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RESUMEN

Objetivo: Determinar la presencia de microorganismos bacterianos en el
jugo de naranja que se comercializa en el Mercado Modelo de Ica en el afio
2019. Metodologia: El estudio se realizé mediante un enfoque basico,
descriptivo no experimental. La poblacion estuvo constituida por 4 puestos
de venta de jugo de naranja del Mercado Modelo de la ciudad de Ica. Se
evaluaron 4 muestras de jugo de naranja seleccionados de diferentes
puestos de venta al azar. Se incluyé a los jugos de naranja no
pasteurizados. Se recolectaron las muestras y fueron transportados al
laboratorio de Microbiologia de la Facultad de Farmacia y Bioquimica de la
Universidad Nacional San Luis Gonzaga de Ica, para el procesamiento de
las muestras se utilizé la técnica de tubos de fermentacion multiple del
namero mas probable (NMP), para la determinacion de Coliformes Totales
se utiliz6 como medio de cultivo Caldo Lactosado Bilis Verde Brillante y
para la identificacién de Escherichia coli, Staphylococcus aureus se realizo
la siembra en los siguientes medios de cultivo: Agar Mac Conkey, Agar
lisina Hierro, Agar Triple Azucar Hierro, Agar Citrato Simmons, Medio RM-
VP; Agar Manitol Hiperténico respectivamente. Resultados: Los resultados
obtenidos fueron comparados conforme a la Norma Técnica Sanitaria NTS
N° 071 - MINSA/DIGESA - V.01: en el recuento de la Técnica de tubos de
fermentaciéon mudultiple del NMP se observé que dos de las muestras
presentaron bacterias coliformes totales superiores a los limites minimos
permisibles. Asimismo, se encontr6 la presencia de Escheria coli y
Staphylococcus aureus.
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Conclusiones: Las muestras analizadas dos de ellas presentaron elevados

recuentos en Coliformes Totales y Escherichia Coli a diferencia del
Staphylococcus aureus que se identificd en una muestra, no aptos para el

consumo humano de acuerdo a la Norma Técnica Sanitaria.

Palabras claves: NMP, coliformes totales, carga bacteriana,

staphylococcus aureus, escherichia coli.
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ABSTRACT

Objective: To determine the presence of bacterial microorganisms in the
orange juice that is marketed in the Ica Model Market in 2019. Methodology:
The study was conducted using a basic, descriptive approach does not
experiment. The population consisted of 4 stalls selling orange juice at the
Mercado Modelo in the city of Ica. 4 samples of orange juice selected from
different stalls were randomly evaluated. Unpasteurized orange juices were
included. The samples were collected and transported to the Microbiology
laboratory of the Faculty of Pharmacy and Biochemistry of the San Luis
Gonzaga National University of Ica, for the processing of the samples the
technique of multiple fermentation tubes of the most probable number
(MPN) was used. , for the determination of Total Coliforms, the culture
medium was used as Brilliant Green Bile Lactose Broth and for the
identification of Escherichia coli, Staphylococcus aureus, the sowing was
carried out in the following culture media: Mac Conkey Agar, Iron Lysine
Agar, Triple Sugar Agar Iron, Simmons Citrate Agar, RM-VP Medium;
Hypertonic Mannitol Agar respectively. Results: The results obtained were
compared according to the Sanitary Technical Standard NTS N ° 071 -
MINSA / DIGESA - V.01: in the count of the Multiple Fermentation Tube
Technique of the NMP it was observed that two of the samples presented
total coliform bacteria higher than the minimum permissible limits. Likewise,

the presence of Escheria coli and Staphylococcus aureus was found.
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Conclusions: The samples analyzed, two of them presented high counts in
Total Coliforms and Escherichia Coli, unlike Staphylococcus aureus that
was identified in a sample, not suitable for human consumption according

to the Sanitary Technical Standard.

Keywords: NMP, total coliforms, bacterial load, staphylococcus aureus,

escherichia coli.



INTRODUCCION

El jugo (zumo) de fruta ha sido definido por el Codex Alimentario como el liquido
sin fermentar, pero fermentable, que se obtiene de la parte comestible de frutas
en buen estado, debidamente maduras y frescas o frutas que se han mantenido
en buen estado por procedimientos adecuados, inclusive por tratamientos de
superficie aplicados después de la cosecha. Segun la Organizacion Mundial de
la Salud (OMS), el brote de un numero significativo de enfermedades
transmitidas por los alimentos muestra que los alimentos peligrosos son un
problema de salud publica mundial. La revision bibliografica ha permitido
verificar el estado actual de las investigaciones con respecto al tema, entre ellos:
Galarza (1) evalu6 alimentos sin tratamiento térmico (jugo de frutas, sandia,
rodajas de pifia) en las calles del Cercado de Lima reportando un 100% de
coliformes totales, el 30% esta fuera del limite permitido y el 70% esta dentro
del limite maximo permitido por la Norma Técnica de Salud; Escobar y
Rodriguez (2) evaluaron los jugos comercializados en los alrededores del
campus central de la Universidad de El Salvador en Argentina, encontrando que
el 100% de las muestras presentaron Escherichia coli, el 87.50% presentaron
Salmonella spp., estos porcentajes de muestras exceden los limites
establecidos por el Reglamento Técnico Centroamericano; Garcia y Rodriguez
(3) realizaron la determinacion de indicadores de contaminacion e identificacion
de levaduras aisladas a partir de jugos y refrescos naturales hallando que en
aquellos jugos de frutas pasteurizadas la carga bacteriana fue menor a los no
pasteurizados tanto en coliformes como en levaduras; Flores (4) hall6é que las

frutas de Citrus sinensis (naranja) evaluadas en los mercados de Puno y Juliaca



superan en 100.00% los limites establecidos (limite permisible =102 -103) de
Escherichia coli. Ante esta situacion, en este estudio se propuso cumplir con el
objetivo de Determinar la presencia de microorganismos bacterianos en el jugo

de naranja que se comercializa en el Mercado Modelo de Ica en el afio 2019.
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1.1.

