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RESUMEN

Los coliformes totales y fecales son organismos indicadores por estar estrechamente relacionados
a la inocuidad en la produccion de alimentos y bebidas; su presencia indica el probable contacto
con materia fecal, con el entorno ambiental, deficiencia en el tratamiento térmico. Escherichia
coli es una bacteria indicadora de contaminacion fecal ya que suele habitar en el tracto intestinal
del hombre y de los animales de sangre caliente. Los refrescos elaborados artesanalmente a base
de maiz morado y cebada son frecuentemente consumidos y pueden contaminarse durante su
preparacién o en su expendio; por lo que la presente investigacidn tuvo por objetivo evaluar el
cumplimiento del analisis microbioldgico de coliformes totales, coliformes fecales y E. coli en

los refrescos expendidos en el interior del mercado Arenales de la ciudad de Ica.

Se analiz6 un total de 85 muestras siendo 43 de cebada y 42 de chicha morada perteneciente a los
17 puestos del mercado, obtenidos entre los meses de junio a agosto del 2022. Para la
determinacién de coliformes totales, fecales y E. coli se utilizd el método del nimero més
probable (NMP) y para la evaluacion de los resultados se utilizo la NTS N° 071-
MINSA/DIGESA-01 y la Norma Oficial Mexicana NOM-112-SSA1-1994; obteniéndose que los
refrescos de cebada y chicha morada evaluadas superan los limites maximos permisibles (LMP)
en un 93 % y 86 % de coliformes totales, en el caso de coliformes fecales el 84 %y 71 % superan
los LMP, mientras que el 63 % y 52 % de muestras evaluadas superan el LMP para E. coli
respectivamente. Concluyéndose que la mayoria de los refrescos que se expenden en el interior
del mercado Arenales no cumplen con los limites de aceptabilidad establecidas por la norma

sanitaria.

Palabras clave: refrescos, coliformes totales, coliformes fecales, Escherichia coli, NMP
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ABSTRACT

Total and fecal coliforms are indicator organisms because they are closely related to the safety of
food and beverage production; Its presence indicates probable contact with fecal matter, with the
environmental environment, deficiency in thermal treatment. Escherichia coli is an indicator
bacteria of fecal contamination since it usually lives in the intestinal tract of man and warm-
blooded animals. Soft drinks made by hand from purple corn and barley are frequently consumed
and can become contaminated during their preparation or sale; therefore, the objective of this
research was to evaluate compliance with the microbiological analysis of total coliforms, fecal

coliforms and E. coli in soft drinks sold inside the Arenales market in the city of Ica.

A total of 85 samples were analyzed, 43 of barley and 42 of chicha morada belonging to the 17
market stalls, obtained between the months of June to August 2022. To determine total, fecal
coliforms and E. coli, the most probable number method (NMP) and NTS N° 071-
MINSA/DIGESA-01 and the Official Mexican Standard NOM-112-SSA1-1994 were used to
evaluate the results; it was obtained that the barley and chicha morada soft drinks evaluated
exceed the maximum permissible limits (LMP) by 93% and 86% of total coliforms, in the case of
fecal coliforms, 84% and 71% exceed the LMP, while 63% and 52% of samples evaluated exceed
the LMP for E. coli respectively. Concluding that the majority of soft drinks sold inside the

Arenales market do not comply with the acceptability limits established by the health standard.

Keywords: soft drinks, total coliforms, fecal coliforms, Escherichia coli
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I. INTRODUCCION

Los coliformes son considerados “organismos indicadores” por estar estrechamente relacionados
a la insalubridad en la produccién de alimentos y bebida, éstos se definen como bacilos Gram
negativos, no esporulados, con la capacidad de producir gas y fermentar la lactosa, ademas de
poder desarrollarse en medios con sales biliares a 35 °C — 37 °C transcurrido un tiempo de 24 a
48 horas. A este grupo pertenecen cuatro géneros: Escherichia, Klebsiella, Enterobacter y
Citrobacter, encontrandose en el suelo, agua, semillas, materias de putrefaccion, salvo el género
Escherichia que son microorganismos que se encuentran en el tracto intestinal del hombre y

animales de sangre caliente (1,2,3).

