electrodo con agua destilada.

3) Se seco el electrodo con un papel absorbente.

4) Se introdujo el electrodo en la muestra de bebida carbonatada sin tocar las
paredes del beaker.

5) Se tom¢ la lectura de pH.

6) Después de cada medicion del pH es necesario enjuagar el electrodo con

agua destilada y secarlo con un papela bsorbente (Ver Anexo N° 9).

4.5.4.3 DETERMINACION DE GRADOS BRIX ().

1) Se limpio el porta muestra del brixémetro usando algodén impregnado con
alcohol.

2) Se verifico si el brixbmetro estaba calibrado usando una gota de agua
destilada.

3) Se colocé una gota del filtrado obtenido de la bebida carbonatada sin hielo en
el porta muestra.

4) Se procedid a realizar la lectura de grados Brix orientando el brixbmetro

hacia la luz para observar mejor la escala (Ver Anexo N° 9).



CAPITULO V
RESULTADOS Y DISCUSION DE RESULTADOS
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5.0 RESULTADOS Y DISCUSION DE RESULTADOS

En la visita de campo que se realizd a los restaurantes de comida rapida, se
observo que existian restaurantes que se encontraban en la Octava y Décima
etapa de los dos Food Court de Metrocentro de San Salvador (Ver Tabla N° 1),
por lo que se definieron que estos serian los restaurantes a muestrear. Por
medio de los resultados de 30 encuestas (Ver Anexo N° 4) se lograron definir
que las marcas de bebidas carbonatadas sin hielo que se muestrearian serian
de Coca Cola y Pepsi Cola por lo que, segun el Reglamento Técnico
Centroamericano se tomaron 20 muestras de bebidas carbonatadas sin hielo, y
ademas se tomaron 4 muestras de hielo de maquinas dispensadoras de
bebidas carbonatadas y 4 muestras de vasos vacios para los andlisis
microbiolégicos. Conformando un total de 28 muestras entre bebidas

carbonatadas, hielo y vasos vacios.

Con una lista de chequeo (Ver Anexo N° 5) se verificaron visualmente las
condiciones sanitarias y ambientales en que se encuentran las maquinas
dispensadoras de bebidas carbonatadas en los restaurantes seleccionados
ubicados en los dos Food Court de Metrocentro de San Salvador (Octava y
Décima Etapa de Metrocentro), y se verificaron las condiciones higiénicas e

indumentaria del personal que manipula este tipo de bebidas.

Tabla N° 1 Resumen de los resultados obtenidos de las listas de chequeo
visuales.

Sl NO

(%) (%) Observacion

Ne° Preguntas
¢La maquina se

1 gncuentra enun 100 0
area despejada?

Las maquinas se
encontraban en un
area despejada.

¢Se encuentra
2 limpia la maquina 100 0
dispensadora?

Las maquinas se
encontraban limpias.



¢Esta limpia el area

Tabla N° 2 Continuacién
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donde se encuentra El area se
3 ; 100 0 I
la maquina encontraba limpia.
dispensadora?
¢Las Maquinas que
contienen las Las maquinas se
4 bebidas se 100 0 encontraban en
encuentran en funcionamiento.
funcionamiento?
¢La persona hace
uso de alcohol gel Ninguna de las
5 antes de manipular 0 100 personas hacia uso
la maquina de alcohol gel.
dispensadora?
] . Algunas de las
¢ Se utiliza gorro "
h personas utilizaban
6 para cubrir el 60 40 X
gorro o redecilla para
cabello?
el cabello.
¢ Los utensilios Solo dos
(vasos, tapaderas) restaurantes
7 | para servir la bebida 80 20 mantienen los
estan expuestos al utensilios en un
ambiente? compartimiento
¢ Se utilizan Ninguna de |las
8 guantes para servir 0 100 personas utilizaba
la bebida? guantes.
¢La indumentaria Todos los
9 del manipulador se 100 0 manipuladores tenian

encuentra limpia?

indumentaria limpia.

En la tabla N° 1 se puede observar que el 100% de las maquinas se
encontraban en un area totalmente despejada ya que no se encontraban otro
tipo de utensilios 0 maquinas en esta area. El 100% de las maquinas se
encontraban visiblemente limpias al igual que el area donde ésta se encontraba
por lo que cumplen con una buena limpieza. EI 100% de las las maquinas se
encontraban en funcionamiento al momento de la toma de muestra. Ninguna
de las personas hacia uso de alcohol gel al momento de servir la bebida, en
donde cabe recalcar que la misma persona que cobra es la que despacha,
pudiendo generar una contaminacion a las bebidas. También el 60% de las

personas utilizaba gorro o redecilla para el cabello, el 40% restante no lo
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utilizaba, pudiendo generar algun tipo de contaminacion al momento de
despachar la bebida. EI 80% de los restaurantes mantienen los utensilios como
vasos Yy tapaderas expuestos al ambiente a excepcion de dos restaurantes que
cumplen ya que los mantienen dentro de un compartimiento. El 100% de los
manipuladores de las bebidas carbonatadas no hacian uso de guantes
pudiendo generar contaminaciéon al momento de su despacho. El 100% de los
manipuladores presentaban una indumentaria limpia pero no completa segun

las buenas practicas de higiene.

5.1 DETERMINACIONES PARA BEBIDAS CARBONATADAS

- DETERMINACION DE MICROORGANISMOS MESOFILOS AEROBIOS EN
BEBIDAS CARBONATADAS

Esta determinacién se realiz6 por medio del método de Filtracion por

membrana, en donde del total de las 20 muestras (10 por cada muestreo)

resultaron negativas para esta prueba, dando Unicamente crecimiento de

levaduras.

Tabla N° 2 Promedio de resultados de Microorganismos mesoéfilos aerobios en
muestras de bebidas carbonatadas sin hielo.

Cédigo de Recuento de Codigo de Recuento de
Restaurante | Bacterias Mesofilas Restaurante Bacterias Mesofilas
(Primer Aerobias (UFC/mL) (Segundo Aerobias (UFC/mL)
Muestreo) Muestreo)
TA-10 0 PO-8 0
PO-10 0 CHI-8 0
SUB-10 0 PI-8 0
CHI-10 0 SUB-8 0
PO-8 0 SUB-10 0
SUB-8 0 PO-10 0
PI-10 0 PI-10 0
PI-8 0 TA-8 0
SUB-8 0 TA-10 0
TA-8 0 SUB-10 0
Recuento Méximo Permitido segiin NTON 03 030-00: 50 UFC/mL
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Los resultados que se observan en la Tabla N° 2 indican que hay ausencia de
Microorganismo Mesofilos Aerobios en todas las muestras de bebidas
carbonatadas recolectadas en ambos muestreos por lo que cumplen con la
Norma Técnica Obligatoria denominada NTON 03 030-00 Norma Técnica

Obligatoria Nicaraguense de Bebidas Carbonatadas (Anexo N° 1).

- DETERMINACION DE COLIFORMES TOTALES EN BEBIDAS
CARBONATADAS

Esta determinacion también se realizé por medio del método de Filtracion por

membrana, en donde del total de las 20 muestras (10 por cada muestreo) 16

resultaron negativas para esta prueba, dando Unicamente positivas 4 del total

de los restaurantes muestreados.

Tabla N° 3 Promedio de resultados de Microorganismos Coliformes Totales en

muestras de bebidas carbonatadas sin hielo.

Cédigo de Determinacion Cédigo de Determinacion de
Restaurante de Coliformes Restaurante Coliformes Totales
(Primer Muestreo) Totales (Segundo (UFC/100mL)
(UFC/100mL) Muestreo)
TA-10 0 PO-8 0
SUB-8 0 CHI-8 0
SUB-10 0 PI-8 0
SUB-8 12 SUB-8 24
PO-8 0 SUB-10 0
PO-10 6 PO-10 74
PI-10 0 PI-10 0
PI-8 0 TA-8 0
CHI-10 0 TA-10 0
TA-8 0 SUB-10 0
Recuento Maximo Permitido segin NTON 03 030-00: 2 UFC/ 100mL

En la Tabla N° 3 se observan los resultados obtenidos para la prueba de
Coliformes Totales, el resultado de las muestras de los Restaurantes PO-
10,SUB-8 del primer muestreo y segundo muestreo sobrepasa lo declarado
en la Norma Técnica Obligatoria denominada NTON 03 030-00 Norma Técnica
Obligatoria Nicaragliense de Bebidas Carbonatadas (Anexo N°1) ya que el

Recuento maximo permitido es de 2 UFC/100 mL, esto indica que a las



67

magquinas dispensadoras no se les da un mantenimiento adecuado de lavado
interno como lo indica el manual de limpieza de dichas maquinas, o que el
personal no tiene buenas practicas de higiene al momento de la manipulacion
de éstas como el uso de guantes o alcohol gel al momento de despachar las
bebidas carbonatadas. Por lo que las bebidas carbonatadas no presentan la

inocuidad adecuada para su consumo.

- DETERMINACION DE COLIFORMES FECALES EN BEBIDAS
CARBONATADAS

Esta determinacion se realizo a partir del método de Filtracion por membrana,

en donde de cada una de las muestras de bebidas carbonatadas que salieron

positivas en la prueba de Coliformes Totales tomadas en ambos muestreos, se

tomd una asada de las colonias y se inocularon en tubos conteniendo Caldo

EC, la presencia de turbidez y de gas en las campanas de Durham nos

confirmaria la presencia de Coliformes Fecales.

Tabla N° 4 Promedio de resultados de Microorganismos Coliformes Fecales en

muestras de bebidas carbonatadas sin hielo.

Cédigo de Determinacién Cdbdigo de
Restaurante de coliformes Restaurante Determinacién de
(Primer Muestreo) fecales (Segundo coliformes fecales
Muestreo)
PO-10 -- SUB-8 --
SUB-8 - PO-10 -

En la Tabla N° 4, podemos observar que los resultados fueron negativos para
estas muestras lo que nos indica que no hay contaminacién fecal presente en

las bebidas carbonatadas recolectadas en ambos muestreos.

- DETERMINACION DE MOHOS EN BEBIDAS CARBONATADAS
Esta determinacion se realiz6 a partir de las diluciones10™ y10? realizadas a las
muestras de bebidas carbonatadas.



carbonatadas sin hielo.

Tabla N° 5 Promedio de resultados de Mohos
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en muestras de bebidas

RCodlgo de Recuento de Codigo de Recuento de
estaurante Restaurante
(Primer Mohos (Segundo Mohos
Muestreo) (UFC/mL) Muestreo) (UFC/mL)
TA-10 0 PO-8 0
PO-10 0 CHI-8 0
SUB-10 0 PI-8 0
PI-10 0 SUB-8 0
PO-8 0 SUB-10 0
SUB-8 0 PO-10 0
PI-10 0 PI-10 0
P1-8 0 TA-8 0
SUB-8 0 TA-10 0
TA-8 0 SUB-10 0
Recuento Maximo Permitido segin NTON 03 030-00: 5 UFC/
100mL

Los resultados que se observan en la Tabla N° 5 nos indican que hay ausencia
de Mohos en todas las bebidas carbonatadas recolectadas en ambos
muestreos por lo que el resultado se encuentran dentro del recuento maximo
permitido por la Norma Técnica Obligatoria denominada NTON 03 030-00

Norma Técnica Obligatoria de Bebidas Carbonatadas (Anexo N° 1).

- DETERMINACION DE ACIDEZ EN BEBIDAS CARBONATADAS
Esta determinacion se realiz6 por medio del método de Valoracion Acido- Base
y, la acidez expresada como &cido citrico se determindé utilizando una ecuacion

matematica (Anexo N° 10).

Tabla N° 6 Promedio de resultados de Acidez en muestras de bebidas

carbonatadas sin hielo.

Cédigo de Acidez (g Acido Cédigo de Acidez (g Acido Citrico/100
Restaurante Citrico/100 mL de Restaurante mL de muestra)
(Primer muestra) (Primer
Muestreo) Muestreo)
TA- 10 0.115 PO- 8 0.07
PO- 10 0.05 CHI- 8 0.09
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Tabla N° 7 Continuacién
SUB- 10 0.12 PI- 8 0.08
CHI-10 0.075 SUB- 8 0.09
PO- 8 0.08 SUB- 10 0.11
SUB- 8 0.07 PO- 10 0.075
PI- 10 0.065 PI- 10 0.08
PI- 8 0.08 TA- 8 0.08
SUB- 8 0.075 TA- 10 0.075
TA- 10 0.07 SUB- 10 0.09
Valor Minimo y Valor Maximo segin NTON 03 030-00: 0.003- 0.5 g Acido Citrico/ 100
mL

Los resultados que se observan en la Tabla N° 6 nos indican que todas las

bebidas carbonatadas recolectadas en ambos muestreos se encuentran dentro

del rango establecido de Acidez permitido por la Norma Técnica Obligatoria
denominada NTON 03 030-00 Norma Técnica Obligatoria Nicaraglense de

Bebidas Carbonatadas (Anexo N° 1), el cual es de 0.003- 0.5 g de &cido citrico/

100 mL de muestra.