CAPITULO |

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Descripcién de larealidad problemaética:

Una de las formas de elaboracion del jugo de naranja es de forma
manual, donde muchas veces se observa que los manipuladores
desconocen de las buenas practicas de manipulacién constituyendo
un riesgo de contaminacion del producto que puede causar dafios al
consumidor, debido a que estos jugos son susceptibles a una
contaminacion microbiana, ya que su base es agua en un 75%-95%,
ademas de contener ciertos carbohidratos que pertenecen a la fruta,
vitaminas y minerales, lo cual hace un medio idoneo para el
crecimiento de microorganismos patdégenos donde principalmente la
contaminacion de estos alimentos se da a través de las malas
practicas de higiene por parte del manipulador o manipulacion y
conservacion inadecuada, constituyendo una problematica de salud
en los consumidores.

Ante la falta de estudios rigurosos, se plantea el objetivo de
determinar la presencia de microorganismos bacterianos en el jugo
de naranja que se comercializa en el Mercado Modelo de Ica en el

afo 2019.



1.2.

1.2.1.

1.2.2

1.3.

Formulacién del problema:

Problema general

¢, Cual sera la carga bacteriana que se podra encontrar en el jugo de

naranja adquirido en el Mercado Modelo de Ica en al afio 20197

Problemas especificos:
Problema especifico 1

¢ Existira presencia de Coliformes totales en el jugo de naranja

adquirido en el Mercado Modelo de Ica en el afio 20197
Problema especifico 2

¢Existira presencia de Escherichia coli en el jugo de naranja

adquirido en el Mercado Modelo de Ica en el afio 20197
Problema especifico 3

¢ Existira presencia de Staphylococcus aureus en el jugo de naranja

adquirido en el Mercado Modelo de Ica en el afio 20197

Justificacion e importancia

En este trabajo se pretende obtener conocimientos nuevos que
aporten al mejoramiento de la calidad del servicio y satisfaccion del
consumidor, los cuales podrian dar lugar a evaluar periédicamente
este problema. A nivel social, el aporte de este trabajo radica en que
se beneficiaran a los consumidores del servicio, los que tendran la
posibilidad de adquirir jugos saludables.
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1.4.

14.1

1.4.2

El beneficio de este estudio consiste en alertar a los consumidores
sobre la calidad microbiolégica del jugo de naranja natural
expendidos en los puestos de venta y a optimizar la calidad de ellos.

Objetivos de la investigacion:

Objetivo general:

Determinar la presencia de microorganismos bacterianos en el jugo
de naranja que se comercializa en el Mercado Modelo de Ica en el

afo 2019.

Objetivos especificos:

Objetivo especifico 1

Determinar la presencia de Coliformes totales en el jugo de naranja
gue se comercializa en el Mercado Modelo de Ica en el afio 2019.
Objetivo especifico 2

Determinar la presencia de Escherichia coli en el jugo de naranja
gue se comercializa en el Mercado Modelo de Ica en el afio 2019.
Objetivo especifico 3

Determinar la presencia de Staphylococcus aureus en el jugo de
naranja que se comercializa en el Mercado Modelo de Ica en el afio

2019.
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15.2

Hipotesis y variables:

Hipotesis de investigacion:

Hipotesis general:

Existe presencia de microorganismos bacterianos por encima del
limite minimo permisible en el jugo de naranja que se comercializa
en el Mercado Modelo de Ica en el afio 2019.

Hipotesis especificas:

Hipotesis especifica 1

Existe presencia significativa de Coliformes totales en el jugo de
naranja que se comercializa en el Mercado Modelo de Ica en el afio
2019.

Hipotesis especifica 2

Existe presencia significativa de Escherichia coli en el jugo de
naranja que se comercializa en el Mercado Modelo de Ica en el afio
20109.

Hipotesis especifica 3

Existe presencia significativa de Staphylococcus aureus en el jugo
de naranja que se comercializa en el Mercado Modelo de Ica en el
afo 2019.

Variables de estudio

Variable dependiente:

Carga bacteriana.

Variable independiente:

Jugo de naranja.
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1.5.3 Operacionalizacion de variables

VARIABLES DIMENSIONES INDICADOR ESCALA
VARIABLE
INDEPENDIENTE
Apariencia/condicion,
La percepcion frescura/madurez,
. Razon
de la calidad. sabor/aroma,
Jugo de naranja seguridad.
VARIABLE Conjunto de
DEPENDIENTE -
requisitos
microbiolégicos
que Técnica del NMP/mL
debe reunir el de muestra.
jugo de naranja LIMITE MINIMO Razon
: para ser PERMISIBLE: 1072
Carga Bacteriana considerado NMP/mL
apto para el
consumo
humano.
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CAPITULO Il

BASES TEORICAS

2.1. Antecedentes de la investigacién
Garcia y Rodriguez (1). Realizaron la determinacion de indicadores

de contaminacion e identificacion de levaduras aisladas a partir de jugos y
refrescos naturales que se comercializan en el Gran Area Metropolitana de
Costa Rica, hallaron que en aquellos jugos de frutas pasteurizadas la carga
bacteriana fue menor a los no pasteurizados tanto en coliformes como en
levaduras, esto debido a que las practicas de higiene de los manipuladores

son deficientes respecto al manejo y elaboracion de los jugos naturales.