Los coliformes fecales incluyen un grupo mas reducido de coliformes, éstos son considerados
termotolerantes por la capacidad de resistir y desarrollarse a temperaturas elevadas en un rango
de 44,5 6 45 °C. Este grupo esta considerado como un indicador de contaminacién fecal ya sea
de origen animal o humano, siendo E. coli la especie mas representativa (90 %) y en menor
proporcion ciertas bacterias de los géneros Citrobacter y Enterobacter (4,5). Su presencia indica
el probable contacto con materia fecal, con el entorno ambiental y si se logra encontrar después
de un tratamiento térmico es debido a una coccion insuficiente o una contaminacion secundaria

después de la preparacion del alimento (6,7).

Escherichia coli es un indicador de contaminacion fecal en los alimentos, posee una forma bacilar
Gram negativa, anaerobio facultativo, movilidad con flagelos peritricos. Es una bacteria que
habita en el tracto intestinal del hombre y de los animales de sangre caliente, pero también se
puede encontrar en el entorno natural como el agua y el suelo. Debido a que se han encontrado
distintos mecanismos patégenos, se han clasificado en los siguientes grupos o virotipos: E. coli
enteropatogena (ECE), E. coli enterotoxigénica (ECET), E. coli enteroinvasiva (ECEI), E.coli
enterohemorrégica (EHEC) , E. coli enteroagregante (ECEA) y E. coli enteroadherente difusa
(ECEDA). La mayoria de E. coli no suelen ser patdgenas, pero algunas cepas pueden causar
intoxicacion (especialmente E. coli O157:H7). La enfermedad causada por ésta va desde una
diarrea leve hasta una colitis hemorragica con dolor abdominal y diarreas sanguinolentas lo cual

lo hace peligrosa para la persona que lo porte (8,9,10).

Los refrescos son frecuentemente consumidos por ser saludables, de obtencion rapida y de costo
econdmico. Estos son producidos previa manipulacion directa o con la ayuda de herramientas
manuales o medios mecénicos, siempre con la contribucion directa de la persona utilizando
materia prima procedentes de la naturaleza (11). Entre los refrescos que mayormente se expenden

en el mercado Arenales son lo que estan preparados a base de maiz morado y cebada; estos



productos son de facil preparacion, pero al contaminarse constituyen una fuente de riesgo para la

salud del consumidor (12).

El conocimiento de la calidad de los refrescos no solo hace referencia a las cualidades percibidas
en el producto final, sino también las higiénicas al momento de su elaboracién. En general es una
practica com(n encontrar los tachos de basura cerca de los lugares donde preparan y/o expenden
las bebidas, adicionalmente la falta recurrente de agua potable y las deficientes condiciones
higiénico-sanitarias dentro del mercado, son los principales indicios que comprometen la calidad
del refresco (13).

Los alimentos, incluyendo los refrescos, estan expuestos a factores que causan e incrementan su
deterioro, por ello se busca prevenir y controlar los microorganismos presentes en los alimentos
a nivel internacional con criterios microbiolégicos (CM), que reflejen el conocimiento y la
experiencia de las buenas practicas de higiene (BPH) y asi contribuir a la mejora de la calidad de
los alimentos, de esta manera se disminuira el impacto de las enfermedades transmitidas por
alimentos (ETAS) en la salud humana (14,15,16).

Los criterios microbiologicos hacen referencia a la aceptabilidad del producto, esto se tomara en
cuenta segun la cantidad de microorganismos que se determine. Estos pardmetros permiten
garantizar la seguridad sanitaria de los alimentos y bebidas para el consumo humano. Los
principales microorganismos presentes en los refrescos son las bacterias aerobias mesofilas, los

coliformes, Staphylococcus aureus, E. coli y Salmonella sp. (17).

Se ha reportado la presencia frecuente de coliformes totales y fecales, ademas de la presencia E.
coli y Salmonella sp. en establecimientos de Costa Rica y Guatemala evidenciando una mala
calidad microbiolégica en los refrescos analizados (18,19). Asimismo, en el Perl se ha
documentado la presencia de coliformes totales, E. coli, Enterobacter sp., Citrobacter y aerobios
mesofilos, en los refrescos de cebada y chicha morada que se comercializan en Lima, Arequipa e
lquitos (11,20,21,22). En Ica, s6lo se ha documentado la carga bacteriana en los jugos de naranja,

mas no se han publicado estudios relacionados con la calidad microbioldgica de los refrescos (23).