- DETERMINACION DE pH EN BEBIDAS CARBONATADAS

Tabla N° 7 Promedio de resultados de pH en muestras de bebidas

carbonatadas sin hielo.

Coédigo de Restaurante Codigo de
(Primer Muestreo) pH Restaurante pH
(Segundo Muestreo)
TA- 10 2.955 PO- 8 3.105
PO- 10 3.12 CHI- 8 3.055
SUB- 10 3.1 PI- 8 3.12
CHI-10 3.225 SUB- 8 3.025
PO- 8 3.06 SUB- 10 3.08
SUB- 8 3.08 PO- 10 3.22
PI- 10 2.96 PI- 10 2.905
PI- 8 3.05 TA-8 2.98
SUB- 8 3.155 TA- 10 2.96
TA- 10 3.04 SUB- 10 2.96
Valor Minimo y Valor Maximo segin NTON 03 030-00: 2.4- 4.5

Los resultados que se observan en la Tabla N° 7 nos indican que todas las

bebidas carbonatadas recolectadas en ambos muestreos se encuentran dentro

del rango permitido por la Norma Técnica Obligatoria denominada NTON 03
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030-00 Norma Técnica Obligatoria de Bebidas Carbonatadas (Anexo N° 1), el
cual es de 2.4- 4.5.

- DETERMINACION DE GRADOS BRIX EN BEBIDAS CARBONATADAS
Tabla N° 8 Promedio de resultados de Grados Brix en muestras de bebidas

carbonatadas sin hielo.

Cdédigo de Restaurante Grados Brix Cadigo de Grados Brix
Restaurante
TA- 10 10 PO- 8 10
PO- 10 10 CHI- 8 11
SUB- 10 11 PI- 8 11
CHI-10 11 SUB- 8 11
PO- 8 10 SUB- 10 11
SUB- 8 10 PO- 10 11
PI- 10 11 PI- 10 11
PI- 8 10 TA- 8 10
SUB- 8 10 TA- 10 10
TA- 10 10 SUB- 10 10
Valor Minimo y Valor Maximo segin NTON 03 030-00: 8.0- 15.0

Los resultados que se pueden observar en la Tabla N° 9 nos indican que los
valores de Grados Brix se encuentran dentro del rango permitido por la Norma
Técnica Obligatoria denominada NTON 03 030-00 Norma Técnica Obligatoria
Nicaraglense de Bebidas Carbonatadas (Anexo N° 1), el cual es de 8.0- 15.0
por lo que los resultados de todas las bebidas carbonatadas recolectadas en
ambos muestreos se encuentran dentro del rango establecido de Grados Brix.

5.2 DETERMINACIONES PARA HIELO

Para que el hielo sea conforme debe cumplir con todas las determinaciones
que especifica la Norma Salvadorefia Obligatoria NSO 13.07.04.00 “Hielo
Especificaciones y Buenas Practicas de Fabricacidn” (Anexo N° 3). Asi se

asegura la inocuidad para su consumo.

- DETERMINACION DE MICROORGANISMOS MESOFILOS AEROBIOS EN
MUESTRAS DE HIELO
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Se realizo la determinacion por medio del método de Filtracién por membrana,
en donde del total de las 4 muestras que se tomaron (2 por cada muestreo)

resultaron negativas para esta prueba, solo presentod crecimiento de levaduras.

Tabla N° 9 Promedio de resultados de microorganismos mesofilos aerobios en

muestras de hielo.

Cdédigo de Restaurante Recuento Cdbdigo de Recuento Bacterias
(Primer Muestreo) Bacterias Restaurante Mesofilas (UFC/mL)
Mesofilas (Segundo
(UFC/mL) Muestreo)
PO-10 0 PI-8 0
CHI-10 0 SUB-8 0
Limite Maximo Permitido segin NSO 13.07.04.00: 100 UFC/ mL

En la Tabla N° 9 se pueden observar los resultados obtenidos para la prueba de
Microorganismo mesofilos aerobios en las muestras de hielo, en donde el
resultado de las cuatro muestras en ambos muestreos, se encuentran dentro de
lo declarado en la Norma Salvadorefia Obligatoria NSO 13.07.04.00 “Hielo
Especificaciones y Buenas Practicas de Fabricacion” (Anexo N° 3) debido a que
el limite establecido de Recuento maximo permitido es de 100 UFC/ mL, por lo

que las muestras cumplen con lo que especifica la norma.

- DETERMINACION DE COLIFORMES TOTALES EN MUESTRAS DE HIELO
Se realiz6 esta determinacion por medio del método de Filtracion por
membrana, en donde las dos muestras recolectadas en los restaurantes PO-10
y CHI-10 del primer muestreo dieron prueba positiva , para el segundo muestreo
presentd prueba positiva para una muestra, que corresponde al restaurante PI-
8.

Tabla N° 10 Promedio de resultados de microorganismos coliformes totales en

muestras de hielo.

o Coliformes Cédigo de .
Cédigo de Restaurante Totales Restaurante Coliformes Totales
(Primer Muestreo) UEC/100mL (Segundo UFC/100mL
Muestreo)
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Tabla N° 11 Continuacion
PO-10 4 PI-8 11
CHI-10 2 SUB-8 0
Limite Maximo Permitido segin NSO 13.07.04.00: 0 UFC/ 100 mL

En la Tabla N° 10 se pueden observar los resultados obtenidos para la prueba
de Coliformes Totales en las muestras de hielo, en donde el resultado de tres
de cuatro muestras en ambos muestreos, sobrepasa lo declarado en la Norma
Salvadorefia Obligatoria NSO 13.07.04.00 “Hielo Especificaciones y Buenas
Practicas de Fabricacion” (Anexo N° 3) debido a que el limite establecido de

Recuento maximo permitido es de 0 UFC/100 mL.

- DETERMINACION DE COLIFORMES FECALES EN MUESTRAS DE HIELO
Esta determinacion se realizé a partir del método de Filtracion por membrana
en donde se tomo una asada de las colonias positivas y se inocularon en tubos
conteniendo Caldo EC, la presencia de turbidez y de gas en las campanas de
Durham nos confirmaria la presencia de Coliformes Fecales en la muestras de

hielo.

Tabla N° 11 Promedio de resultados de microorganismos coliformes fecales en

muestras de hielo.

Ly Coliformes Codigo de .
C0d|g_o de Restaurante Fecales Restaurante Coliformes Fecales
(Primer Muestreo) UEC/100 mL (Segundo UFC/ 100 mL
Muestreo)
PO-10 0 PI-8 11
CHI-10 0 SUB-8 0
Limite Maximo Permitido segin NSO 13.07.04.00: 0 UFC/ 100 mL

En la Tabla N° 11 podemos observar que los resultados fueron positivos para
las muestra del restaurante PI-8 del segundo muestreo, lo que nos indica que
hay contaminacién fecal presente en las muestras recolectadas en el segundo
muestreo, esto puede deberse que el agua con que se elabora el hielo se
encuentra contaminada o los manipuladores no hacen uso de las medidas

higiénicas al momento de su manipulacion.
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- DETERMINACION DE Escherichia coli EN MUESTRAS DE HIELO
Esta determinacion se realizé a partir del método de Filtracion por membrana
en donde se confirmo la presencia de este microorganismo por la evidencia de

las colonias con brillo metalico.

Tabla N° 12 Promedio de resultados de Escherichia coli en muestras de hielo.

Codigo de o Codigo de o
Restaurante Escherichia coli Restaurante Escherichia coli
(Primer Muestreo) (UFC/100 mL) (Segundo (UFC/ 100 mL)
Muestreo)
PO-10 0 PI-8 24
CHI-10 0 SUB-8 0
Limite Maximo Permitido segin NSO 13.07.04.00: 0 UFC/ 100 mL

Segun los resultados que se presentan en la Tabla N° 12 hay contaminacion
de origen fecal presente en la muestra del restaurante PI-8 recolectada en el
segundo muestreo, en donde se puede deducir que el agua que utilizan para la
elaboracion del hielo esta contaminada con heces fecales o el personal no toma
las medidas higiénicas necesarias para la correcta manipulacion de estas
bebidas.

- DETERMINACION DE Pseudomona aureginosa EN MUESTRAS DE HIELO
Esta determinacion se realizé colocando 1 mL de la muestra en caldo casoy, no
hubo presencia de turbidez por lo que hay ausencia de este microorganismo en

las muestras de hielo analizadas.

Tabla N° 13 Promedio de resultados de Pseudomona aureginosa en muestras

de hielo.
Cddigo de Pseudomona Cddigo de :
X Pseudomona aureginosa
Restaurante aureginosa Restaurante
PO-10 Ausencia PI-8 Ausencia
CHI-10 Ausencia SUB-8 Ausencia
Limite Maximo Permitido segin NSO 13.07.04.00: Ausencia
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En la Tabla N° 13 se pueden observar los resultados obtenidos para la prueba
de Pseudomona aureginosa en las muestras de hielo, en donde el resultado
de las cuatro muestras en ambos muestreos, se encuentran dentro de lo
declarado en la Norma Salvadorefia Obligatoria NSO 13.07.04.00 “Hielo
Especificaciones y Buenas Practicas de Fabricacion” (Anexo N° 3) debido a que
debe de haber ausencia de este microorganismo, por lo que las muestras

cumplen la normativa.

5.3 DETERMINACIONES PARA VASOS VACIOS
- DETERMINACION DE MICROORGANISMOS MESOFILOS AEROBIOS Y
COLIFORMES TOTALES EN VASOS VACIOS

Se realizo la determinacion por medio del método de Filtracién por membrana,
en donde del total de las 4 muestras que se tomaron (2 por cada muestreo) no
se presentaron crecimiento por lo tanto resultaron negativas para estas
pruebas. Lo que indica que los vasos no son la fuente de contaminacion de las
bebidas.

Tabla N° 14 Promedio de resultados de Microorganismos mesdfilos aerobios

en muestras de vasos vacios.

. Cdédigo de .
L Recuento Bacterias Recuento Bacterias
Cdédigo de Restaurante Mesofilas Aerobi Restaurante Mesofilas Aerobi
(Primer Muestreo) esofilas Aerobias (Segundo esofilas Aerobias
(UFC/100mL) (UFC/100mL)
Muestreo)
PO-10 0 CHI-8
PI-10 0 SUB-8

Tabla N° 15 Promedio de resultados de Microorganismos Coliformes Totales

en muestras de vasos vacios.

Cdédigo de
Cdédigo de Restaurante Coliformes Totales Restaurante Coliformes Totales
(Primer Muestreo) (UFC/100mL) (Segundo (UFC/100mL)
Muestreo)
PO-10 0 CHI-8 0

PI-10 0 SUB-8 0
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Los resultados de las muestras de bebidas carbonatadas, hielo y vasos vacios,
se presentan en los siguientes cuadros resumen:

PRIMER MUESTREO (Inicio: Viernes, 24/05/13; Final: Viernes
31/05/13, HORA: 9:30—10:00 a.m.)
Cuadro N° 4 RESUMEN DE RESULTADOS DE BEBIDAS CARBONATADAS

Recuento

Numero | Total de Colif Colif A(zdgdz @ Grad
Restaurante de Bacterias | Mohos %g{:ses g;é)arlrg Ses Ci‘frlicg / pH Eifs
Muestra | Mesofilas 100 mL)
Aerobias
Recuento 5 2 2
Maximo | SOUFC/ | yeemL | urcioo | UFcii00
. mL
Permitido mL mL
Rango 2.4- 8.0-
Fisicoquimico DBBERE | 15.0
TA- 10 1 0.11 2.95 10
PO-10 2 6 0.05 3.12 10
SUB- 10 3 --- --- --- --- 0.12 3.10 11
CHI-10 4 --- --- --- --- 0.07 3.22 11
PO-8 5 0.08 3.06 10
SUB- 8 6 0.07 3.08 10
PI-10 7 0.06 2.96 11
PI-8 8 0.08 3.05 10
SUB- 8 9 12 0.07 3.16 10
TA- 10 10 0.07 3.04 10

SEGUNDO MUESTREDO (Inicio: Lunes, 03/06/13; Final:
Miércoles, 05/06/13, HORA: 12:00—12:30 p.m.)
Cuadro N° 5 RESUMEN DE RESULTADOS DE BEBIDAS CARBONATADAS

Recuento

NUumero | Total de . . chdgz @
Restaurante de Bacterias | Mohos Coliformes | Coliformes Acido H Grados
: Totales Fecales Citrico/ P Brix
Muestra | Mesofilas
. 100 mL)
Aerobias
Recuento 5 2 2
Mé&ximo | SOUFC/ GeemL | urc/ioo | UFC100
o\ mL
Permitido mL mL
Rango 2.4- 8.0-
Fisicoquimico e s 15.0
PO-8 1 --- 0.07 3.11 10
CHI-8 2 --- 0.09 3.06 11
PI-8 3 --- 0.08 3.12 11
SUB- 8 4 --- --- 24 --- 0.09 3.03 11
SUB- 10 5 --- 0.11 3.08 11
PO-10 6 74 0.07 3.22 11
PI-10 7 --- 0.08 2.91 11
TA- 8 8 --- 0.08 2.98 10
TA-10 9 --- 0.07 2.96 10
SUB- 10 10 0.09 2.96 10
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PRIMER MUESTREO (Inicio: Viernes, 24/05/13; Final: Viernes 31/05/13,

HORA: 9:30—10:00 a.m.)