Escobar y Rodriguez (2). Evalué la calidad microbioldgica de jugos
naturales comercializados en los alrededores del campus central de la
Universidad de El Salvador. De acuerdo a sus resultados obtenidos con la
lista de chequeo, identificaron que los puestos de venta de jugos naturales
no cumplen con las condiciones higiénicas minimas necesarias para la
comercializacion de jugos naturales en los alrededores del campus central
de la Universidad de El Salvador. En cuanto a la determinacion de
Escherichia coli, segun el método de NMP ninguna de las muestras de
jugos naturales de los diferentes puestos situados en los alrededores del
campus central de la Universidad de El Salvador se encuentra dentro de
los parametros permitidos (<3.0 NMP/mL), establecido por el RTCA
67.04.50:08, por lo tanto, estos jugos no son aptos para el consumo

humano.
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Flores y Morey (3). Analizaron la relacion entre la condicion higiénica
sanitaria y la calidad microbiologica en jugos de fruta surtidos de dos
mercados de la ciudad de Iquitos 2015, hallando que el niumero total de
muestras analizadas de zumos de frutas de los mercados Belén y central
excedid el limite permisible (m) para el nimero de bacterias mesofilas
aerobias y coliformes, microorganismos indicativos de condiciones
higiénicas deficientes y el empleo de agua no segura, por tanto, en
humanos, no apto para el consumo. La presencia de estos
microorganismos patdgenos, como Escherichia coli, Staphylococcus
aureus y Salmonella, no fue significativa en las muestras de jugos de frutas

surtidas.

Galarza K. (4) evalué alimentos sin tratamiento térmico (jugo de
frutas, sandia, rodajas de pifia) en las calles del Cercado de Lima
reportando un 100% de coliformes totales, el 30% esta fuera del limite
permitido y el 70% esta dentro del limite maximo permitido por la Normas

Técnica de Salud.

2.2. Marco tebrico:

En nuestra ciudad, la poblacion consume jugo de naranja fuera del hogar,
de forma ambulatoria, de forma ocasional o habitual. Por ello, la
manipulacion de las naranjas debe ser segura y controlada para no

perjudicar al consumidor.
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Fuentes de contaminacién de los alimentos

Segun Garcinufio (5) en la actualidad se puede decir que vivimos en el
mundo microbiano lo que significa que los alimentos son susceptibles a
ciertos tipos de contaminacion cuando se fabrican y procesan. Por tanto,
las principales causas de la contaminacion de los alimentos se pueden

resumir de la siguiente manera:

- Herramientas y equipo: Se requiere una desinfeccion regular para
evitar la acumulacion de residuos y niveles microbianos peligrosos

durante la preparacion de los alimentos.

- Hombres: Los manipuladores de alimentos son el factor de mayor
riesgo de contaminacion de los alimentos debido a la exposicién
constante, por lo que deben seguir los procedimientos de
manipulacion adecuados, principalmente ropa y vestimenta de

trabajo, higiene de manos.

- Insectos, roedores, pajaros: Estos animales se infectan con
enfermedades que pueden afectar a los humanos. Por esta razon,
es imperativo que se adopte un buen programa de control de plagas.
También es importante tener en cuenta que manipuladores de
alimentos no deben tener mascotas, ya que pueden portar

enfermedades que pueden infectar a los humanos.

- Agua: El agua puede ser portadora de sustancias toxicas,
microorganismos, metales pesados, etc., por lo que es fundamental

19



gue el agua que se utiliza para el procesamiento y manipulacién de

alimentos sea apta para el consumo humano.

- Medio Ambiente: El aire en el area de tratamiento debe estar lo mas
limpio posible que pueda proporcionar una buena ventilacion y un

intercambio de aire constante.

- Materias Primas: Deben ser de alta calidad y cumplir con los

requisitos de la ley vigente.

Eley (6) Los alimentos pueden estar contaminados por varios tipos de

agentes (fisico, quimico y biolégico) que pueden alterar sus propiedades.

Castillo G. y Gomez E. (7) La contaminacion de frutas y verduras con
patbgenos humanos puede ocurrir en cualquier eslabén de la cadena
productiva  (produccion, cosecha, postcosecha, almacenamiento,
procesamiento, distribucion y/o preparacion). Especificamente, hubo
informes de contaminacion de frutas y verduras con coliformes fecales (CF)
debido a la presencia de heces. Un ejemplo es una bebida no pasteurizada

obtenida a partir de productos hortofruticolas naturales.

Lound y Briend (8) La intoxicacion alimentaria es un problema de salud
publica en todo el mundo, la mayoria de los cuales es causado por
microorganismos de origen microbiano, con alimentos y agua
contaminados como fuente de infeccién. La poblacibn méas sensible de
adquirir esta infeccion son los ancianos, los nifios y los pacientes
inmunodeprimidos debido a las débiles defensas de su sistema

inmunoldgico.
20



Bayona (9) La produccion y venta de alimentos (jugo de naranja) en la via
publica es un fendbmeno con impactos sociales, observandose problemas
de salud, sociales y culturales que afectan a todos los ciudadanos. Sin
embargo, las enfermedades transmitidas por los alimentos en la via publica,
como el jugo de naranja que se vende informalmente, son el resultado de
una amplia variedad de productos comestibles contaminados con
microorganismos patogenos. La prevencion de enfermedades causadas
por alimentos no inocuos depende de la fuente de la cadena de produccion

y del manejo cuidadoso.

2.3. Marco conceptual:

Coliformes totales: Grupo de microorganismos que comprende varios
bacilos aerobios y anaerobios facultativos. EI nombre genérico de
coliformes se refiere a un grupo de especies bacterianas con propiedades
bioquimicas especificas de importancia general y relativa como indicadores

de contaminacion del agua y los alimentos.

Escherichia coli: Microorganismo enterobacteriano Gram negativo,
anaerobio facultativo, usualmente moévil por flagelos peritricos, que

presenta morfologia bacilar y fermenta glucosa, lactosa y sacarosa.

Staphylococcus aureus: Bacteria con morfologia de cocos en racimos
anaerobio-aerobio facultativo, Gram positivo productora de coagulasa y

catalasa.
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Enfermedad Transmitida por Alimentos (ETA): Se refieren a cualquier
enfermedad causada por la ingestion de un alimento contaminado que

provoca efectos nocivos en la salud del consumidor.