La venta de refrescos al tener mayor demanda hace que las personas que la consuman
desconozcan de la preparacion y/o manipulacion. Por ello, se plante6 esta investigacion ya que
los refrescos se ven expuestos a contaminacion ya sea de origen directo o indirecto; ésto puede
ser causado por la manipulacion del vendedor o en la preparacion de los mismos. Al ser un
alimento de consumo masivo se requiere de varios litros de agua; ademas el clima calido, conlleva
al uso de bloques de hielo que finalmente son colocados en los grandes baldes de preparacion
como producto final. Por otro lado; el mercado, es un lugar inadecuado de expendio ya que
muchas veces existe la presencia de insectos que propicia la contaminacion y propagacion de

microorganismos en las bebidas (24).

10



El trabajo de investigacion tuvo como objetivo general evaluar el cumplimiento del anélisis
microbioldgico de coliformes totales, coliformes fecales y E. coli en los refrescos expendidos en
el interior del mercado Arenales de Ica. Asimismo, tuvo como objetivos especificos: determinar
mediante el método del nimero méas probable (NMP) los coliformes totales, coliformes fecales y
E. coli en los refrescos de cebada y chicha morada expendidos en el interior del mercado Arenales,
comparar los resultados obtenidos con la NTS N°071-MINSA/DIGESA y la Norma Oficial
Mexicana NOM-112-SSA1-1994.
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2.1. Toma

Il. ESTRATEGIA METODOLOGICA

de muestras

Se analizaron 85 muestras constituido por 2 tipos de refrescos: 43 muestras de cebada, 42

de chicha morada; pertenecientes a los 17 puestos del mercado Arenales, de los cuales se

obtuvieron 5 muestras por cada puesto. La frecuencia del muestreo fue cada dos semanas

durante los meses de junio a agosto del 2022. Las muestras fueron obtenidas en su envase

original, botella de plastico de 500 mL, fueron rotuladas en el mismo puesto de venta y

Ilevadas al laboratorio del Centro de Investigacion, Capacitacion y Asesoria (CICA) para

su procesamiento. (Anexo, Fig. 3,8)

2.2.Preparacion de la muestra e inoculacion (Anexo, Fig. 2)

Para la ejecucion de la investigacion se utiliz el Manual de Andlisis Microbiol6gicos de
Alimentos - DIGESA (2001). Se transfirié 10 mL de refresco a un frasco contiendo 90 mL

de agua peptonada (APA) para la obtencién de la dilucién 10, luego de homogeneizar se

transfirié 1 mL a un tubo con 9 mL de APA, obteniendo la dilucién 102, prosiguiendo de

igual forma para la dilucién 10 (25).

2.2.1. Determinacion de coliformes totales

I.Fase presuntiva:
Se transfiridé 1 mL de cada dilucién a series de 3 tubos conteniendo cada uno 10 mL
de caldo lauril sulfato triptosa (LST) con campana de Durham, los cuales fueron
codificados de acuerdo al nimero de la muestra y la dilucion que contenia (25,26).
Se incubaron a 37 °C durante 24 horas y se observo la presencia de gas y turbidez
en el medio lo cual indic6 resultado positivo y los tubos presuntos negativos se
incubaron y se examinaron de nuevo a las 48 horas.

Pasado dicho tiempo se anotaron los tubos positivos y se procedi6 a realizar la fase

confirmativa para coliformes totales (Anexo, Fig. 4).

. Fase confirmativa:

De los tubos positivos en la etapa presuntiva se transfirié dos asadas a tubos que
contenian 10 mL de caldo bilis verde brillante (BRILA) al 2 % con campana de
Durham, los cuales fueron rotulados de acuerdo al cddigo de los tubos de la fase
anterior. Posteriormente, fueron incubados a 37 °C por 24 horas y se observd la
turbidez y produccion de gas, los tubos presuntos negativos se incubaron y se

examinaron de nuevo a las 48 horas (Anexo, Fig. 4).
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Luego se realizo la lectura y se registraron los resultados en una hoja de recoleccién
de datos para luego ser comparados con la tabla del nimero més probable (NMP)
(23).

Después de haber obtenido el NMP se utilizé la NTS N°071-MINSA/DIGESA para

ver si cumplian con los criterios microbiolégicos (17).
2.2.2. Determinacion de coliformes fecales

Una vez identificados los tubos positivos de coliformes totales se realizé la prueba

confirmativa para la coliformes fecales
I.Fase confirmativa para coliformes fecales:

Se transfirié dos asadas de cada tubo positivo de la etapa presuntiva a tubos que
contenian 10 mL de caldo EC con campana de Durham, estos fueron rotulados de
acuerdo al cddigo de la fase anterior. Posteriormente, fueron incubados a 44,5 °C
por 24 horas y se observo la turbidez y produccién de gas, los tubos aparentemente
negativos se incubaron y se examinaron de nuevo a las 48 horas (Anexo, Fig. 4).
Luego de 48 horas se hizo la lectura y se registraron los datos en una hoja de
recoleccidn de resultados para luego ser comparados con la tabla del nimero mas
probable (NMP) (25).