Cuadro N° 6 RESUMEN DE RESULTADOS DE HIELO

Recuento
Ndmero Total Qe Coliformes Coliformes Escherichia Pseudomona
RESENETIE i EeE e s Totales Fecales coli aureginosa
Muestra | Mesofilas 9
Aerobias
Limite Microbioldgico 100 UFC/ | 0 UFC/100 | 0 UFC/100 0 UFC/100 Ausencia
NSO 13.07.04.00 (Hielo) mL mL mL mL
PO-10 1 4 Ausencia
CHI-10 2 2 Ausencia

SEGUNDO MUESTREO (Inicio: Lunes, 03/06/13; Final: Miércoles, 05/06/13,
HORA: 12:00—12:30 p.m.)
Cuadro N° 7 RESUMEN DE RESULTADOS DE HIELO

- Recuento
umero
Total (.je Coliformes Coliformes Escherichia PaELLemen
Restaurante de Bacterias Totales Fecales coli a
Muestra | Mesofilas aureginosa
Aerobias
Limite Microbioldgico 100 UFC/ | 0 UFC/100 | 0 UFC/100 0 UFC/100 Ausencia
NSO 13.07.04.00 (Hielo) mL mL mL mL
PI-8 1 11 11 24 Ausencia
SUB- 8 2 --- --- Ausencia

PRIMER MUESTREO (Inicio: Viernes, 24/05/13; Final: Viernes 31/05/13,
HORA: 9:30—10:00 a.m.)
Cuadro N° 8 RESUMEN DE RESULTADOS DE VASOS VACIOS.

Recuento

Ndmero de | Total Qe Coliformes :

Restaurante Bacterias Coliformes Fecales
Muestra . Totales
Mesofilas
Aerobias
PO-10 1
PI-10 2
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SEGUNDO MUESTREDO (Inicio: Lunes, 03/06/13; Final: Miércoles, 05/06/13,
HORA: 12:00—12:30 p.m.)
Cuadro N° 9 RESUMEN DE RESULTADOS DE VASOS VACIOS

Recuento
. Total de .
Restaurante N;Tg;?r:e Bacterias C%f; rlrgses Coliformes Fecales
Mesofilas
Aerobias
CHI-8 1 ---
SUB- 8 2

Analizando los cuadros N° 4 y 5 podemos notar que del total de las 20 muestras
de bebidas carbonatadas, 4 muestras (20%) resultaron NO CONFORMES
debido a la presencia de microorganismos coliformes y el 80% resultaron
CONFORMES. Del total de las 4 muestras de hielo , tres muestras (75%)
resultaron NO CONFORMES por la presencia de microorganismos coliformes, y
el 25% restante resulté CONFORME. De las 4 muestras tomadas de los vasos
vacios el 100% de ellas resultaron CONFORMES, descartando que estos

podrian ser la fuente de contaminacion.

En resumen del total de 28 muestras entre bebidas carbonatadas, hielo y vasos
vacios, el 25% de las muestras resultaron NO CONFORMES y el 75% restante
resultaron CONFORMES. (Ver Figura N° 2)

Resultados del total de los
andlisis microbioldgicos
No

conformes
25%

Conformes
75%

Figura N° 2. Porcentaje total de muestras conformes y no conformes en los

analisis microbioldgicos.



78

Con los resultados de los analisis fisicoquimicos realizados a las 20 muestras
de bebidas carbonatadas, el 100% resultaron CONFORMES ya que se
encuentran dentro de los rangos establecidos en la Norma Técnica Obligatoria
denominada NTON 03 030-00 Norma Técnica Obligatoria Nicaraglense de

Bebidas Carbonatadas.

Resultados del total de los
analisis fisicoquimicos

No
Conformes
0%

Conformes
100%

Figura N° 4. Porcentaje total de muestras conformes de bebidas carbonatadas

en los andlisis fisicoquimicos.
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6.0 CONCLUSIONES
1. Através de la lista de chequeo, se observo las condiciones ambientales
y sanitarias, en las cuales se encuentran las maquinas dispensadoras de
bebidas carbonatadas y se observo que el personal que manipula las
bebidas no cumple, con el uso correcto de medidas higiénicas, por lo
que al consumir estas bebidas, pueden generar enfermedades

gastrointestinales y afectar la salud de la poblacion.

2. Los resultados de los andlisis fisicoquimicos de acidez expresada como
Acido citrico, pH y grados Brix, de cada una de las muestras de bebida
carbonatada sin hielo, cumplen con los limites especificados en la Norma
Técnica Obligatoria denominada NTON 03 030-00 Norma Técnica

Obligatoria Nicaraguense de Bebidas Carbonatadas.

3. Al comparar los resultados de las muestras de bebidas carbonatadas sin
hielo del restaurante PO-10 y SUB-8 en el Primer y Segundo muestreo
de bebidas carbonatadas con la Norma Técnica Obligatoria denominada
NTON 03 030-00 Norma Técnica Obligatoria Nicaragiiense de Bebidas
Carbonatadas, estas sobrepasan el recuento de coliformes totales. Y
aunque no hay hongos, ni bacterias mesofilas aerobias, estas bebidas
no son aptas para el consumo humano, debido a la contaminacion de

coliformes totales.

4. En las muestras de bebidas carbonatadas sin hielo, se presento
crecimiento de levaduras, esto puede dar un indicio de que a las
maquinas dispensadoras, no se les da un mantenimiento adecuado de
limpieza y desinfeccion, debido al crecimiento de este tipo de

microorganismo.
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En las muestras de bebidas carbonatas sin hielo, 16 muestras cumplen
con los valores permitidos en la normativa, lo que puede indicar que el
80% de los restaurantes, el personal lleva a cabo una correcta limpieza

de las maquinas dispensadoras

Se presentd prueba positiva para coliformes totales en muestra de hielo
del restaurante PO-10, la muestra del restaurante CHI-10 (ambas del
primer muestreo) y la muestra del restaurante PI-8 (segundo muestreo),
esto puede deberse a la contaminacion del agua o a los manipuladores,
que no hacen uso de las medidas higiénicas.

La muestra de hielo del segundo analisis del restaurante PI-8 (segundo
muestreo), presentd prueba positiva para coliformes totales, coliformes
fecales y Escherichia coli, por lo que no es apta para el consumo
humano, debido a que indican que hay contaminacién fecal, ya sea por
contaminacion del agua con que se elabora el hielo o las practicas

inadecuadas de higiene que realiza el manipulador.

En las muestras de hielo de todas las maquinas dispensadoras, no se
observd la presencia de Pseudomona aureginosa por lo que las

muestras se encuentran ausentes de este microorganismo.

Al comparar los resultados obtenidos en las muestras de hielo, con la
Norma  Salvadorena  Obligatoria NSO 13.07.04.00  “Hielo.
Especificaciones y Buenas Practicas de Fabricacion”, solo una de las

cuatro muestras cumple con lo que especifica dicha norma.
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10.Con respecto a las muestras de vasos vacios, no se determind la
presencia de microorganismos, por lo que se descarta que sean la fuente

de contaminacion de las bebidas carbonatadas.
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7.0 RECOMENDACIONES
Que la direccién general de los restaurantes establezcan un programa de
buenas practicas de manufactura que incluya manuales, procedimientos,
asi como capacitaciones para garantizar la inocuidad de las bebidas

carbonatadas y otros alimentos.

Que la empresa establezca normas de higiene, que debe cumplir el
personal y que verifique el cumplimiento de las practicas adecuadas de
limpieza durante el desarrollo de las actividades realizadas por los

manipuladores.

Que el Ministerio de Salud realice un monitoreo para supervisar la
higiene y limpieza asi como capacitaciones en cada uno de los
restaurantes que venden este tipo de producto, para verificar el
cumplimiento de las buenas practicas de manipulacién y garantizar la

salud en los consumidores.

Que el ente competente (OSR) gestione la creacion de una Normativa
Salvadorefia de bebidas carbonatadas, para promover la vigilancia de las

bebidas que consume la poblacién.

Que en futuros trabajos de investigacion se realicen analisis
microbiologicos 'y fisicoquimicos a otros sabores de bebidas

carbonatadas que se comercializan.

Realizar muestreos de las bebidas carbonatas en los demas restaurantes

gue se encuentran en los Food Court de Metrocentro de San Salvador.
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GLOSARIO

Biopelicula: Poblacion de varios microorganismos, contenidos en una capa de

productos de excrecion, unida a una superficie ().

Buenas practicas de manufactura: Herramienta basica para la obtencion de
productos seguros para el consumo humano, que se centralizan en la higiene y

forma de manipulacion (o).

Contaminacién Cruzada: Transferencia de bacterias de un alimento a otro. Se
produce cuando microorganismos patdégenos, generalmente bacterias, son
transferidos por medio de alimentos crudos, manos, equipo, y utensilios a los

alimentos sanos (11).

Coliformes Fecales: Grupo bacteriano presentes en los intestinos de los
mamiferos y los suelos, que representan una indicacion de la contaminacion
fecal del agua. Son faciles de identificar y contar en laboratorio por su

capacidad de fermentar la lactosa (3.

Coliformes Totales: Enterobacteriaceae lactosa-positivas y constituyen un grupo
de bacterias que se definen mas por las pruebas usadas para su aislamiento
que por criterios taxonémicos. Pertenecen a la familia Enterobacteriaceae y se
caracterizan por su capacidad para fermentar la lactosa con produccién de
acido y gas, mas o menos rapidamente, en un periodo de 48 horas y con una

temperatura de incubacion comprendida entre 30-37°C (23)

Carga microbiana: Es el nUmero y tipo de microorganismos viables presentes

en un elemento determinado (»7).

Cepas: Conjunto de virus, bacterias u hongos que tienen el mismo patrimonio

genetico (7).



ETAS: Conjunto de enfermedades que resultan de la ingestién de alimentos o
agua contaminados en cantidades suficientes como para afectar la salud del

consumidor (2g).

Levaduras: Organismos anaerdbicos facultativos, significa que pueden vivir sin
oxigeno. Cuando hay oxigeno lo utilizan para la respiracion, es decir para oxidar

la glucosa completamente y asi obtener ATP (29).

Manipulador: todas aquellas personas que por su actividad laboral, tienen
contacto directo con los alimentos durante su preparacion, fabricacion,
transformacién, elaboracion, envasado, almacenamiento, transporte,

distribucion, venta, suministro y servicio ().

Mohos: Hongo filamentoso formado por una serie de filamentos tubulares

rigidos y ramificados llamados hifas (3.

Numero mas probable: Estrategia eficiente de estimacion de densidades
poblacionales especialmente cuando una evaluacién cuantitativa de células
individuales no es factible. La técnica se basa en la determinacién de presencia
0 ausencia en réplicas de diluciones consecutivas de atributos particulares de

microorganismos presentes en muestras de suelo u otros ambientes (ig).
Patogenos: productor o causante de enfermedad (s).

Recuento Total de Bacterias: Método util para obtener una idea del grado de
frescura o pronta alteracion de los alimentos dependiendo de la cantidad de

bacterias presentes (1)

Valoracion acido- base: reacciones acido-base son reacciones de equilibrio
homogéneo (neutralizacion) entre los iones, que se producen al estar en

contacto un acido con una base obteniéndose una sal mas agua (24).



Unidades Formadoras de Colonias (UFC): el nimero minimo de células
separables sobre la superficie, o dentro, de un medio de agar semi-sélido que
da lugar al desarrollo de una colonia visible del orden de decenas de millones
de células descendientes. Las UFC pueden ser pares (diplococos), cadena

(estreptococos) o racimos (estafilococos), asi como células individuales (12).