Carga bacteriana: NUmero y tipo de microorganismo bacteriano que

contamina un producto.

Jugo (zumo) de fruta: Producto obtenido directamente con procedimientos

de extraccidon mecanica.

Jugo contaminado: Jugo que contiene microorganismos como bacterias,
virus, hongos, parasitos o toxinas producidas por los microrganismos.
También puede estar contaminado por sustancias extrafias como tierra o

toxicas como detergentes o insecticidas.

Calidad microbiologica: Grupo de microorganismos que Su presencia
indica un manejo inadecuado o contaminacion en alimentos, que aumentan

el riesgo de desencadenar enfermedades transmitidas por alimentos.

Inocuidad de los alimentos: Es la garantia de que los alimentos no
causaran dafio al consumidor cuando se elaboren y/o consuman de

acuerdo con el uso al que es destinado.
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CAPITULO Il

METODOLOGIA

3.1. Tipo, nivel y disefio de investigacion.
Tipo de Investigacion

Esta investigacion es basica, ya que busco el conocimiento de la
realidad, para poder contribuir a una sociedad cada vez mas

avanzada y que responda mejor a los retos de la humanidad.
Nivel de Investigacion

El estudio alcanzara un nivel descriptivo, porque como investigador
busco describir situaciones y eventos.

Disefio de investigacion

La presente investigacion es de tipo no experimental que, segun
Hernandez, Fernadndez y Baptista, podria definirse como la
investigacion que se realiza sin manipular deliberadamente
variables. De corte Transversal, porque el muestreo se realiz6 una

sola vez y se analizé inmediatamente.

3.2. Poblacién y muestra:

Poblacién de estudio:

Tamayo (2012) sefiala que la poblacion viene a ser la totalidad de un
fendmeno de estudio, que va incluir a la totalidad de unidades de analisis
gue integran dicho fenbmeno y que se va a cuantificar para un determinado
estudio integrando un conjunto N de entidades que participan de una
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determinada caracteristica. La poblacion esta conformada por 4 puestos de

venta de jugos de naranja en el mercado modelo de Ica.

Muestra de estudio:

La muestra viene a ser una parte representativa de la poblacion, cuyas
caracteristicas esenciales son las de ser objetiva y reflejo fiel de ella, de tal
manera que los resultados obtenidos en la muestra pueden generalizarse

a todos los elementos que conforman dicha poblacion (Carrasco, 2006).

Se considerd una muestra por cada puesto de venta.

La recoleccibn de muestra se realiz6 segun el criterio de inclusiéon vy

exclusién, por lo que éstas son representativas.

a) Criterios de inclusién
Puestos de venta que comercialicen jugo de naranja sin pasteurizar.
b) Criterios de exclusién
Puestos de venta que comercialicen:
- Jugos surtidos
- Jugos especiales
- Jugos pasteurizados.
3.3. Técnicas y procedimiento de recoleccién de datos
En este estudio se utilizara la técnica de la observacion. Dentro
de los tipos de observacion se empleara la observacion directa
simple y la observacion indirecta a través de la revisibn de
diversos documentos de los sujetos de investigacion. Los

miembros de la muestra seran elegidos al azar.
24



3.4. Técnica de procesamiento y analisis de datos

3.4.1Toma de muestra:

Se recolectd las muestras el dia 16 de agosto del 2019 en 4 puestos de
venta del Mercado Modelo de Ica, utilizando frascos estériles de plastico
con tapa rosca, uno para cada muestra. Al realizarse la recoleccion de
muestras se etiquetaron correctamente, en cada lugar donde fueron
adquiridas. Los frascos estériles fueron transportados en un recipiente Caja
Térmica (Tecnopor) a 5°C. La toma de muestras se realizd por mi persona,
tomando en cuenta las precauciones de asepsia en todo momento y
revisando las condiciones adecuadas de temperatura y humedad. Las
muestras se transportaron al laboratorio de Microbiologia de la Facultad de
Farmacia y Bioquimica de la Universidad Nacional San Luis Gonzaga de

Ica.

A cada una de las muestras se le colocé una etiqueta, con los datos

completos para su correcta identificacion:

o Fecha
o Lugar de muestreo

o Hora de muestreo

3.4.2. Procesamiento de muestra;:

La muestra fue homogenizada con un instrumento estéril en el mismo
recipiente donde llegé. Luego fue diluida a tres diferentes concentraciones

107", 10y 107 para ello el diluyente fue el agua destilada.
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v Dilucién 10-1: se midi6 asépticamente 10 mL de la muestra y se
agrego al frasco de vidrio de 250 mL y se le adicion6 90 mL de
solucion diluyente estéril (agua destilada). Se agito para

homogenizar.

v" Dilucion 10-2: de la dilucion anterior, se toma una alicuota de 1 mL
con una pipeta estéril y se transfiere a un tubo de ensayo que
contiene 9 mL de solucion diluyente estéril. Se agito para

homogenizar.

v Dilucion 10-3: de la dilucién 10-2 se toma una alicuota de 1mL
utilizando una pipeta estéril y se transfiere a un tubo de ensayo que
contiene 9 mL de agua destilada y también se agito para

homogenizar.

Determinacion de microorganismos coliformes totales:

Para el analisis de coliformes totales utilice la técnica de tubos de
fermentacion multiple (dilucion en tubo) del nUmero mas probable (NMP).
Este método se basa en que las bacterias coliformes totales fermentan la
lactosa incubada a 35 +- 1°C durante 24 a 48 h, resultando en la produccion
de gas y acidos, el cual se manifiesta en las campanas de fermentacién

utilizando un medio de cultivo que contenga sales biliares.