Se utiliz6 la Norma Oficial Mexicana NOM-112-SSA1-1994 para evaluar si

cumplian con los criterios microbioldgicos (27).
2.2.3. Determinacion de E. coli

I.Prueba confirmativa de E. coli (Anexo, Fig. 6)

De los tubos positivos en el caldo EC se tom6 una asada y se sembro6 por agotamiento
y estria en agar MacConkey y en agar HiCrome (25). Se llevé a incubacion a 37 °C
por 24 horas. Posteriormente, se examind las placas y se observé colonias lactosa
positiva de color rojo opaco en el agar MacConkey y colonias celestes en el agar
HiCrome (Anexo, Fig. 5). Luego se tomo una colonia del agar MacConkey y se paso

a un tubo que contenia agar BHI y se llevé a incubar por 24 horas a 37 °C.

A partir de ello se realizé una tincién Gram (28) observandose bacilos cortos Gram
negativos (Anexo, Fig. 7).

Asimismo, se realizaron pruebas complementarias con la ayuda de la bateria
bioquimica TSI, LIA, citrato, SIM, VP-RM los cual se incubaron a 37 °C por 24
horas, verificAndose luego las lecturas vinculantes a E. coli (29,30,21,32,33) (Anexo,
Fig. 6)
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Il. RESULTADOS

Tabla 1. Cumplimiento de criterios microbiol6gicos para coliformes totales, coliformes fecales y Escherichia coli en refrescos que se expenden en el mercado

Arenales-Ica.

Analisis microbioldgico

coliformes totales* coliformes fecales** E. coli*
Refresco Muestras
analizadas no cumplen cumplen no cumplen cumplen no cumplen cumplen
n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
Chicha 36 86 6 14 30 71 12 29 22 52 20 48
morada
Cebada 43 40 93 3 7 36 84 7 16 27 63 16 37
Total 85 76 89 9 11 66 78 19 22 49 58 36 42

*: Limite permisible segin la Norma Técnica Sanitaria que establece los criterios microbiolégicos de calidad sanitaria e inocuidad para los alimentos y bebidas
de consumo humano. NTS N°071-MINSA/DIGESA-V01

**: Limite permisible segtin la Norma Oficial Mexicana NOM- 112-SSA1-1994

Cumplen: coliformes totales <102, coliformes fecales <3, E. coli <10 (NMP/mL)

No cumplen: coliformes totales >102, coliformes fecales >3, E. coli >10 (NMP/mL)
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Tabla 2. Cumplimiento de criterios microbiol6gicos para coliformes totales, coliformes fecales y

E. coli por puesto de expendio de chicha morada en el mercado Arenales-Ica.

NUmero més probable

o (NMP/mL) Cumplimiento
N° puesto - -
coliformes coliformes E coli c/nc
totales fecales '
1 >1100 460 93 nc
460 240 <3.0 nc
>1100 460 <3.0 nc
460 210 <3.0 nc
2 43 <3.0 <3.0 C
150 <3.0 <3.0 nc
4 240 150 <3.0 nc
210 210 150 nc
>1100 43 23 nc
5 150 93 43 nc
6 460 240 75 nc
1100 460 93 nc
1100 <3.0 <3.0 nc
150 <3.0 <3.0 nc
7 150 75 43 nc
9 >1100 >1100 1100 nc
>1100 >1100 1100 nc
10 240 43 23 nc
150 93 9.2 nc
210 210 43 nc
1100 460 150 nc
1100 150 <3.0 nc
11 150 20 <3.0 nc
<3.0 <3.0 <3.0
<3.0 <3.0 <3.0
150 <3.0 <3.0 nc
<3.0 <3.0 <3.0 C
12 210 93 20 nc
240 75 43 nc
150 93 23 nc
13 460 240 75 nc
15 1100 460 20 nc
16 150 75 15 nc
210 43 21 nc
150 11 11 nc
460 20 15 nc
460 75 20 nc
17 240 43 <3.0 nc
460 <3.0 <3.0 nc
<3.0 <3.0 <3.0
75 <3.0 <3.0
240 <3.0 <3.0 nc

c: cumple, nc: no cumple
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Tabla 3. Cumplimiento de criterios microbiol6gicos para coliformes totales, coliformes fecales y