ANEXOS



ANEXO N° 1

Norma Técnica Obligatoria denominada NTON 03 030-00 Norma

Tecnica Obligatoria Nicaragliense de Bebidas Carbonatadas (g

CUADRO N¢ 10. Requisitos fisicoquimicos de las aguas gaseosas con

sabor.
CARACTERISTICAS MINIMO MAXIMO
Grado Brix (porcentaje de sélidos solubles como sacarosa. 8.0 15.0
Acidez expresada en gramos de acido citrico anhidrido por 0.003 0.5
cada 100 cm® de muestra.

oH 2.4 4.5

CUADRO N° 11. Requisitos Microbioldgicos.

Punto de Muestreo Microorganismos Recuento Maximo
Permitido
Bebida terminada Recuento total de bacterias (UFC/mL) 50
Bebida terminada Mohos (UFC/mL) 5
Bebida terminada Recuento total de bacterias (UFC/mL) 50
Bebida terminada Coliformes (UFC/100mL) 2

CUADRO N° 12. Contaminantes Metales Téxicos.

Metales Téxicos Maximo en mg/ Kg
Arsénico, como As 0.2
Plomo, como Pb 0.3 (*) 0.03
Cobre, como Cu 15
Hierro, como Fe 50(*)0.5
Zinc, como Zn 5.0
Mercurio, como Hg 0.05

Estafio 125



ANEXO N° 2
DECODIFICACION DE BEBIDAS CARBONATADAS Y RESTAURANTES
MUESTREADOS

Tabla N° 16. Decodificacion de los sabores de bebidas carbonatadas

muestreadas
Sabor de bebida Cédigo
carbonatada
Coca-Cola C-C
Pepsi- Cola P-C
Fanta F-T
7- Up 7-U
Mirinda Fresa M-F
Mirinda Naranja M-N
Mirinda Uva M-U
Mirinda Limon M-L
Sprite S-P
Fresca F-C
Fresa F-R
Uva u-v

Tabla N° 17 Decodificacidon de los restaurantes muestreados ubicados en los
dos Food Court de la Octava y Décima etapa de Metrocentro de
San Salvador con su correspondiente sabor de bebida carbonatada

Seleccionada.

Cddigo (Octava Ly L. Sabo_r de
Restaurante Eta Cédigo (Décima Etapa) bebida
pa)
carbonatada

Subway SUB-8 SUB-10 C-C
Pollo Campero PO-8 PO-10 P-C
China Wok CHI-8 CHI-10 P-C
Taco Inn TA-8 TA-10 C-C
Pizza Hut PI-8 PI-10 P-C



NORMA SALVADORENA OBLIGATORIA
ESPECIFICACIONES Y BUENAS PRACTICAS DE FABRICACION ).

ANEXO N° 3

(NSO  13.07.04.00)

HIELO.

Tabla N° 18 Valores Maximos Admisibles para Calidad Microbioldgica

del Hielo
Limite Maximo Permisible
. Técnicas
Parametro Filtracion por
P Tubos Multiples Placa Vertida
Membrana
Bacterias
Coliformes | ourc/aoomL | <11 NMP/100 mL
Totales
Bacterias
Coliformes 0 UFC/ 100 mL Negativo
Fecales
E. coli OUFC/100 mL Negativo
Conteo de
bacterias 100 UFC/ 100
heterotrc_)fas y 100 UEC/mL
aerobias E— mL
mesofilas
Organismos AUSENCIA
Patdgenos




ANEXO N° 4

ENCUESTA PARA CONOCER LA BEBIDA CARBONATADA QUE
MAS PREFIEREN LOS CONSUMIDORES DE LOS DOS FOOD COURT
DE METROCENTRO DE SAN SALVADOR



ANEXO N° 4
ENCUESTA
Universidad de El Salvador
Facultad de Quimica y Farmacia

Objetivo: Realizar una encuesta en los FoodCourt de Metrocentro de San
Salvador para determinar las marcas comerciales de bebidas gaseosas de

mayor consumo por parte de las personas que visitan los restaurantes.

1. Edad.

18 — 20 afios 21 — 30 afos 31- mas afios
2. Sexo.

Masculino Femenino

3. ¢ Consume Bebidas Gaseosas?
Si No

4. ¢Cual de las siguientes marcas de Bebidas es de su preferencia? Marcar.

&




5. ¢Consume a diario estas bebidas?

Si No
6. ¢ En alguna ocasion ha percibido un sabor desagradable en su bebida?
Si No

7. ¢ En su bebida ha observado la presencia de alguna particula o sustancia que
normalmente no se debe encontrar?
Si No

8. ¢ Ha padecido alguna enfermedad después de haber consumido estas
bebidas?
Si No

Cuales




ANEXO N° 5
RESULTADOS DE LA ENCUESTA



1. Edad.

m 18 — 20 afios
m 21 — 30 afos

M 31— mas afios

2. Sexo.

® Masculino

® Femenino

3. ¢ Consume Bebidas Gaseosas?

u Si
= No




4. ¢Cual de las siguientes marcas de Bebidas es de su preferencia? (Ver
Anexo N° 2)

mFE-T
mC-C
m7-U
mpP-C
mS-T
mU-V

5. ¢ Consume a diario estas bebidas?

u Si
= No

6. ¢ En alguna ocasién ha percibido un sabor desagradable en su bebida?

B Sj

®mNo




7. ¢ En su bebida ha observado la presencia de alguna particula o sustancia

que normalmente no se debe encontrar?

ESj

mNo

8. ¢ Ha padecido alguna enfermedad después de haber consumido estas
bebidas?

ESi

ENo




ANEXO N° 6

UNIVERSIDAD DE EL SALVADOR

FACULTAD DE QUIMICA Y FARMACIA

LISTA DE CHEQUEO

Objetivo: Verificar las condiciones sanitarias y ambientales en que se

encuentran las méaquinas dispensadoras de bebidas carbonatadas mediante

una lista de chequeo.

RESTAURANTE: UBICACION CODIGO

Preguntas

Si

No

¢La maquina se encuentra en un area despejada?

¢, Se encuentra limpia la maquina dispensadora?

¢ Esta limpia el area donde se encuentra la maquina
dispensadora?

¢Las Maquinas que contienen las bebidas se encuentran en
funcionamiento?

¢La persona hace uso de alcohol gel antes de manipular la
maquina dispensadora?

¢ Los manipuladores utilizan gorro para cubrir el cabello?

¢ Los utensilios (vasos, tapaderas) para servir la bebida estan
expuestos al ambiente?

¢Se utilizan guantes para servir la bebida?

¢La indumentaria del manipulador se encuentra limpia?

Observaciones:




ANEXO N° 7

Universidad de El Salvador
Tesis Grupo 15-13
Etiqueta de muestra

Numero de Muestra:

Cadigo de restaurante:

Sabor de Bebida:

Hora de toma de muestra:

Fecha:

Nombre del analista:

(@)

Universidad de El Salvador
Tesis Grupo 15-13
Etiqueta de muestra

Ndmero de Muestra:

Cadigo de restaurante:

Hora de toma de muestra:

Fecha:

Nombre del analista:

(b)

Figura N° 5 (a): Etiqueta para identificacion de muestras de bebidas
Carbonatadas sin hielo.
(b): Etiqueta para identificacion de muestras de hielo y

vasos vacios.



ANEXO N° 8
MATERIALES, REACTIVOS Y MEDIOS DE CULTIVO



METODOS MICROBIOLOGICOS

Materiales

Frascos de vidrio de 250 mL
Pipetas de Morh de 1 mL
Probetas de 100 mL
Tubos de Ensayo

Asas de Platino
Autoclave

Campana de Durham
Bafio Maria

Placas de Petri
Incubadora

Cuenta Colonias

Reactivos
Agua Estéril

Medios de Cultivo

Agar PlateCount

Agar PapaDextrosa

Agar EMB

Caldo Verde Bilis Brillante
Agar Endo LES

Agar Cetrimida

Caldo Casoy
Caldo EC
ANALISIS FISICOQUIMICOS
Materiales
Vasos de precipitado de 100mL
Vidrio reloj

Agitadores de vidrio
Buretas de 50.0 mL
Pinzas para bureta
Embudos



Erlenmeyer de 250 mL
Balanza
Potencidometro

Cocina

Refractometro

Frasco lavador

Reactivos

NaOH 0.1N

Solucién Buffer de pH 4.0, 7.0y 9.0
Fenolftaleina 1%

Alcohol isopropilico



ANEXO N° 9
METODOLOGIAS UTILIZADAS



Muestra de

bebida
carbonatada

Figura N° 6 Procedimiento para las diluciones de muestras de bebidas

10mL

Y

—

=y

1x10™

—

""l-——-""

90mL de
agua
peptonada

carbonatadas ().

1x107

""l—-——-"'.

90mL de
agua
peptonada



De cada
dilucién
realizada
tomar:

l

1 mL (Montar por duplicado)

Adicionar a cada placa aproximadamente
20 mL de Agar Papa Dextrosa

|

Incubar a
temperatura ambiente
por 7 dias

Determinar el nUmero
de hongos con ayuda
de un cuenta colonias

Figura N° 7 Procedimiento para la determinacién y Recuento de Mohos

para muestra de Bebidas Carbonatadas ().



Desenvolver el filtro de la envoltura con la que se
ha esterilizado.

Separar el embudo de la base del filtro.

Colocar la membrana filtrante de 0,45 pum de
tamafio de poro sobre el portafiltros de las base
del mismo.

El manejo de las membranas se debe realizar
con pinzas estériles de punta plana.

‘ / Colocar el embudo sobre la base, teniendo
' ﬁ cuidado de no lesionar la membrana y que esta
N quede bien centrada. La membrana filtrante
gueda ahora situado entre el embudo y la base-
soporte del filtro

Figura N° 8 Procedimiento para montar el aparato de filtracién por

membrana ().



Y Montar aparato para filtracién

) O por membrana —l
/

Medir 1 mL de la muestra con
una pipeta Mohr estéril y filtrarla
a través del filtro. Poner en
marcha el sistema del vacio.

Una vez filtrada toda la
muestra, parar el sistema de

vacio y separar el embudo de
la base del filtro y retirar con
pinza estérii la membrana
filtrante. L

Colocar la membrana con
pinza estéril y depositarla en
una placa de petri preparada
previamente con
aproximadamente 10 mL de
agar PlateCount.

Determinar el nimero
de colonias con
ayuda de un cuenta
colonias

Incubar por 24- 48
horas a 3512 °C

Figura N° 9 Procedimiento para la determinacién y Recuento de Bacterias
Mesofilas Aerobias para muestras de Bebidas Carbonatadas y

hie|0(2),



: Montar aparato para filtracion
[ - por membrana

Colocar 100 mL de agua
peptonada estéril en el vaso

vacio haciendo lavados. Filtrarla
a través del filtro. Poner en
marcha el sistema del vacio.

Colocar la membrana con
pinza estéril y depositarla en
una placa de petri preparada
previamente con
aproximadamente 10 mL de
agar PlateCount.

Una vez filtrada toda la
muestra, parar el sistema de
vacio y separar el embudo de
la base del filtro y retirar con
pinza estéril la membrana
filtrante.

Determinar el nimero
de colonias con
ayuda de un cuenta
colonias

Incubar por 22- 24
horas a 35+0.5 °C

Figura N° 10 Procedimiento para la determinacion y Recuento de Bacterias

Mesofilas Aerobias para muestras devasos vacios ()



Vi . Montar aparato para filtracion
an o por membrana —l
/

Medir 100mL de la muestra y

filtrarla a través del filtro. Poner
‘ en marcha el sistema del vacio.
Una vez filtrada toda la {

muestra, parar el sistema de
Colocar la membrana con

vacio y separar el embudo de
pinza estéril y depositarla en

la base del filtro y retirar con
pinza estérii la membrana

una placa de petri preparada
previamente con

filtrante.
aproximadamente 10mL de
agar Endo.

Determinar el nimero
de colonias de color
rojo con brillo

E metdlico con ayuda

Incubar por 24- 48 de un cuenta
horas a 35+0.5 °C colonias

Figura N° 11 Procedimiento para la determinacién de Coliformes Totales

para muestras debebidas carbonatadas y de hielo (),



7Y Montar aparato para filtracion
PR, por membrana

Colocar 100 mL de agua
peptonada estéril en el vaso

vacio haciendo lavados. filtrarla
a través del filtro. Poner en
marcha el sistema del vacio.

Una vez filtrada toda la
muestra, parar el sistema de
vacio y separar el embudo de
la base del filtro y retirar con
pinza estérii la membrana
filtrante.

Colocar la membrana con
pinza estéril y depositarla en
una placa de petri preparada

previamente con
aproximadamente 10 mL de
agar Endo.

Determinar el nimero
de colonias de color
rojo con brillo
metdlico con ayuda
de un cuenta
colonias

Incubar por 22- 24
horas a 35+0.5 °C

Figura N° 12 Procedimiento para la determinacion Coliformes Totales para

muestras devasos vacios ().