Se utiliz6 como medio de cultivo caldo lactosado bilis verde brillante, por
ser selectivo solo permite el desarrollo de aquellos microorganismos

capaces de tolerar tanto las sales biliares como el verde brillante.
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PREPARACION DEL CALDO BRILA (VERDE-BRILLANTE-BILIS-

LACTOSA)

De acuerdo a las especificaciones técnicas del proveedor se realizaron los
célculos correspondientes. Se suspendio 14, 04g del polvo en 360ml de
agua destilada, disolver y calentar a 100°C durante 30 minutos. Distribuir
en tubos de 10 x 150mm agregar la cantidad de muestra respectiva y

colocar la campanita de Durham.

En la presente tabla se presenta a detalle el proceso que se realizé con

cada muestra. Incubar a 35 +- 1°C por 48h.

NUMERO DILUCION VOLUMEN VOLUMEN CONCENTRACION

DE TUBOS DE DE LA DEL DEL MEDIO

MUESTRA MUESTRA MEDIO

3 1072 1mL 10mL Simple
3 1072 ImL 10mL Simple
3 1073 1mL 10mL Simple
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PREPARACION DEL AGAR MAC CONKEY

El agar Mac Conkey fue preparado de acuerdo a las instrucciones del
fabricante con agua destilada, se calento6 para disolver. Se midié el pH con
el potenciometro, el valor de la medicion estuvo entre 6.9-7.3. Se llevo a
Autoclave a 121°C durante 15 minutos, luego se llevo a bafio Maria a 45°C.
Se comenzd el plagueo por duplicado con cada una de las diluciones
decimales. Se tom6 1mL de cada dilucion (107, 1072, 1073) y se inocul6 por
duplicado en las placas Petri conteniendo el Agar Mac Conkey por siembra
en superficie. Posteriormente todas las placas se incubaron a 36 +/- 1°C

durante un periodo de 24 horas.

Identificacién bioquimica de Escherichia coli

A partir de las colonias aisladas lactosa positiva se sembraron en los

siguientes medios:

» Agar lisina hierro (LIA)

Se suspendié 0,56g en 16mL de agua purificada. Reposar 5 minutos.
Calentar agitando con frecuencia y hervir durante 1 minuto hasta la
disolucién completa. Se distribuye en tubos y se procede a esterilizar en

autoclave a 121°C durante 15 minutos.

Enfriar y dejar solidificar en posicion inclinada (pico de flauta profundo)

A partir de un cultivo del microorganismo en estudio y mediante el uso de
aguja de inoculacién, inoculamos en el medio de cultivo, picando el fondo

y extendiendo sobre la superficie del mismo. Incubar a 36°C por 24h.
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Para poder interpretar los resultados: observamos el color del medio de

cultivo.

e Descarboxilacion de lisina:

Resultado positivo: Superficie alcalina/profundidad alcalina. (Pico

violeta/fondo violeta).

Resultado negativo: Superficie alcalina/profundidad &cida. (Pico

violeta/fondo amarillo).

e Desaminacién de lisina:

Resultado positivo: Superficie roja/profundidad acida.

e Producciéon de SH,:

Resultado positivo: Ennegrecimiento del medio de cultivo (especialmente

en el limite entre la superficie y profundidad).

Resultado negativo: El medio de cultivo permanece sin cambio de color.

» Agar triple azacar hierro (TSI)

Se suspendié 1g en 16mL de agua purificada. Dejamos reposar por 5
minutos. Mezclamos bien, calentamos con agitacion continua y hervir
durante 2 minutos hasta su disolucion total, realizando la distribucion en
tubos, llenandolos con un volumen que ocupa hasta la tercera parte de los

mismos. Procedimos a esterilizar en autoclave a 121°C por 15 minutos.
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Enfriamos y dejamos que el agar se solidifique en pico de flauta profundo.
Una vez aislado el cultivo puro del microorganismo en estudio, con aguja
de inoculacion, inoculamos en el medio de cultivo, picando el fondo y
extendiéndose sobre la superficie del mismo. Incubar a 36°C durante 24

horas.

Para la interpretacion del resultado, observamos si el medio de cultivo

cambia de color y la produccion de gas.

e Superficie alcalina/profundidad acida (pico rojo/fondo amarillo):

Quiere decir que el microorganismo solamente fermenta la glucosa.

» Superficie cida/profundidad acida (pico amarillo/fondo amarillo): Al
observar este cambio de color en el medio de cultivo quiere decir
gue este tipo de microorganismo fermenta lactosa, glucosa y/o

sacarosa.

= Superficie alcalina/profundidad alcalina (pico rojo/fondo rojo): El

microorganismo es no fermenta ningdn tipo de azucares.

= Al observar la presencia de burbujas o la ruptura del medio de cultivo

indican que el microorganismo produce gas.

> Medio RM-VP

Se suspendié 0,40g del polvo en 24mL de agua purificada. Dejamos
reposar por 5 minutos. Calentamos con agitacion frecuente y llevamos a
ebulliciobn para disolucion total. Distribuimos en tubos y esterilizamos en
autoclave a 121°C durante 15 minutos. La siembra se realiza por
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inoculacion directa a partir del cultivo en estudio. Incubar a 36°C durante

48 horas.

Examinamos los tubos para poder revelar las pruebas bioquimicas:

PRUEBA DEL ROJO METILO: Afadimos 2 gotas de la solucién de rojo de

metilo al 0,04%, observamos el color del medio.

Resultado positivo: Si se forma el color rojo.

Resultado negativo: Color amarillo.

PRUEBA DEL VOGES PROSKAUER: Afadir 0,6 mL de afta naftol al 5%

en alcohol etilico y 0,2 mL de hidroxido de potasio al 40% en 2,5mL de

cultivo.

Agitamos vigorosamente el tubo y dejamos a temperatura ambiente durante

15 minutos. Observar el color de la superficie del medio.

Resultado positivo: Si se observa la presencia de un color rojo en pocos

minutos después de una agitacion completa del tubo.

Resultado negativo: Ausencia de color rojo.