E. coli por puesto de expendio de cebada en el mercado Arenales-Ica.

NUmero mas probable

o (NMP/mL) Cumplimiento
N° puesto - -
coliformes coliformes . c/nc
E. coli
totales fecales
1 460 240 93 nc
2 23 <3.0 <3.0
21 <3.0 <3.0
9.2 <3.0 <3.0
3 1100 1100 <3.0 nc
240 240 15 nc
1100 1100 1100 nc
210 93 <3.0 nc
240 150 <3.0 nc
4 210 210 150 nc
>1100 >1100 1100 nc
5 240 240 240 nc
150 93 15 nc
150 150 20 nc
460 240 93 nc
6 460 <3.0 <3.0 nc
7 1100 1100 460 nc
>1100 >1100 1100 nc
460 240 43 nc
150 9.2 <3.0 nc
8 460 43 23 nc
>1100 210 160 nc
150 150 93 nc
460 150 23 nc
210 75 43 nc
9 240 210 150 nc
>1100 >1100 1100 nc
460 240 210 nc
12 1100 460 240 nc
1100 1100 1100 nc
13 240 93 20 nc
>1100 >1100 1100 nc
1100 460 <3.0 nc
>1100 1100 <3.0 nc
14 >1100 <3.0 <3.0 nc
460 28 20 nc
>1100 35 21 nc
>1100 460 <3.0 nc
>1100 1100 460 nc
15 1100 <3.0 <3.0 nc
460 9.2 <3.0 nc
210 7.4 <3.0 nc
1100 <3.0 <3.0 nc

c: cumple, nc: no cumple
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Fig. 1. NMP/mL de coliformes totales en los puestos que expenden refrescos en el interior del
mercado Arenales-Ica.
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Fig. 2. NMP/mL de coliformes fecales en las muestras de refrescos expendidos en el interior del
mercado Arenales-Ica.
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Fig. 3. NMP/mL de E. coli en las muestras de refrescos expendidos en el interior del mercado
Arenales-Ica.
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I11. DISCUSION

Los resultados obtenidos en el presente estudio evidencian que la mayoria de los refrescos que se
expenden en el mercado Arenales estuvieron contaminados. Para la determinacion de coliformes
totales, fecales y E. coli se utiliz6 el método del nimero méas probable (NMP) y fueron
comparados con los limites permisibles establecidos por la Norma Técnica Sanitaria N° 071-
MINSA/DIGESA-01 y la Norma Oficial Mexicana NOM-112-SSA1-1994 para refrescos,
estableciendo los criterios microbiolégicos para el recuento de coliformes totales (102 NMP/mL),
coliformes fecales (<3 NMP/mL) y E. coli (10 NMP/mL). Como se observa en la tabla 1, los
refrescos analizados mostraron como resultado que del total de las 85 muestras el 89 %, 66 % y
49 % presentaron contaminacion por coliformes totales, fecales y E. coli respectivamente,
sobrepasando los LMP que establece la NTS.

En la tabla 1 se observa que el 93 % y 86 % de muestras de cebada y chicha morada
respectivamente superaron los limites permisibles para coliformes totales, mostrando resultados
en la tabla 2 y 3 que exceden los LMP establecidos por la NTS N°071 (10> NMP/mL), donde los
valores mas altos se encontraron en los puestos 1,3,4,8,9,10,12,13,14 y 15 para ambos refrescos
como se muestra en la Fig. 1 (17). Resultados similares obtuvo Bardales (11) al analizar muestras
de refrescos de maiz morado reportando 86,6 %, mientras que Salazar (20) determiné que las
muestras de cebada presentaron el 66,67 % y las muestras de chicha morada el 33,3 %, al igual
que Bentos (22) quien encontrd el 61,3 % al analizar muestras de cebada presentaban recuentos
elevados de coliformes totales excediendo los limites de la NTS; la presencia de los mismos se
considera como un indicador de la calidad sanitaria de los alimentos o que existe una via de
contaminacién entre una fuente de bacteria al alimento. Esto puede ser causado por unas malas
practicas de manufactura en las etapas de la cadena de alimentos: manipulacion, preparacion de
la bebida, transporte y distribucion. Como la desinfeccion de la superficie, equipos y utensilios,
estado sanitario deficiente en el ambiente y en los alrededores. Ademés del mal manejo de
practicas de higiene de los manipuladores de alimentos, como la falta de uso de guantes,

mascarilla y el nulo o deficiente lavado de manos (2,34).