De las colonias con color rojo con
brillo metalico de la Determinacion
de Coliformes Totales inocular al
menos 5 colonias con asa estéril
en caldo BVB.

Incubar los tubos de
caldo BVB por 48
horas a 35+2 °C.

La presencia de gas y
crecimiento en caldo BVB,
confirma las colonias como
Coliformes

Figura N° 13 Procedimiento para la confirmaciéon de Coliformes Totales
para muestras debebidas carbonatadas, hielo y vasos

vacios ).



De las colonias con color rojo con
brillo metalico de la Determinacion
de Coliformes Totales inocular al
menos 5 colonias con asa estéril
en caldo BVB.

Incubar los tubos de
caldo EC bafio de
agua a 44.5+0.2 °C
durante 24 horas.

La presencia de gas Yy
crecimiento en caldo EC,
confirma las colonias como
Coliformes Fecales.

Figura N° 14 Procedimiento para la confirmacion de Coliformes Fecales
para muestras debebidas carbonatadas, hielo y vasos

vacios ().



7Y Montar aparato para filtracion
PR, por membrana

Medir 100mL de la muestra 'y
filtrarla a través del filtro. Poner

r @ en marcha el sistema del vacio.

Una vez filtrada toda la
muestra, parar el sistema de e

vacio y separar el embudo de r —l

la base del filtro y retirar con
Colocar la membrana con

pinza estérii la membrana

filtrante.
pinza estéril y depositarla en
una placa de petri preparada

previamente con
aproximadamente 10 mL de
agar EMB.

i ' Determinar el nimero

B - de colonias con brillo
; metalico con ayuda

de un cuenta colonias

Incubar por 22- 24
horas a 35+0.5 °C

Figura N° 15 Procedimiento para la determinacién de Escherichia coli

para muestras de hielo ).



Medir 1 mL de la muestra con
una pipeta Mohr estéril e
inocular en un tubo conteniendo
10 mL de Caldo Casoy.

Incubar por 22-24 horas a
3512 °C. Observar crecimiento
en los tubos.De los tubos
positivos en caldo casoy tomar
una asada con asa estéril y
estriar en agar Cetrimide.

Determinar el
ndmero de
colonias verdosas
con fluorescencia
con ayuda de un
cuenta colonias.

Incubar por 22- 24
horas a 3512 °C

Figura N° 16 Procedimiento para la determinacion de Pseudomona

aureginosa para muestras de hielo ()



Calentar 50 mL muestra (bebida
carbonatada) hasta ebullicibn vy
mantenerla asi durante 30 segundos.

Llenar una bureta de 25.0 mLcon una
solucién de hidréoxido de sodio 0.1 N
al aforo.

Colocar 10.0mL de la muestra
previamente hervida en un matraz
Erlenmeyer. Se adicionan 5 gotas de
fenolftaleina al 1% como indicador.

' : Valoracion: Desde la bureta afiadir

lentamente, el reactivo valorante en
el erlenmeyer con la muestra
manteniendo  agitacion  continua
hasta que se detecta el punto final de
la valoracion a través del viraje del
indicador de incoloro a rosa

L)

__‘-r:....-.-........

A partir del volumen consumido de solucién valorante se calcula la
concentracién de acidez de la muestra. Calcular la acidez presente en cada
muestra.

Figura N° 17 Procedimiento parala determinacion de acidez en muestra

de Bebidas Carbonatadas (1,9).



Calibrar el potenciébmetro con las
soluciones buffer, dependiendo del
rango de pH que se medird en las
muestras y de acuerdo con las
instrucciones del equipo.

Enjuagar el electrodo con
agua destilada y secarlo con
un papel absorbente.

Introducir el electrodo en la

muestra de bebida
carbonatada.Tomar la lectura
de pH

Después de cada Medicién del pH
es necesario enjuagar el electrodo
con agua destilada y secar con un
papel absorbente.

Figura N° 18 Procedimiento para la determinacion de pH en muestra de

Bebidas Carbonatadas ().



Calibrar el brixbmetro con agua
destilada a valor de cero y limpiar el
prisma con una torunda de algodén
impregnada con alcohol isopropilico

Tomar dos o tres gotas de la
muestra previamente
desgasificada y colocarlas
sobre la parte cristalina del
refractémetro.

Apuntar el refractbmetro a un
fuerte foco de luz y ajustar su
ocular enfocable.

Tomar la lectura en la escala del
refractdbmetro, en grados Brix.

Figura N° 19 Procedimiento para la determinacion de Grados Brix en

muestra de Bebidas Carbonatadas (1.



ANEXO N° 10

CALCULOS PARA CUANTIFICAR LA CANTIDAD EN GRAMOS DE
ACIDO CITRICO PRESENTE EN LAS MUESTRAS DE BEBIDAS
CARBONATADAS



Caddigo de muestra: 1-A (Primer muestreo)
Tabla N° 18 Mililitros de hidroxido de sodio gastados en las diferentes
titulaciones del primer muestreo.

Volumen

Numero de gastado

Muestra de NaOH
(mL)
1-A 1.8
1-B 1.9
2-A 0.8
2-B 0.8
3-A 2.0
3-B 2.0
4-A 1.2
4-B 1.1
5-A 1.4
5-B 1.4
6-A 1.2
6-B 1.2
7-A 1.1
7-B 1.0
8-A 1.3
8-B 1.3
9-A 1.2
9-B 1.3
10-A 1.2
10-B 1.2

Férmula a utilizar:

g Acido Citrico/ 100 mL = NxV; x Pegx 100

V, (1000)
Dénde:

V1 = Volumen de NaOHO0.1 N consumidos (mL)

N = Normalidad del NaOH 0.1 N (mEqg/ mL)

Peq = Peso equivalente de acido citrico predominante
en la muestra (mg/ mEQ)

V,= Volumen de la muestra (mL)

1000= Factor para convertir mg a gramos (mg/ g)

Volumen de Hidréxido de Sodio gastado en la valoracion: 1.8 mL
Normalidad de Hidroxido de Sodio: 0.1 N

Peso equivalente de &cido citrico: 64.04

VoLumen de la muestra utilizado: 10 mL

Sustituyendo en la férmula:

g Acido Citrico/ 100 mL

10 mL (1000)

g Acido Citrico/ 100 mL

0.1IN x 1.8 mL x 64.04 x 100

0.11



Caddigo de muestra:10-A (Segundo muestreo)

Tabla N° 19 Mililitros de hidroxido de sodio gastados en las diferentes
titulaciones del segundo muestreo.

Volumen

Numero de gastado

Muestra de NaOH
(mL)
1-A 1.2
1-B 1.2
2-A 1.5
2-B 1.5
3-A 1.3
3-B 1.3
4-A 1.5
4-B 1.5
5-A 1.8
5-B 1.8
6-A 1.2
6-B 1.4
7-A 1.4
7-B 1.4
8-A 1.4
8-B 1.4
9-A 1.2
9-B 1.4
10-A 1.5
10-B 1.5

Férmula a utilizar:

g Acido Citrico/ 100 mL = NxV;x Pegx 100

V, (1000)

Doénde:

V1 = Volumen de NaOHO0.1 N consumidos (mL)

N = Normalidad del NaOH 0.1 N (mEg/ mL)

Peq = Peso equivalente de acido citrico predominante
en la muestra (mg/ mEqQ)

V,= Volumen de la muestra (mL)

1000= Factor para convertir mg a gramos (mg/ g)

Volumen de Hidréxido de Sodio gastado en la valoracion: 1.5mL
Normalidad de Hidroxido de Sodio: 0.1 N

Peso equivalente de &cido citrico: 64.04

VoLumen de la muestra utilizado: 10 mL

Sustituyendo en la formula:

g Acido Citrico/ 100 mL

10 mL (1000)

g Acido Citrico/ 100 mL

0.INx1.5mL x 64.04 x 100

0.09



ANEXO N° 11

RESULTADOS TOTALES DE MUESTRAS DE BEBIDAS
CARBONATADAS, HIELO Y VASOS VACIOS



de bebidas carbonatadas sin hielo.

Cuadro N° 13. Resultados de Microorganismos mesofilos aerobios en muestras

Totl e Aecuenio de [ o c Fgueni de

muestras Codigo de e muestras Codigo de o

. Mesofilas Mesofilas

[Primer Restaurante Aerobias [Segundo | Restaurante Aerobias

Muestreo) WFC/mL) | Muestreo) {UFCimL)
1-A TA-10 0 1-A PO-2 0
1-B TA-10 0 1-B PO-2 0
2-A PO-10 0 2-A CHI-8 0
2-B FO-10 0 2-B CHI-& 0
3-A SUB-10 0 3-A PI-& 0
3-B SUB-10 0 3-B PI-& 0
4-A CHI-10 0 4-A SUB-S& 0
4B CHI-10 0 4-B SUB-S 0
B-A PO-2 0 B-A SUB-10 0
5B PO-8 0 5-B SUB-10 0
B-A SUB-8 0 B-A PO-10 0
5-B SUB-2 0 G-B PO-10 0
T-A PI1-10 0 T-A PI1-10 0
7-B PI-10 0 7-B PI-10 0
a-A PI-& 0 8-A TAS 0
a-B PI-& 0 a-B TAE 0
9-A SUB-8 0 9-A TA-10 0
9-B SUB-8 0 9-B TA-10 0
10-A TAS 0 10-A SUB-10 0
10-B TA-2 0 10-B SUB-10 0

de bebidas carbonatadas sin hielo.

Cuadro N° 14. Resultados de Microorganismos Coliformes totales en muestras

Total de Determinacion | Tofal de Determinacion
muestras Codigo de | de Coliformes | muestras Codigo de de Coliformes
(Primer Restaurante Totales (Segundo | Restaurante Totales
Muestreo) (UFCM00mML] | Muestreo) {UFC/100mL)

1-A TA-10 0 1A PO-2 0

1-B TA-10 0 18 PO-2 0

2-A POAD 5 28 CHI-& 0

2-B PO40 (] 28 CHI-g 0

3-A SUB-110 0 34 PI-2 0

3-B Sl B-11 0 3-8 Pl-2 0

4-4 CHI-10 0 4.4 SUB-B 23

4-B CHI-10 0 48 SUB-B 25

B-A P02 0 54 SUB-10 0

5-B P03 ] 5B SUB-10 0

6-A SUB-8 0 G- PO-10 70

6-B SUB-8 1 6B PO-10 75

T-A PI-10 0 T-A PI-10 0

7-B Pl-10 0 7B PI-10 0

8-A Pl-& 0 8-h TAS 0

a-B Pl-2 0 aB TAS 0

9-A SUB-5 12 9-A TA-10 0

9-B SUB-8 11 9B TA-10 0

10-A TA-S 0 10-A SUB-10 0

10-B TA-S 0 10-B SuUB-10 0




de bebidas carbonatadas sin hielo.

Cuadro N° 15. Resultados de Microorganismos Coliformes Fecales en muestras

Totalde | Codigode | Determinacion | Tofal de Codigo de | Determinacion
muestras | Restaurante | de coliformes | muestras | Restaurante | de coliformes
{Primer fecales [ Segundo fecales
Kuestreo) Muestreo)

2 A PO-10 = 44 SIB8 =

2B PO-10 — 4B sIB-8 —

9-A SUB-8 = 6-A PO-10 _

9B SUB-8 - 6-B PO-10 -

Cuadro N° 16. Resultados de Mohos en muestras de bebidas carbonatadas sin

hielo.

Total de Total de

muestras Codigo de RECF.:.IJ:;:; de muestras Codigo de REM'J:S;E de

(Primer R estaurante U FC fml) [Segundo R estaurante (UFCimi)

Luestreo) ) Puestreo) _
1-A TA-10 0 1-A PO-2 0
1-B TA-10 0 1-B PO-2 0
2_A PO-10 0 2-A CHI-Z 0
2-B PO-10 o) 2-B CHI-& 0
J3-5 SUB-10 0 3-A P& 0
3-B SUB-10 0 3-B Pl-2 0
4-A PI-10 0 4-A SUB-32 0
4-B PI-10 0 4-B SUB-3 0
B-A PO-2 0 B-A SUB-10 0
5-B PO-2 1] 5B SUB-10 a
G-A SUB-2 0 6-A PO-10 0
&6-B SUB-& 0 G-B PO-10 0
T-A PI-10 0 7-A PI-10 0
7-B PI-10 0] 7-B PI-10 0
8-A Pl-2 0 8-A TA-2 0
8-B Pl-2 0 8-B TA-2 0
9-A SUB-2 0 9-A TA-10 0
9-B SUB-2 o) a9-B TA-10 0
10-A TAS 0 10-A SUB-10 0
10-B TA2 0 10-B SUB-10 0

Cuadro N° 17. Resultados de Acidez en muestras de bebidas carbonatadas sin

hielo.