» Agar citrato de simmons

Se suspendi6 0,49 del polvo en 16mL de agua purificada. Dejamos reposar
por 5 minutos. Calentamos con agitacion continua hasta llevar a ebullicion
durante 2 minutos para que pueda disolverse totalmente. Distribuimos en
tubos y esterilizamos en autoclave a 121°C durante 15 minutos. Enfriamos

y dejamos solidificar en posicidn inclinada (pico de flauta). Sembrar
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estriando la superficie del medio de cultivo. Incubar a 36°C durante 24

horas.

Interpretacion de resultados:

Positivo: Crecimiento bacteriano con un intenso color azul en el pico de

flauta.

Negativo: Ausencia de crecimiento y permanencia del color verde del medio

de cultivo.

Determinacion de Sthaphyloccocus aureus

AGAR MANITOL HIPERTONICO

La preparacion del medio se realizdé de acuerdo a las instrucciones del
fabricante, se inicio el plaqueo por duplicado de las diluciones decimales.
Se tomd 1 mL de cada dilucién (10™, 1072, 1073) y se inoculo por duplicado
en las placas Petri conteniendo el Agar Manitol Hipertonico por siembra en
superficie. Posteriormente todas las placas se incubaron a 36 +/- 1°C

durante un periodo de 24 horas.

PRUEBAS DIFERENCIALES:

Catalasa:

En una lamina porta objeto se coloc6 una gota de perdxido de hidrogeno y
se incorpord una colonia, la bacteria reaccion6 originando la liberacion de
burbujas, que es caracteristico cuando se da la descomposicion del

peréxido de hidrogeno en agua y oxigeno. Reaccién positiva.
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Oxidasa:

Con el uso del asa bacteriologica se toma una muestra bacteriana a partir

de una colonia aislada proveniente de un cultivo de 24h.

Al ponerse en contacto la muestra con la tira de papel filtro impregnado el
reactivo de KOVACS, se observa una coloracion morada en un periodo no

mayor de 30segundos (positivo).

Coagulasa:

Para realizar esta prueba se utilizé el plasma sanguineo, se introdujo 2ml
en un tubo de ensayo, empleando el asa bacterioldgica, inocular la colonia
del microorganismo en estudio. Incubar a 37°C, observando cada 15
minutos tras incubacion de 4h, pero si es negativa debe incubarse hasta

24h.

Resultado positivo: Coagulacion del plasma.

Resultado negativo: El plasma permanece liquido.

3.4.3 Técnicas de analisis e interpretacion:

Los datos obtenidos se pasaron a cuadros con el fin de obtener la
variabilidad de resultados obtenidos en las 4 muestras de jugo de naranja
de los puestos de venta que se comercializaron en el Mercado Modelo de
Ica en el afio 2019, estos valores seran comparados con los valores
estandares establecidos por la Norma Sanitaria que establece los criterios
microbiolégicos de calidad sanitaria e inocuidad para los alimentos y
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bebidas de consumo humano (R. M. N° 591-2008/MINSA) para el caso de
Coliformes Totales, para ello se utilizé el método del nUmero mas probable
gue consiste de una prueba presuntiva y confirmativa. La serie de tres tubos
generalmente se utiliza para la mayoria de los alimentos. El resultado
positivo se demuestra por la presencia de gas y/o crecimiento microbiano
propiedad de microorganismos coliformes para producir gas a partir de la

fermentacion de lactosa dentro de las 48 horas de incubacién a 35 + 1 °C.

Las muestras analizadas 1 y 3 del Mercado Modelo de Ica, resultaron
positivos a la presencia de coliformes totales. En el recuento de los
coliformes presento valores que varian entre 43 y 210 NMP/mL, siendo el

limite minimo permisible 2700 NMP/mL.

En cuanto a la lectura de las placas de siembra del Agar Mac Conkey se
observé la presencia de colonias rojas fermentadores de lactosa, lo cual

son caracteristicas de las enterobacterias.

Para ello se realizaron pruebas bioquimicas diferenciales para confirmar la
presencia de Escherichia coli, en agar LIA, TSI, Citrato, RM-VP, resultando
positivos las muestras 1 y 3, los cuales concuerdan con los resultados

positivos en el recuento de coliformes totales.

La lectura de la siembra en Agar Manitol Hipertdnico se realizd con la
finalidad de aislar el crecimiento de Staphylococcus, transcurrido las 48
horas después de la siembra, se observo colonias amarillas que es
indicativo de presencia de microorganismos, para ello se realizaron

pruebas especificas de Catalasa, Coagulasa, Oxidasa; resultando positivo
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la M3, confirmando la presencia de Staphylococcus Aureus productores de

coagulasa y catalasa.

3.5. Aspecto ético:

Todo el proceso del analisis microbioldgico se realizard en estricta
confidencialidad y de exclusivo manejo por el investigador. La toma de la
muestra sera de forma andnima. Se colocara a disposicion en la biblioteca
de la facultad para que sirva como antecedente de una investigacion, con

la finalidad de continuar con el estudio y abarcar mas en el tema.
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CAPITULO IV

RESULTADOS Y DISCUSIONES

4.1. Resultados

Resultados de las pruebas para determinar el nUmero mas probable de las
muestras de jugo de naranja que se comercializa en el Mercado Modelo de
Ica colectadas y procesadas el 16 de agosto del 2019. El método del NMP
es un método estadistico con una confiabilidad de 95%. Se presentan en

una sola tabla el resultado de las 4 muestras analizadas.

CUADRO N° 1
Cadigo Numero NMP/mL Limite Observaciones
de caracteristico minimo
muestras permisible/mL

M1 3,2,1 150 100 Inaceptable
M2 3,1,1 70 100 Aceptable
M3 3,2,2 210 100 Inaceptable
M4 3,2,0 90 100 Aceptable

NMP: Numero Mas Probable
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RESULTADOS POSITIVOS/NEGATIVOS DE PRUEBAS BIOQUIMICAS PARA Escherichia coli.