Con respecto al andlisis microbioldgico de coliformes fecales en las muestras de refresco, se
evidencié que el 84 % y 71 % de cebada y chicha morada respectivamente superaron los limites
permisibles segun la Norma Oficial Mexicana NOM- 112-SSA1-1994, obteniéndose valores
desde 7.4 hasta >1100 NMP/mL, valor que sobrepasa lo declarado por la Norma Mexicana (<3
NMP/mL). Los resultados mas elevados se dieron en los puestos 3,4,7,9,12 y 13 como se observa
en la Fig. 2. Se encontraron similitudes en otras investigaciones, tal es el caso de Bentos (22) cuyo

analisis se bas6 en muestras de cebada obteniendo 86,6 % de coliformes fecales, mientras que en
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San Salvador se determiné que el 100 % de los refrescos no se encuentran dentro de los LMP
(35). La presencia de estos coliformes indicaria que hubo una contaminacion de origen fecal
pudiendo ser humano o de animal, estado sanitario deficiente en el entorno ambiental, presencia
de animales domeésticos y de vectores, contaminacion secundaria después del tratamiento térmico;
esto podria deberse a la mala o nula higiene del manipulador al momento de servir la bebida o el
uso de blogues de hielo. Ya que no hay garantias de la potabilidad del agua que se utiliza para
fabricar los mismos y si éstos estuviesen contaminados con bacterias podria causar una

contaminacién cruzada con el refresco (36,37,38).

Se registré que del total de las muestras analizadas el 63 % y 52 % de cebada y chicha morada
respectivamente excedieron los limites permisibles para E. coli (tabla 1), encontrandose mayores
valores que sobrepasan los LMP establecido por la NTS (10 NMP/mL). Los puestos 3,9,12 y 13
presentaron recuentos elevados, tal como se muestra en el grafico de barras representado en la
Fig. 3. Estos resultados coinciden con lo reportado por Castafieda et al. (19) luego de analizar los
refrescos expendidos por cafeterias formales e informales en el municipio de Amititlan en
Guatemala, reportando que el 60 % de las muestras presentaron E. coli, otras investigaciones
obtuvieron menor porcentaje reportando el 33,3 % por cada muestra de cebada y chicha
respectivamente (20), asimismo en Trujillo se report6 el 14 % de presencia de E. coli en muestras
de extracto de Saccharum officinarum que se vende en forma ambulatoria (39). Encontrar esta
especie de bacteria en el alimento indica una contaminacion directa de origen fecal evidenciando
una mala préctica de higiene del manipulador, deficiente capacitacion al personal, como falta de
lavado de manos, asi como la manipulacién de los alimentos por personas enfermas o portadoras
asintomaticas. Ademas de la presencia de contaminante biol6gico ya sea un vector en el ambiente

0 los alrededores de las instalaciones (22).

Por otro lado, las muestras de los puestos 2, 11y 17 cumplen con los criterios microbioldgicos de
aceptabilidad esto podria deberse al previo envasado de refrescos durante su expendio en dichos
puestos. Asimismo, en el puesto 9 las muestras no cumplieron con los criterios microbiolégicos
durante los 5 muestreos de esta investigacion, esto infiere que en este puesto no hubo mejoras de

las condiciones higiénico-sanitarias.

Cabe mencionar que, los mayores porcentajes del no cumplimiento de la calidad microbiol6gica
se encontraron en las muestras de cebada en comparacién con la chicha morada. Esta diferencia
podria estar influenciado por las caracteristicas y propiedades del maiz morado, lo cual se le
atribuye a su alto contenido en antocianinas y compuestos fendélicos, ademas de la adicion de
cascara de Anana comosus “pifia” a la preparacion del refresco, ya que le atribuyen propiedades
antimicrobianas (40,41,42).
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IV. CONCLUSIONES

1. La mayoria de los refrescos expendidos en el interior del mercado Arenales, no cumplen con
los criterios microbioldgicos para el consumo humano.

2. Se encontr6 que la mayoria de las muestras de cebada y chicha morada superaron los limites
méaximos permisibles que establece la Norma Técnica Sanitaria (DIGESA) en un 93 % y 86
% de coliformes totales, 84 % y 71 % de coliformes fecales y 63 % y 52 % de E. coli
respectivamente.