Total de Acidez (g Total de Acidez (g

muestras Codigo de Acido muesfras Codigo de Acido

(Primer Restaurante | Citico/M00 mL | (Segundo | Restaurante | Citrdcodd 00 mL

RMuestreo) de muestra) FMuestreo) de muestra)
1-A T&-10 0.11 1-A PO-2 0.07
18 Ta-10 0.12 1-B PO-2 0.07.
2.4 PO-10 0.05 2-A CHI-& 0.09
2B PO-10 0.05 2B CHI-& 0.09
3-A SUB- 10 012 3-A Pl-& 0.08
3-8 SUB- 10 0.12 3-B Pl-2 0.08
4-4 CHI-10 0.08 4-4 SUB-28 0.059
4-B CHI-10 0.07 4-B SUB-28 0.0%5
B-A PO-5 0.08 B-A SUB- 10 0.11
&-B PO-2 0.0 5-B SUB- 10 0.11
G-A SUB-8 0.o7 G-A PC-10 0.07
6-B SUB-8 0.07 6-B PO-10 0.08
T-A Pl-10 007 T-A Pl-10 0.08
7-B Pl-10 0.08 7-B Pl-10 0.08
8-A PlI-8 008 8-A Ta-8 0.08
a2-B Pl1-8 0.08 2-B TA-8 0.08
-4 SUB-8 007 9-A TA- 10 0.07
9-B SUB-8 0.og 9-B TA-10 0.08
10-A TA-10 0.ov 10-A SUB- 10 0.09
10- T&-10 0.07 10-B SUB- 10 0.09




Cuadro N° 18. Resultados de pH en muestras de bebidas carbonatadas sin

hielo.

Total de Total de

muestras Cadigo de pH muestras Cadigo de pH

(PrAmer Restaurante (Segundo | Restaurante

Iuestreo) Muestreo)
1-A TA-10 296 1-A PO-2 3.11
1B TA-110 288 1B PO-2 3.10
2-A PO-10 312 2-A CHI-8 3.05
2-B PO-10 312 2B CHI-8 3.06
J-A SUB- 10 3.09 A Pl-2 3.12
3B SUB- 10 211 3B Pl-2 3.12
4-A CHI-10 322 48 SUB-8 3.02
4-B CHI-10 323 4B SUB-8 3.03
B-A PO-28 3.06 BA SUB-10 3.08
5-B FO-2 3.08 5B ZUB-10 3.08
G-A SUB-8 3.07 G4 PO-10 3.10
6-B SUB-8& 3.09 6B PO-10 3.12
T-A Fl-10 295 T-A Fl-10 2.91
7-B Fl-10 287 7B Fl-10 2.50
8-A Pl-& 3.01 84 TA-3 253
3-B Pl-& 3.00 3B TA-3 258
a-A SUB-8 3.16 a4 TA- 10 2597
9-B SUB-8 3.15 9B TA-10 2.85
10-A TA-10 3.04 10-A SUB-10 2.06
10-B TA-10 3.04 10-B SUB-10 256

Cuadro N° 19. Resultados de Grados Brixen muestras de bebidas carbonatadas

sin hielo.

Total de Total de

muestras Codigo de Grados Brix muesiras Codigo de Grados Brix

(PAmer Restaurante (Segundo | Restaurante

Muestreo) Muestreo)
1-A TA-10 10 1-4 PO-8 10
1B T&-10 10 1B PO-& 10
2-A FO-10 10 24 CHI-32 11
2-B PO-10 10 2B CHI- 8 11
3-A SUB- 10 11 3-A PI-8 11
3-B SUB- 10 11 3B Pl-2 11
4-4 CHI-10 11 4-4 SUB- 8 11
4-B CHI-10 11 4B SUB- & 11
B4 PO-8 10 54 SUB-10 11
5-B PO-2 10 5B SUB-10 11
-4 SUB-8 10 64 PO-10 11
G-B SUB-8 10 6B PO-10 11
T-A Pl- 11 11 74 PI-10 11
7-B Pl- 11 11 7B Pl-10 11
8-A Pl-& 10 8-A TA-2 10
3-B Pl-2 10 2B Ta-2 10
9-4 SUB-8 10 9.4 TA-10 10
49-B SUB-8 10 8B TA-10 10
10-A TA-10 10 10-A SUB-10 10
10-B T&-10 10 10-B SUB-10 10




Cuadro N° 20. Resultados de Microorganismos mesofilos aerobios en muestras

de hielo.
Total de Recuento Total de Recuento
muestras Codigo de Bacterias muestras Codigo de Bacterias
(Primer Restaurante Mesofilas [Segundo | Restaurante Mesofilas
muestreo) (UFCimlL) muestreoc) (UFCimL)
Higlo PO-10 o Higlo PI-& o
1-4 1-4
Higlo PQ-10 0 Higlo PI-& 0
1-B 1-B
Higlo CHI-10 o Higlo SUB-S o
2.8 2.8
Hielo CHI-10 0 Hielo SUB-& o
2B 2-B

Cuadro N° 21. Resultados de Microorganismos Coliformes Totales en muestras

de hielo.
Coliformes Total de Coliformes
Codigo de Totales muestras Codigo de Totales
Restaurante UFCHO0mI [Segundo | Restaurante UFCHo0ml

muestreo

Cuadro N° 22. Resultados de Microorganismos coliformes fecales en muestras

de hielo.
Total cde Coliformes Total cle Coliformes
muestras Codigo de Fecales muestras Codigo de Fecales UFC/

(Pimer Restaurante UFC/MM00 mL [Segundo | Restaurante 100 mL

muestreo) muestreo

Higlo PO-10

1-A 0

Higlo PQ-10 o

1-B

Hielo CHI-10 o Hielo

248 2-A

Higlo CHI-10 0 Higlo SUB-S 0

2B 2-B

Cuadro N° 23. Resultados de Escherichia coli en muestras de hielo.

Total de Escherichia Total de Esc heric hia
muestras Cadigo de coli muestras Cddigo de coli
(Primer Restaurante | (UFC/M100 mL) (Segundo | Restaurante | (UFC/ 100 mL)
muestreo) muestreo

Hielo

1.4 PO-10 0

Hielo

1B PO-10 0

Hielo Hielo

2A CHI-10 0 Py SUB-2 ]

Hielo Hielo

28 CHI-10 0 2.8 SUB-2 0




Cuadro N° 24. Resultados de Pseudomona aureginos en muestras hielo.

Total de Pseudomeona Total de Ps sudomona
muestras Codigo de aLre ginos & muesfras Codigo de aureginosa
(Primer Restaurante {Segundeo | Restaurante
muestreo) muestreo)
Hielo PO-10 Hielo PlE
1-A Ausencia 1-A 3 Ausencia
Hielo PO-10 F— Hielo )
1B Ausencia 1B PI-& Ausencia
H..’_,Iio Exlkil Auzenca H..’_,Iio SUB-28 Ausencia
Hielo CHI-10 f e Hielo )
2.8 Ausencia 2.8 suB-8 Ausencia

Cuadro N° 25. Resultados de Microorganismos mesofilos aerobios en muestras
de vasos vacios.

Total de Recuento Total de Recuento
muestras Cadige de Bacterias muestras Codige de Bacterias
[Primer Restaurante Mesofilas [Segundo | Restaurante Mesofilas
muestreo} Aerchias muestres} Aerohias
[UFC/HM00mL} [UFCH00mL}
Vaso PO-10 0 Vaso CHI-2 0
vacio vacio
1-A 1-4
Vaso FO-10 0 Vaso CHI-& 0
Vacio Vacio
1-B 1-B
Vaso Pl-10 0 Vaso SUB-& 0
Vacio Vacio
2-A 2-5
Vaso FP1-10 0 Vaso SUB-& 0
Vacio Vacio
2-B 2-B

Cuadro N° 26. Resultados de Microorganismos Coliformes Totales en muestras
de vasos vacios.

Total de Colifermes Total de Colifermes
muestras Cadigo de Totales muestras Cadigo de Totales
[Primer Restaurante [UFC/100mL} [Segundo Restaurante | [UFC/M00mL}
muestrec} muestrec}
Vaso Po-10 0 Vaso CHI-& 0
vacio vacio
1-A 1-4
Vaso Po-10 0 Vaso CHI-& 0
Vacio Vacio
18 18
Vaso Pl-10 0 Vaso SUB-2 0
Vacio Vacio
2-A 2-A
Vaso P1-10 0 Vaso SUB-& 0
Vacio Vacio

2B 28



ANEXO N° 12

Figura N° 20 Placas con Agar PlateCount con crecimiento de levaduras.



ANEXO N° 13

Figura N° 21 Placas con Agar Endo con crecimiento de Coliformes Totales.



ANEXO N° 14

Figura N° 22 Equipo utilizado para la determinaciéon de pH.



ANEXO N° 15

PREPARACION DE REACTIVOS (14, 33, 34, 36, 37, 38)



Caldo Esherichia coli (EC)

Se emplea para el estudio de procesos de fermentacion de la lactosa y en
especial para la investigacion de microorganismos Coliformes, especialmente E.
coli en aguas, leches y productos alimenticios. No contiene indicadores ni

inhibidores.

Formula (por litro)

Composicion (g/L):

LACTOSA. . .u o eeeei et 5,0

Peptona de Gelatina...............ccooevvvvviiiiicin e, 5,0
pH: 6,9+0,2

Extracto de Carne.......ccccoeeeeeeieeeeeiiiieeeeeeeeeiieees 3,0

Preparacién

Disolver 13 g en 1 L de agua destilada. Distribuir en tubos de ensayo con
campana de Durham y esterilizar a 121°C durante 15 minutos. Enfriar lo mas
rapidamente posible.

Modo de empleo

Utilizar el medio segun los fines de aplicacion previstos. Incubar a 37°C de 24 a
48 horas. La Farmacopea Europea 6.0 lo indica para preparar solucién madre
en el estudio de Enterobacterias. Habitualmente se incuba durante 2-5 horas a
35-37 °C y se resiembra una porcién en Caldo EE (Céd.: 413829). Incubar a
35+2°C durante 18-48 horas y subcultivar en VRBGL Agar (CAd.: 416255).

Agar PlateCount

Se emplea para el recuento microbiano en leches, carnes, productos
alimenticios en general, productos farmacéuticos, productos cosmeéticos y

cualquier tipo de muestra.

Formula (por litro)

Extracto de Levadura..............cccovveeiienennns 2,59



D(+)-GIUCOSA....ccie i e 1,09
Peptona de Caseina........cccoveeeeeeiiiiiieeneenn, 5,09

pH final:7,0 £0,2

Preparacién

Suspender 23,5 g en 1 L de agua destilada. Calentar y agitar hasta disolucion
total. Distribuir y esterilizar a 121°Cdurante 15 minutos

Modo de empleo

Procédase segun determinacion y tipo de muestra que se analice.
Agar Papa Dextrosa

El Agar Dextrosa y Papa es un medio utilizado para el cultivo de hongos y
levaduras a partir de muestras de alimentos, derivados de leche y productos

cosmeéticos.

Composicion (g/Litro)

Infusionde Papa ... 200.0
Dextrosa.......cooiiii 20.0
Agar Bacteriol0gico.........coovviiiiiiiii, 15.0
pH 5.6 + 0.2.

Preparacion

Método:Suspender 39 g del medio en un litro de agua purificada. Calentar con
agitacion suave hasta su completa disolucion y hervir durante un minuto.
Esterilizar en autoclave a 121°C (15 libras de presion) durante 15 minutos.

Enfriar a una temperatura entre 45-50 °C y vaciar en placas de Petri estériles.
Agua Peptonada Estéril

Medio usado como diluyente y para enriguecimiento bacteriano a partir de
alimentos y otros materiales de interés sanitario.

Fundamento



Medio de enriquecimiento no selectivo, recomendado para ser utilizado en lugar
de solucion fisiolégica para recuperar células de enterobacterias dafiadas por
procesos fisicoquimicos, a los que ha sido sometido el alimento. Si es utilizado
como medio base para la fermentacion de hidratos de carbono, se debe

adicionar el indicador de Andrade y el hidrato de carbono en cuestion.

Formula (en gramos por litro)

Peptona de carne...................... 10.0

Cloruro de sodio..........ccccevuuvrrnnnee. 5.0

Preparacién

Suspender 15 g de polvo en 1 litro de agua destilada. Mezclar bien y distribuir.
Esterilizar en autoclave a 121°C durante 15 minutos.

pH final: 7.2 £ 0.2

Siembra

Por inoculacion directa del material en estudio.

Como diluyente: realizar las diluciones 1:10 y 1:100, dependiendo del uso que

se le quiera dar.

Incubacion

Aerobica, a 35-37 °C durante 18-24 horas.
Caracteristicas del medio:

Medio preparado: ambar claro.
Almacenamiento:

Medio deshidratado: a 10-35 °C.