CUADRO N°2
CODIGO PRUEBAS BIOQUIMICAS
DE
VMUESTRA| TSI RM LIA CTRATO | VP
PRODUCCION [ DESAMINACION [DESCARBOXILACION
M1 |Posmvo|posmvol__PEHS: DELISINA __ |DE LISINA NEGATVO|NEGATNVO
NEGATNO | NEGATNO POSITVO
M2 INEGATVOPOSTVO| NEGATNO |  POSITVO NEGATVO  |NEGATNVO|NEGATNO
M3 |POSITVO|POSITVO| NEGATVO | NEGATNO POSTNVO  |NEGATNVO|NEGATNO
M4 [NEGATVONEGATVG NEGATNO | NEGATNVO NEGATNO  |NEGATNO| POSITVO
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RESULTADO POSITIVO/NEGATIVO DE PRUEBAS BIOQUIMICAS PARA

Staphylococcus aureus.

CUADRO N°3
CODIGO DE
MUESTRA OXIDASA
M1 NEGATIVO
M2 POSITIVO
M3 NEGATIVO
M4 NEGATIVO

4.2. Discusion de resultados:

CATALASA

NEGATIVO

NEGATIVO

POSITIVO

NEGATIVO

COAGULASA

NEGATIVO

NEGATIVO

POSITIVO

NEGATIVO

El estudio se realiz6 mediante un enfoque basico, descriptivo no

experimental. La poblacién estuvo constituida por 4 puestos de venta de

jugo de naranja del Mercado Modelo de la ciudad de Ica, de la que se

extrajo una muestra de jugo de naranja no pasteurizado por cada puesto

de venta.
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El crecimiento de coliformes totales se hall6 en 50% de las muestras
analizadas donde se encontraron por encima de los limites minimos
permisibles 100 NMP/mL, este resultados es similar al estudio realizado por
Galarza (1) evalu6 alimentos sin tratamiento térmico (jugo de frutas, sandia,
rodajas de pifia) en las calles del Cercado de Lima reportando un 100% de
coliformes totales, el 30% esta fuera del limite permitido y el 70% esta
dentro del limite maximo permitido por la Norma Técnica de Salud; asi
mismo, Garcia y Rodriguez (3) realizaron la determinaciéon de indicadores
de contaminacion e identificacion de levaduras aisladas a partir de jugos y
refrescos naturales hallando que en aquellos jugos de frutas pasteurizadas
la carga bacteriana fue menor a los no pasteurizados tanto en coliformes
como en levaduras. La presencia de estas bacterias se debe a la utilizacion
de agua no segura lo cual es un vehiculo de transmision de
microorganismos, como también el uso continuo del agua tanto en el lavado
de las frutas y la mano del manipulador, también se constaté que
actualmente no portan la indumentaria adecuada e incluso se observo el
uso de aros y relojes que explican la falta de higiene en los procesos de
manipulacion y/o expendio de estos jugos al consumidor. La OMS (2015),
corrobora con esta acepcion, asegurando que la mayoria de las ETAs, son
ocasionados por una manipulacion inadecuada de los alimentos y que no
todos los manipuladores entienden la importancia de adoptar practicas
basicas de higiene al momento de preparar cualquier tipo de alimento, asi
mismo lo explica el MINSA (2003) en el Reglamento Sanitario de

Funcionamiento de Mercados de abasto.
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El crecimiento de Escherichia coli se reporté en el 50% del total de
muestras, este estudio es similar al estudio realizado por Flores (4) hallé
que las frutas de Citrus sinensis (naranja) evaluadas en los mercados de
Puno y Juliaca superan en 100.00% los limites establecidos (limite

permisible =102 -103) de Escherichia coli.

Se hallo Staphylococcus aureus en las muestras que representan el 25%
del total de ellas; esto se relaciona con la contaminacién ocasionada por
parte del manipulador ya sea por mala higiene o como portador de la
bacteria. Respecto a esto, Kishimoto et al. (2004) expone que la presencia
de S. aureus se encuentra en las manos de los manipuladores de los
alimentos y el INS (2011) que la presencia de esta bacteria se debe a la

contaminacion cruzada y a los manipuladores de los alimentos.

En cuanto a la persona que comercializa este tipo de alimentos, se encontrd
gue el 50% de las personas que elaboran los jugos de naranja tienen las
ufias pintadas, portan pulseras y no se lavan adecuadamente las manos y
el 100% no emplean la vestimenta reglamentaria completa y no hacen el
uso correcto de ello, que es lo contrario a lo que establece en los articulos
19 y 20 del Reglamento Sanitario De Funcionamiento De Mercados De
Abasto (Resoluciéon Ministerial N° 282-2003-Sa/Dm) - Minsa (2003) que
indica que todo personal que manipula los alimentos debe portar
indumentaria de colores blancos o claros ya que se observé que algunos
de los puestos portan indumentaria de otro color y que debe estar libre de
cualquier tipo de accesorios en las manos. Asi como también en cuanto a

los ambientes, enseres e implementacion el 50 % tienen los tachos de
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basura sin tapa, datos que se contradicen a lo establecido en el articulo 41
del reglamento antes mencionado; el mismo que estipula que los residuos
se deberan depositar en recipientes de facil limpieza y con una bolsa de

plastico en el interior.
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CONCLUSIONES

Se determind la presencia de microorganismos bacterianos por
encima de los limites minimos permisibles en los jugos de naranja
gue se comercializan en el Mercado Modelo de Ica en el afio 2019,
en un 50% del total de muestras analizadas.

Se determiné la presencia de coliformes totales en los jugos de
naranja adquiridos, sin embargo, un 50% se consideran
inaceptables para el consumo humano (NTS N° 071 -
MINSA/DIGESA-V.01).