3. El porcentaje de contaminacién por coliformes totales, fecales y E. coli fue mayor en los

refrescos de cebada que los de chicha morada.
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V. RECOMENDACIONES

. Completar la investigacion del analisis microbiologico de los refrescos con los otros agentes
microbianos que establece la NTS N°071-MINSA/DIGESA-V01

. Determinar la calidad microbiol6gica de refrescos en los diferentes mercados de lIca, para
llevar un control sanitario.

. Realizar el estudio y evaluacion de la calidad microbioldgica de refrescos en otras temporadas
del afio.

. Complementar este estudio con otras investigaciones respecto al andlisis de superficies vivas

y/o superficies inertes en los lugares donde se obtuvieron las muestras de refrescos.
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10 mL
mL de

FASE PRESUNTIVA

Transferir 1 mL de cada
dilucion del agua peptonada a
3 diluciones consecutivas del
caldo lauril

FASE CONFIRMATIVA

101 /~ /_\10-2'*/\ 103 «
— 9, j 4

de la muestra + 90 -/
APA = ImL de la
. ( dilucién 101 + 9 dilucion 10 2+ 9
mL de APA

g’ = mL de APA
10! 10 2

A~

AT

1mL de la

1073

I~

Incubar a 37 °C X 24-48 h
Observar gas y turbidez (+)

~
CALDO BRILA
/ De los tubos positivos del CALDO EC
/ caldo lauril, inocular una )
P asada en el caldo brilla y el /
— : P
caldo EC
‘1] ‘f!ﬂji_-t

Fig. 4: Flujograma de prueba presuntiva y confirmativa para coliformes totales y fecales
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AGUA PEPTONADA

CALDO LAURIL

v

Incubar a 37 °C X 24-48 h
Observar gas y turbidez (+)

0]

Incubar a45°C X 24 h
Observar gas y turbidez (+)




CALDO EC De los tubos positivos del caldo EC, se
tomar4d una asada y se sembr6 por
agotamiento y estria en los agares
MacConkey y HiCrome

WY =

e

AGAR MACCONKEY —_— Incubar a 37 °C X 24 h AGAR HiCrome

Observar colonias lactosa +

Pasar aagar BHI |, | Hacer coloracion Gram Incubar a 37 °C X 24 h

l Observar colonias celestes (E. coli)

HACER PRUEBAS
COMPLEMENTARIAS

Fig. 5: Flujograma de prueba completa para E. coli
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T

1

PN

Fig. 6: Adquisicion de las muestras en diferentes puestos: A) Embotellamiento de cebada B)
Embotellamiento de chicha morada C) Muestra sellada D) Balde de chicha morada junto a
residuos sélidos
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Fig. 7: Tubos con presencia de gas y turbidez en: A) Caldo lauril sulfato, B) Caldo bilis verde
brillante, C) Caldo EC
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Fig. 8: Crecimiento de E. coli en: A) Agar MacConkey B) Agar HiCrome

Fig. 9: Identificacion de E. coli por pruebas bioquimicas
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Fig. 10: E. coli bacterias bacilares Gram negativas vistas al microscopio 1 000X
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Tipos de refrescos

43
I 42

cebada chicha

Tipo de muestras por puesto de venta

0 |||||‘||||||||||
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17

m CEBADA m CHICHA

(%]

N

w

N

[N

Fig. 11: A) Numero total de muestras por refresco, B) Tipos de refrescos por puesto de venta
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52%
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30%
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10%
0

coliformes totales coliformes fecales E. coli

X

B chicha morada M cebada

Fig. 12. Porcentaje de acuerdo al criterio microbioldgico por cada tipo de refresco que expenden
el mercado Arenales-Ica.
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Tabla 4. Cumplimiento de calidad sanitaria de refresco de chicha morada por puesto de expendio

en el mercado Arenales-Ica

calidad sanitaria*

N° puesto mu(ens)tras no cumple cumplen

% %

1 4 100

2 2 50 50

4 3 100

5 1 100

6 4 100

7 1 100

9 2 100

10 5 100

11 5 40 60

12 3 100

13 1 100

15 1 100

16 5 100

17 5 60 40

* coliformes totales <102, coliformes fecales <3, E. coli <10 (Limite permisible por mL)
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Tabla 5. Cumplimiento de calidad sanitaria de refresco de cebada por puesto de expendio en el

mercado Arenales-lca

calidad sanitaria®™
no cumple cumplen

% %

Muestras

(n)