Medio preparado: a 2-8 °C.

Agar EMB

Este medio (también denominado E.A.M.) es utilizado para el aislamiento

selectivo de bacilos Gram negativos de rapido desarrollo y escasas exigencias



nutricionales. Permite el desarrollo de todas las especies de la familia
Enterobacteriaceae.

Fundamento

Este medio combina las formulas de Holt-Harris y Teague con la de Levine,
para obtener un mejor rendimiento en el aislamiento selectivo de
enterobacterias y otras especies de bacilos Gram negativos. La diferenciacion
entre organismos capaces de utilizar la lactosa y/o sacarosa, y aquellos que son
incapaces de hacerlo, esta dada por los indicadores eosina y azul de metileno;
éstos ejercen un efecto inhibitorio sobre muchas bacterias Gram positivas.
Muchas cepas de Escherichiacoli y Citrobacterspp. presentan un caracteristico
brillo metalico. Las cepas que utilizan la lactosa poseen centro oscuro con
periferia azulada o rosada, mientras que las que no lo hacen son incoloras. Este
medio permite el crecimiento de Candidaspp. como colonias rosadas y
puntiformes; la siembra en profundidad permite el desarrollo de clamidosporas
en C. albicans. Enterococcusspp. crece en este medio como colonias
puntiformes y transparentes, mientras que Acinetobacterspp. y otras bacterias
oxidativas pueden dar colonias de color azul lavanda; esto puede ocurrir
aunque las cepas no sean capaces de acidificar a partir de lactosa al 0.5% y
ello se debe a la incorporacién de azul de metileno a sus membranas. En este
medio se obtiene ademas, un buen desarrollo de especies de Salmonella y

Shigella.

Formula (en gramos por litro)

Peptona...................... 10.0
Lactosa.........ccovvvvnennnn. 5.0
Sacarosa.................... 5.0

Fosfato dipotasico .................. 2.0
Agar......cooeiiiiiiii 13.5
Eosina.........c.ooiiiiii 0.4



pH final: 7.2 £ 0.2

Instrucciones:

Suspender 36 g del polvo en un litro de agua destilada. Reposar 5 minutos;
mezclar, calentando a ebullicion durante 1 o 2 minutos hasta su disolucion.
Esterilizar en autoclave a no mas de 121°C durante 15 minutos. Enfriar a 45°C

y distribuir agitando suavemente.

Caldo Verde Bilis Brillante (BVB)

Medio utilizado para el aislamiento e identificacion de coliformes y es un
indicador del grado de contaminacion de la muestra.

Coliformes: Los coliformes se definen como bacterias de morfologia bacilar o
cocobacilar, Gram negativos aerobios o anaerobios facultativos, oxidasa
negativo, no formadores de esporas, fermentadores de lactosa, con produccion
de gas y acido a 37°C.

Utilizacion:

El caldo bilis y verde brillante se utiliza como test de presuncién para la
investigacién de coliformes en la leche y otros alimentos.

Este medio inhibe el crecimiento de las bacterias Gram + facilitando el
crecimiento de coliformes. La aparicibn de gas en el medio antes de 48H
indicara la fermentacion de la lactosa y significara la presencia de coliformes. La

presencia de gas se comprueba con la campana de Durham.

Composicién

Peptona ... 10 g
Lactosa .ooiiii e 109
Bilisdebuey..............oo 209
Verde brillante...........ccooviiiiinns. 0,0133 g
Agua destilada...............coo 1 litro

Autoclave 15 minutos a 121 ° C. PH final, 7.2 £ 0.1.



Preparacion:

Disolver peptona y lactosa en 500 ml de agua destilada. Afiadir 20 g de bilis de
buey deshidratada disuelto en 200 ml de agua destilada. El pH de esta solucién
debe ser 7,0-7,5. Mezclar y afladir agua hasta completar 975 ml. Ajustar el pH a
7,4. Anadir 13,3 ml de 0,1% de verde brillante acuosa en agua destilada. Anadir
agua destilada hasta 1 litro.

Dispensar en tubos de fermentacion, asegurandose de que el nivel del liquido

cubre viales invertidos.

Agar Endo

El agar Endo es un medio de cultivo diferencial y ligeramente selectivo utilizado
para la deteccion de coliformes y otros microorganismos entéricos.

Fundamento

La selectividad del agar Endo se debe a la combinacion de sulfito de sodio y
fucsina basica que inhibe ligeramente el crecimiento de los microorganismos
gram positivos.

Colonias tipicas

Los coliformes fermentadores de lactosa producen colonias rosadas a rojas,
mientras que las colonias de los microorganismos que no pueden fermentar
este carbohidrato son incoloras o rosado palido. Las colonias tipicas de E. coli
en el Agar Endo son rosadas con un brillo verde metélico caracteristico, debido
a la elevada produccion de acidos y aldehidos como producto de la

fermentacion de la lactosa.

Composicién

Extracto de levadura.................cooiiiiiii 12g
Casitona otripticasa...........cccoiviiiiiiiicii 3,79
Thiopeptone o thiotone................c.cooiiiiiiiiinn 3,79

THPLOSA. .. 7,59



Lactosa. ..o 94¢g

Hidrogeno fosfato dipotasico, K2 HPO 4............... 3,39
El potasio dihidrégeno fosfato, KH2 PO 4............. 1,09
Clorurode sodio, NaCl.........cccoviiiiiiiiiiiiian. 3,79
Desoxicolato de SOdio.......c.cviiieiiiiiiiiii e, 01lg
Lauril sulfato de sodio........ccvvviiiiiiiiiie e, 0,05¢
Sulfitode sodio, Na2SO 3. 1649
Fucsinabasica............c.oooiiiiii i, 0,8¢g
AGaAC. e 15009
Agua de grado reactivo...........ccoviiiiiiiiiie 1L

Preparacion:

Rehidrate producto en 1 litro de agua que contiene 20 ml de etanol al 95%. No
use etanol desnaturalizado, que reduce el crecimiento del fondo y coliformes
tamafio de la colonia. Llevar a ebullicion cerca de disolver el agar, a
continuacion, retire inmediatamente del fuego y enfriar a 45 a 50 ° C. No
esterilizar por autoclave. PH final 7,2 + 0,2. Prescindir de 5 - a 7 - cantidades
mL en la seccién inferior de 60 mm placas de Petri estériles. Si se utilizan platos
de cualquier otro tamafo, ajustar la cantidad para dar una profundidad
equivalente de 4-5 mm. No exponga placas vertidas a la luz solar directa y
refrigera en los oscuros preferiblemente en bolsas de plastico selladas para
reducir la pérdida de humedad. Descartar medio sin usar después de 2
semanas 0 mas pronto si hay evidencia de la pérdida de humedad,

contaminacion o el deterioro del medio (oscurecimiento del medio).

Agar Cetrimida

Uso
Medio utilizado para el aislamiento selectivo de Pseudomonasaeruginosa y de
otras especies del género

Fundamento



Su formulacién permite el crecimiento selectivo de Pseudomonasaeruginosa y
estimula la formacién de pigmentos. Es éste un medio muy semejante al King A,
en el cual la peptona de gelatina aporta los nutrientes para el desarrollo
microbiano. el cloruro de magnesio y el sulfato de potasio promueven la
formacién de piocianina, pioverdina, piomelanina y fluoresceina de P.
aeruginosa. La cetrimida es un detergente catiénico que actia como agente
inhibidor, libera el nitrégeno y el fosforo de las células de casi toda la flora
acompafante, aunque inhibe también algunas especies de Pseudomonas. El

agar es el agente solidificante.

Formula (en gramos por litro)

Peptona de gelatina.............ccoooviiviiiiiiiiiicccceeee e 20.0
Cloruro de MagneSIO........cveuuieeiieeieeee e e 14
Sulfato de POtASIO.........eurriiiiiiiiiiiiiiieeee e 10.0
(O 1] 41T b F PR 0.3
AT 13.6

pH final: 7.2 £ 0.2

Preparacién

Suspender 45,3 g del polvo en 1 litro de agua purificada. Agregar 10 ml de
glicerina. Dejar reposar 5 minutos. Calentar agitando frecuentemente y hervir
durante 1 minuto para disolucion total.

Distribuir en tubos u otros recipientes apropiados y esterilizar en autoclave a
121 °C durante 15 minutos.

Almacenamiento
Medio de cultivo deshidratado a 10-35 °C.

Medio de cultivo preparado a 2-8 °C.



Interpretacion de los resultados

Observar el crecimiento microbiano, las caracteristicas de las colonias y la
produccion de pigmentos.

La presencia de un color verde-azulado corresponde a produccion de
piocianina, mientras que un color verde corresponde a la produccion de
pioverdina y un color rosa claro, rojizo o marron oscuro corresponde a la
produccion de piorrubina.

Examinar las placas bajo luz ultravioneta, ya que la produccion de fluoresceina
se observa de color amarillo verdoso brillante que difunde en el agar a partir del

crecimiento microbiano.
Caldo Casoy

Medio de cultivo universal, exento de sustancias inhibidoras y de indicadores,
concebidas para su utilizacién en un amplio espectro de aplicaciones. Por su
rica y abundante base nutritiva, este medio de cultivo es adecuado para el

cultivo de microorganismos exigentes.

Formula (gramos por Litro)

Peptonade caseina.............cccoevvieviniinnnnn. 17.0
Peptona de harinade soja.................ocoeeene. 3.0
D (+) GluCcoSa......ovviiiiiiiiie 2.5
Cloruro sOdiCO......cvviiiiiiiiii e, 5.0
Hidrogenofosfatodipotasico........................ 2.5

Preparacion
Disolver 30 g/Litro y esterilizar en autoclave (15min. A 121 °C) pH: 7.3+ 0.1



Hidréxido de Sodio, Normal (1N)
NaOH, 40,00

40,00 g en 1000 mL

Disolver 162 g de hidroxido de sodio en 150 mL de agua libre de dioxido de
carbono, enfriar la solucion a temperatura ambiente y filtrar a través de papel de
filtro endurecido. Transferir 54,5 mL del filtrado transparente a un recipiente de
poliolefina hermético y diluir con agua libre de diéxido de carbono a 1000 mL.
Pesar con exactitud aproximadamente 5 g de biftalato de potasio,previamente
triturados y secados a 120° durante 2 horas, y disolver en 75 mL de agua libre
de diéxido de carbono. Agregar 2 gotas de

fenolftaleina SR y valorar con la solucion de hidroxido de sodio hasta obtener
un color rosa permanente. Cada 204,2 mL de biftalato de potasio equivalen a 1
mL de hidréxido de sodio 1N.

N = g KHOH, O,
0120423 = ml. WaOH Selucion

NOTAS—(1) Las soluciones de hidroxidos alcalinos absorben dioxido de
carbono cuando se exponen al aire. Deben conservarse en frascos con tapones
adecuados bien ajustados con un tubo relleno de una mezcla de hidréxido de
sodio y cal (tubos de cal sodada) que absorbe el didxido de carbono, para que
el aire que ingrese en el recipiente pase a través de este tubo. (2) Preparar las
soluciones de menor concentracion (por ejemplo, 0,1N; 0,01N) diluyendo
cuantitativamente volimenes medidos con exactitud de la solucion 1N con
suficiente agua exenta de dioxido de carbono para obtener la concentracion

deseada.Volver a normalizar la solucién con frecuencia.



Fenolftaleina 1%

Pesar 10 g de fenolftaleina y adicionar en un litro de alcohol isopropilico.
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Presente .

Reciba un cordial saludo, esperando que tenga éxitos durante sus labores diarias.

El motivo de la presente es para presentar a usted los resultados de los analisis
microbiolégicos y fisicoquimicos realizados a 28 muestras entre bebidas carbonatadas,
hielo y vasos vacios, comercializados en restaurantes de comida réapida ubicados en
los dos Food Court de Metrocentro de San Salvador, ya que fue el objetivo de nuestro
trabajo de graduacién el cual lleva el titulo de “DETERMINACION MICROBIOLOGICA,
pH, ACIDEZ Y GRADOS BRIX EN BEBIDAS CARBONATADAS DE MAQUINAS
DISPENSADORAS EN LOS FOOD COURT DE METROCENTRO, SAN SALVADOR”
y para dar cumplimiento a uno de nuestros objetivos especificos que era el de dar a
conocer a las autoridades del Ministerio de Salud (MINSAL), los resultados obtenidos
en los analisis microbiolégicos y fisicoquimicos de las muestras realizadas con la
finalidad de que ustedes los conozcan y puedan tomar las consideraciones necesarias.
Los resultados obtenidos de las bebidas carbonatadas se compararon con la Norma
Técnica Obligatoria denominada NTON 03 030-00 Norma Técnica Obligatoria
Nicaragiiense de Bebidas Carbonatadas, y las muestras de hielo se analizaron segun
la Norma Salvadorefia Obligatoria NSO 13.07.04.00 “Hielo Especificaciones y Buenas
Practicas de Fabricacion”.