Del total de muestras analizadas se determind que un 50% fueron
Escherichia coli, microorganismos bacterianos que indican
condiciones higiénicas inadecuadas, asi como el empleo de agua no
segura.

La presencia de microorganismos patégenos como Staphylococcus
aureus, se determiné en un 25% del total de muestras analizadas de

jugo de naranja que se comercializa en el Mercado Modelo de Ica.
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RECOMENDACIONES

Realizar la vigilancia higiénica sanitaria las municipalidades
correspondientes de los mercados de abasto a través de sus
autoridades y funcionarios, DIGESA y otros, para garantizar la
calidad de los productos que se comercializan en el Mercado Modelo
de Ica, ya que en la actualidad no estan cumpliendo con esta
normativa.

Informar mediante tripticos, charlas las buenas préacticas de higiene
y manipulacion, para disminuir la presencia de Escherichia coli en
los alimentos.

Capacitar a las personas que comercializan este tipo de alimento
sobre las buenas practicas de manipulacion de alimentos, ya que

somos portadores de estos microorganismos.
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MATRIZ DE CONSISTENCIA

ANEXO 01

Presencia de carga bacteriana en jugos de naranja que se comercializan en el Mercado Modelo de Ica.

PROBLEMA GENERAL

OBJETIVO GENERAL

HIPOTESIS

VARIABLES

POBLACION
Y MUESTRA

METODOLOGIA

¢ Cual sera la carga
bacteriana que se podra
encontrar en el jugo de
naranja adquirido en el
Mercado Modelo de Ica en
al afio 2019?

Determinar la presencia de
microorganismos
bacterianos en el jugo de
naranja que se comercializa
en el Mercado Modelo de Ica
en el afio 2019.

Existe presencia de
microorganismos bacterianos
por encima del limite minimo
permisible en el jugo de naranja
qgue se comercializa en el
Mercado Modelo de Ica en el
afio 2019.

PROBLEMAS
ESPECIFICOS

OBJETIVOS
ESPECIFICOS

HIPOTESIS ESPECIFICAS

Variable
Dependiente:
carga
bacteriana.

¢ Existira presencia de
Coliformes totales en el
jugo de naranja adquirido
en el Mercado Modelo de
Ica en el afo 2019

Determinar la presencia de
Coliformes totales en el jugo
de naranja que se
comercializa en el Mercado
Modelo de Ica en el afio
2019.

Existe presencia significativa de

Coliformes totales en el jugo de

naranja que se comercializa en

el Mercado Modelo de Ica en el
afio 2019.

¢ Existira presencia de
Escherichia coli en el jugo
de naranja adquirido en el
Mercado Modelo de Ica en
el afio 2019?

Determinar la presencia de
Escherichia coli en el jugo
de naranja que se
comercializa en el Mercado
Modelo de Ica en el afio
2019.

Existe presencia significativa de
Escherichia coli en el jugo de
naranja que se comercializa en
el Mercado Modelo de Ica en el
afio 2019.

Variable
Independiente:
jugo de naranja.

¢ Existira presencia de
Staphylococcus aureus en
el jugo de naranja adquirido
en el Mercado Modelo de
Ica en el afio 2019?

Determinar la presencia de
Staphylococcus aureus en el
jugo de naranja que se
comercializa en el Mercado
Modelo de Ica en el afio

2019.

Existe presencia significativa de
Staphylococcus aureus en el
jugo de naranja que se
comercializa en el Mercado
Modelo de Ica en el afio 2019.

La poblacion y
muestra estara
conformada por 4
puestos de venta
de jugos de
naranja en el
Mercado Modelo
de Ica en el afo
2019.

Tipo de
Investigacion:
Basica o
fundamental.
Metodo de
investigacion:
Descriptivo.
Disefio de la
investigacion: No
experimental.
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ANEXO 0.2

NUMERO MAS PROBABLE (NMP) DE BACTERIAS, SEMBRANDO TRES TUBOS POR CADA DILUCION

No. de tubos Positivos en cada Limites de confianza

dilucion NMP/g 6 ml

Diluciones Infer. |Super. |infer. |Super.
10" 10° 10° 99% 95%

0 1 0 3 <1 23 <1 17

1 0 0 4 <1 28 1 21

1 0 1 7 1 35 2 27

1 1 0 7 3 36 2 28

1 2 0 11 2 44 4 35

2 0 0 9 1 50 2 38

2 0 1 14 3 62 5 48

2 1 0 15 3 65 S 50

2 1 1 20 5 77 8 61

2 2 0 21 5 80 8 63

3 0 0 23 4 177 7 129
3 0 1 40 10 230 10 180
3 1 0 40 10 290 20 210
3 1 1 70 20 370 20 280
3 2 0 90 20 520 30 390
3 2 1 150 30 660 50 510
3 2 2 210 50 820 80 640
3 3 0 200 <100 1900 100 1400
3 3 1 500 100 3200 200 2400
3 3 2 1100 200 6400 300 4800

Fuente: Gaviria, Blanca C., Manual de Prdcticas de Microbiologia de Alimentos, 1997, Bogota,
Colombia, Carrera de Bacteriologia PUJ.
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ANEXO 0.3
FIGURA N° 1: PUESTOS DE VENTA DE JUGO DE NARANJA.

FIGURA N° 2: PREPARACION DE LOS MEDIOS DE CULTIVO.
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FIGURA N° 3: PREPARACION DE DILUCION DE MUESTRAS.

FIGURA N° 4: PROCESAMIENTO DE MUESTRAS
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FIGURA 5: SIEMBRA EN LOS MEDIOS DE CULTIVO.

FIGURA 6: INCUBACION DE LOS MEDIOS DE CULTIVO.
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FIGURA 7: CRECIMIENTO BACTERIANO EN LOS DIFERENTES

MEDIOS DE CULTIVO

FIGURA 8: PRUEBA DE LA CATALASA.
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FIGURA 9: PRUEBA DE RM-VP.

56