N° puesto

100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100

© 00 N O O A W DN P

e e
oW N
A O AN W OO MM MDD O WO R

-
ol

* coliformes totales <102, coliformes fecales <3, E. coli <10 (Limite permisible por mL)
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90%
80%
70%
60%
50%
40%

% PUESTOS

30%
20%
10%

0%

82 % (14/17)

B ACEPTABLE

0,
18 % (3/17) m NO ACEPTABLE

Fig. 13. Porcentaje de puestos de venta que no cumplen con los limites permisible segun la NTS
N°071-MINSA/DIGESA-V01

80%

70%

60%

50%

40%

% PUESTOS

30%

20%

10%

0%

89 % (76/85)

B ACEPTABLE
B NO ACEPTABLE

11 % (9/85)

Fig. 14. Porcentaje de muestras que no cumplen con los limites permisible segin la NTS N°071-
MINSA/DIGESA-V01
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Tabla 6. Ficha para muestreo de campo

N° DE MUESTREO
FECHA:

N° DE PUESTO
DE VENTA

NOMBRE

REFRESCO

HORA

O 0 N o O | W| N -

[E=Y
o

|
|

R
N

=
w

H
D

15

16

17

Fuente: Elaboracion propia
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Tabla 7. Ficha para llenado de resultados

Fecha

Refresco

N° muestra

N° muestreo

Dilucién

coliformes totales

coliformes fecales

E. coli

101

102

103

101

102

103

101

102

10

101

102

103

10

102

103
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Tabla 8. Numeracion de coliformes por el método del nimero méas probable (NMP/mL)

Tubos positivos

Tubos positivos

NMP/ mL NMP/ mL
0.10 0.01 0.001 0.10 0.01 0.001
0 0 0 <3.0 2 2 0 21
0 0 1 3.0 2 2 1 28
0 1 0 3.0 2 2 2 35
0 1 1 6.1 2 3 0 29
0 2 0 6.2 2 3 1 36
0 3 0 9.4 3 0 0 23
1 0 0 3.6 3 0 1 38
1 0 1 7.2 3 0 2 64
1 0 2 11 3 1 0 43
1 1 0 7.4 3 1 1 75
1 1 1 11 3 1 2 120
1 2 0 11 3 1 3 160
1 2 1 15 3 2 0 93
1 3 0 16 3 2 1 150
2 0 0 9.2 3 2 2 210
2 0 1 14 3 2 3 290
2 0 2 20 3 3 0 240
2 1 0 15 3 3 1 460
2 1 1 20 3 3 2 1100
2 1 2 27 3 3 3 >1100

Fuente: Manual de Andlisis Microbioldgicos de Alimentos (DIGESA)
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Tabla 9. NTS N°071-MINSA/DIGESA-V01

15. COMIDAD PREPARADAS

15.1 Comidas Preparadas sin tratamiento térmico (ensaladas crudas, mayonesa, salsa de
papa huancaina, ocopa, postres, jugos, otros). Comidas preparadas que llevan ingredientes
cony sin tratamiento térmico (ensaladas, mixtas, palta rellena, sandwiches, ceviche, postre,
refrescos, otros).

Agente microbiano Categoria Clase n c Limite por g. 6 mL
m M
Aerobios mesofilos 2 3 5 2 10° 10°
Coliformes 5 3 5 2 10? 103
Staphylococcus aureus. 5 3 5 2 10 102
Escherichia coli 5 3 5 2 10 10?
Salmonella sp 10 2 5 0 Ausencia/25g9 | -

Donde:

- “n” (mindscula): NUumero de unidades de muestra requeridas para realizar el anlisis,
que se eligen separada e independientemente, de acuerdo a normas nacionales o
internacionales referidas a alimentos y bebidas apropiadas para fines microbiol6gicos.

- “c¢” (mayuscula): Nimero maximo permitido de unidades de muestra rechazables en un
plan de muestreo de 2 clases o unidades de muestra provisionalmente aceptables en un
plan de muestreo de 3 clases. Cuando se detecte un nimero de unidades de muestra mayor
a “c” se rechaza el lote

- m (minascula): Limite microbioldgico que separa la calidad aceptable de la rechazable.
En general, un valor igual o menor a “m”, representa un producto aceptable y los valores
superiores a "m” indican lotes rechazables en un plan de muestreo de 2 clases.

- M (mayudscula): Los valores de recuentos microbianos superiores a "M" son

inaceptables, el alimento representa un riesgo para la salud.

Fuente: Norma Técnica Sanitaria - Direccion General de Salud (DIGESA)
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