Consideramos que los resultados obtenidos son de mucha importancia, para que
puedan vigilar la inocuidad de las bebidas carbonatadas y hielo en los restaurantes de
comida rapida ubicados en estos establecimientos de Metrocentro.

Agradeciendo de antemano su atencion.

Atentamente
F_Incnde R_le, 3 /M )
Lic. Maria Elsa-Romero de Zelaya MSc. Cecili4 Haydee Gallardo de Velasquez

Docentes Directoras

F B F @
Sara Nohemy Carbajal Torres Vanessa Lissette Blanco Mejia

Analistas Egresadas de la Facultad de Quimica y Farmacia




RESUMEN

Nuestro trabajo de graduacion trata sobre Ila “DETERMINACION
MICROBIOLOGICA, pH, ACIDEZ Y GRADOS BRIX EN BEBIDAS
CARBONATADAS DE MAQUINAS DISPENSADORAS EN LOS FOOD
COURT DE METROCENTRO, SAN SALVADOR” ya que es importante
conocer si la poblacién que visita estos restaurantes estd poniendo en riesgo su
salud, al consumir bebidas carbonatadas que no presentan la calidad necesaria
para su consumo. Es importante conocer si estos restaurantes de comida
rapida estan cumpliendo realmente con las normas de calidad y los limites
microbiologicos que especifica la Norma Técnica Obligatoria denominada
NTON 03 030-00 Norma Técnica Obligatoria Nicaragliiense de Bebidas
Carbonatadas, y en el caso de las muestras de hielo los resultados se
compararon segun la Norma Salvadorefia Obligatoria NSO 13.07.04.00 “Hielo
Especificaciones y Buenas Practicas de Fabricacién”. Si las bebidas
carbonatadas de maquinas dispensadoras estan fuera de los limites permitidos,
pueden ocasionar algun tipo de enfermedad a la poblacién, asi también si a las
maquinas dispensadoras no se les da un adecuado mantenimiento de limpieza
y desinfeccion pueden albergar microorganismos y causar la contaminacion de
las bebidas y por lo tanto pueden ocasionar enfermedades a las personas que

las consumen.

Por medio de una lista de chequeo se verificaron algunas de las condiciones
sanitarias y ambientales en que se encuentran las maquinas dispensadoras de
bebidas carbonatadas de los restaurantes de comida rapida muestreados, a la
vez se logro verificar algunas de las normas de higiene del personal
manipulador y se observo que no en todos los restaurantes se cumplen en su
totalidad, por ejemplo el uso de gorro al momento de dispensar la bebida,
también que la misma persona que la dispensa es la cajera por lo que esta en

contacto con el dinero. Se realizaron dos muestreos en diferentes periodos de



tiempo, donde hay méas afluencia o demanda por parte de la poblacion que
visita estos lugares, y se tomaron un total de 20 muestras de bebidas
carbonatadas (10 de sabor Coca Cola y 10 Pepsi Cola), dispensadas en cinco
restaurantes de comida rapida ubicados en los Food Court de Metrocentro de
San Salvador, también se tomaron 4 muestras de hielo y 4 muestras de vasos
vacios. Los restaurantes seleccionados fueron los que se encuentran tanto en
la Octava como décima etapa de Metrocentro. A las bebidas carbonatadas se le
realizaron analisis fisicoquimicos por duplicado: Determinacién de pH, Acidez y
Grados Brix, y también se realizaron analisis microbiolégicos por duplicado:
Recuento de mesodfilos aerobios, coliformes y hongos. A las muestras de hielo
se le realizaron analisis microbiolégicos por duplicado: Recuento de mesoéfilos
aerobios, coliformes totales, coliformes fecales, E. coli,
Pseudomonaaureginosa. Los analisis se realizaron en el laboratorio de
microbiologia de alimentos del Centro de Investigacién y Desarrollo en Salud
(CENSALUD) y en el Laboratorio de Bioquimica y Contaminacién Ambiental
ambos de la Facultad de Quimica y Farmacia en la Universidad de El Salvador,
en el periodo comprendido de Mayo a Junio del presente afio.

Se utilizaron las siguientes normas:

Por no existir una Normativa en nuestro pais de Bebidas Carbonatadas se
utilizara como referencia la Norma Técnica Obligatoria denominada NTON
03 030-00 Norma Técnica Obligatoria Nicaragiiense de Bebidas
Carbonatadas, la cual fue aprobada el 11 de Julio de 2000 por la Comision
Nacional de Normalizacién Técnica y Calidad en la Ciudad de Managua,
Nicaragua, y publicada en la Gaceta N° 177, el 19 de Septiembre del 2001.

Requisitos fisicoquimicos de las aguas gaseosas con sabor.

CARACTERISTICAS MINIMO MAXIMO
Grado Brix (porcentaje de sélidos solubles como 8.0 15.0
sacarosa.
Acidez expresada en gramos de 4cido citrico 0.003 05

anhidrido por cada 100 cm® de muestra.

pH 2.4 45




Requisitos Microbioldgicos. (Segun la Norma Técnica Obligatoria denominada
NTON 03 030-00 Norma Técnica Obligatoria Nicaragiense de Bebidas

Carbonatadas).

Punto de Muestreo Microorganismos Recuento Maximo Permitido
. . Recuento total de bacterias
Bebida terminada (UFC/ml) 50
Bebida terminada Mohos (UFC/ml) 5
Bebida terminada Coliformes (UFC/100ml) 2

NORMA SALVADORENA OBLIGATORIA (NSO 13.07.04.00) HIELO.
ESPECIFICACIONES Y BUENAS PRACTICAS DE FABRICACION.

Valores Maximos Admisibles para Calidad Microbioldgica del Hielo

Limite Maximo Permisible
Parametro i _ Técnicas
Filtracion por Tubos mdltiples Placa Vertida
Membrana
Bacterias < 1,1 NMP/ 100
Coliformes 0 UFC/100 mL mL -
Totales
Bacterias
Coliformes 0 UFC/ 100 mL Negativo _
Fecales
E. coli OUFC/100 mL Negativo
Conteo de
bacterias
heterotrqfas y 100 UEC/mL 100 UFC/ 100
aerobias E— mL
mesobfilas
Organismos AUSENCIA
Patdgenos

Y los resultados de las muestras de bebidas carbonatadas, hielo y vasos

vacios, se presentan en los siguientes cuadros resumen:



RESUMEN DE RESULTADOS DE BEBIDAS CARBONATADAS
PRIMER MUESTREO

Recuento .
Numerol = Tiotal de Coliformes | Coliformes Aii(iedzo(g Grados
Restaurante de Bacterias | Mohos Totales Fecales Citrico/ pH Brix
Muestra | Mesofilas 100 mL)
Aerobias
Recuento 5 2 2
Maximo | SOUFC/ GyeemL | urcioo | UFcii00
. mL
Permitido mL mL
Rango 2.4- 8.0-
Fisicoquimico DBBERE | 15.0
TA-10 1 0.11 2.95 10
PO-10 2 6 0.05 3.12 10
SUB-10 3 --- --- --- --- 0.12 3.10 11
CHI-10 4 --- --- --- --- 0.07 3.22 11
PO- 8 5 0.08 3.06 10
SUB-8 6 0.07 3.08 10
PI-10 7 0.06 2.96 11
PI- 8 8 0.08 3.05 10
SUB- 8 9 12 0.07 3.16 10
TA-10 10 0.07 3.04 10

RESUMEN DE RESULTADOS DE BEBIDAS CARBONATADAS
SEGUNDO MUESTREO

Recuento .
Namero | Total de Coliformes | Coliformes A?Al(tj:(iedzo(g Grados
Restaurante de Bacterias | Mohos T b pH -
. otales Fecales Citrico/ Brix
Muestra | Mesofilas 100 mL)
Aerobias
Recuento 5 2 2
Maximo | SOUFC/ yeemL | urcroo | UFcii00
- mL
Permitido mL mL
Rango 2.4- 8.0-
Fisicoquimico CHELE- 0 45 15.0
PO- 8 1 --- 0.07 3.11 10
CHI- 8 2 --- 0.09 3.06 11
Pl- 8 3 --- 0.08 3.12 11
SUB-8 4 24 0.09 3.03 11
SUB-10 5 --- 0.11 3.08 11
PO- 10 6 --- --- 74 --- 0.07 3.22 11
PI- 10 7 --- 0.08 2.91 11
TA- 8 8 0.08 2.98 10
TA- 10 9 0.07 2.96 10
SUB-10 10 --- 0.09 2.96 10

(---): Resultado negativo.




RESUMEN DE RESULTADOS DE HIELO
PRIMER MUESTREO

Recuento
Restaurante Nu(rjneero I_;ar:é?;r(ijaes Coliformes Coliformes Escherichia Pseudomona
) Totales Fecales coli aureginosa
Muestra | Mesofilas
Aerobias
Limite Microbiol6gico 100 UFC/ | 0 UFC/100 | 0 UFC/100 0 UFC/100 Ausencia
NSO 13.07.04.00 (Hielo) mL mL Mmi mL
PO- 10 1 4 Ausencia
CHI- 10 2 2 Ausencia
RESUMEN DE RESULTADOS DE HIELO
SEGUNDO MUESTREO
" Recuento
umero Total de . : . Pseudomon
Restaurante de Bacterias Cglcl:‘tc;rlzses nggg Ses Escf;irllichla a
Muestra | Mesofilas aureginosa
Aerobias
Limite Microbiol6gico 100 UFC/ | 0 UFC/100 | 0 UFC/100 0 UFC/100 Ausencia
NSO 13.07.04.00 (Hielo) mL mL mL mL
PI- 8 1 11 11 24 Ausencia
SUB- 8 2 Ausencia

(---): Resultado negativo.

RESUMEN DE RESULTADOS DE VASOS VACIOS
PRIMER MUESTREO

Recuento
s | SO EE ;;éfgr(ijae < | Coliformes | Coliformes
Muestra Mesofi Totales Fecales
esofilas
Aerobias
PO- 10 1
PI-10 2 --- -

RESUMEN DE RESULTADOS DE VASOS VACIOS
SEGUNDO MUESTREO

Recuento
Namero de | Jot@l Qe Coliformes Coliformes
Restaurante Bacterias
Muestra . Totales Fecales
Mesofilas
Aerobias
CHI- 8 1
SUB- 8 2

(---): Resultado negativo.



Se concluye que los resultados demuestran que siete de las 20 muestras
recolectadas de bebidas carbonatadas, no estan cumpliendo con la inocuidad
requerida por la Norma Técnica Obligatoria denominada NTON 03 030-00
Norma Técnica Obligatoria Nicaragiense de Bebidas Carbonatadas, al igual
que tres de cuatro muestras recolectadas de hielo, en donde una de ellas dio
positivo la presencia de Escherichia coli, lo que puede indicar que el personal
no estad tomando las medidas higiénicas necesarias al momento de manipular
estas bebidas, o que el agua que se utiliza para la elaboracion del hielo que se
dispensa de las maquinas de bebidas carbonatadas presenta contaminacién de
origen fecal. Se tomaron muestras de vasos vacios con el objetivo de descartar
gue estos fueran la contaminacion de este tipo de bebidas. Del total de las 20
muestras de bebidas carbonatadas, 4 muestras (20%) resultaron NO
CONFORMES debido a la presencia de microorganismos coliformes y el 80%
resultaron CONFORMES para microorganismos mesofilos aerobios, mohos y
coliformes fecales. Del total de las 4 muestras de hielo, tres muestras (75%)
resultaron NO CONFORMES por la presencia de microorganismos coliformes
totales, el 25% resultd contaminado por la presencia de microorganismos
coliformes fecales y Escherichia coli y el 100% result6 CONFORME para
microorganismos mesofilos aerobios y Pseudomona aureginosa. De las 4
muestras tomadas de los vasos vacios el 100% de ellas resultaron
CONFORMES, descartando que estos podrian ser la fuente de contaminacion.

Cabe recalcar que dentro de las muestras NO CONFORMES Unicamente no
cumplen los limites microbiol6gicos ya que en el caso de los parametros

fisicoquimicos si se encuentran dentro del rango permitido.

Por lo anterior se recomienda monitorear periddicamente los restaurantes
ubicados en los dos Food Court para que cumplan las buenas practicas de
higiene por parte del personal manipulador y la higiene con respecto a la
limpieza y desinfeccion de las maquinas dispensadoras, deben realizarse

analisis microbiol6gicos periddicos a las bebidas y agua utilizada para hielo, con



el objetivo de que los restaurantes mantengan y mejoren sus estandares de

calidad segun exigen las normas establecidas.



