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RESUMEN

El presente trabajo tuvo como objetivo determinar la actividad bactericida del
agua de plata sobre ensaladas listas para el consumo humanoen restaurantes
ubicados en las cercanias de la Universidad Técnica de Ambato campus
Ingahurco.

El muestreo se realizo del total de ensaladas expendidas en los puestos de comida,
y para su analisis se utilizaron placas Petrifilm para indicadores de contaminacion:
mesofilos aerobios, E.coli/coliformes, mohos y levaduras. Se proceso la primera
diluciéon de las muestras para determinar la carga microbiana inicial presente,
posteriormente se someti0 a un tratamiento de volimenes iguales con las
concentraciones de 5ppm y 10ppm de agua de plata, al primer minuto se elabor6
la primera siembra en las placas para los indicadores de contaminacion y
transcurridos los cinco minutos la segunda siembra. Los cultivos se procesaron
segun sus requerimientos y una vez culminado el tiempo de incubacién se realizo
el recuento microbioldgico.

Mesofilos aerobios presentaron una carga microbiana superior al permisible en un
45% de las muestras, Coliformes totales en un 35% y levaduras en un 12.5%
mientras que E. coli y mohos no presentaron cargas microbianas superiores a lo
permisible. Para la parte estadistica se trabajo con la comparacién de las medias
del total de los datos obtenidos en los factores en los que se puede observar el
efecto que presentd cada concentracién sobre la carga microbiana inicial segun el
tiempo de contacto.
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El agua de plata logrd reducir considerablemente més del 80% de la carga
microbiana inicial presente en el total de las ensaladas estudiadas, siendo
aceptables para el consumo humano. La combinacion de la mayor concentracion y
tiempo de exposicidn fueron eficaces para la reduccion de la carga microbiana a
excepcion de los mohos, quiénes, a pesar de haber sido reducidos en gran medida,
por su diferente estructura al de las bacterias no presentaron una disminucion
considerable.

PALABRAS CLAVES:

BACTERICIDA, MICROBIANO, INDICADORES, CONTAMINACION,
CONCENTRACIONES, CULTIVO.
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SUMMARY

The present work had as objective to determine the bactericidal activity of the
silver water on salads ready for the human consumption in restaurants located
near the Technical University of Ambato campus Ingahurco.

Sampling was performed on the total salads sold at the food stalls, and Petrifilm
plates were used for contamination indicators: aerobic mesophiles, E.coli /
coliforms, molds and yeasts. The first dilution of the samples was processed to
determine the initial microbial load present, then it was subjected to a treatment of
equal volumes with the concentrations of 5ppm and 10ppm of silver water, at the
first minute the first planting was made in the plates for the Contamination
indicators and after five minutes the second planting. The cultures were processed
according to their requirements and once the incubation time had elapsed, the
microbiological count was performed.

Aerobic mesophiles had a higher than permissible microbial load in 45% of
samples, total coliforms by 35% and yeasts by 12.5%, whereas E. coli and molds
showed no higher than permissible microbial loads. For the statistical part we
worked with the comparison of the means of the total of the data obtained in the
factors in which we can observe the effect that each concentration had on the
initial microbial load according to the contact time.
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The silver water managed to reduce considerably more than 80% of the initial
microbial load present in the total of the studied salads, being acceptable for the
human consumption. The combination of the highest concentration and time of
exposure were effective for the reduction of microbial load except for molds,
which, despite being greatly reduced, because of their different structure to that of
the bacteria did not present a considerable decrease.

KEYWORDS:

BACTERICIDE, MICROBIAL, INDICATORS, CONTAMINATION,
CONCENTRATIONS, CULTURE.
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INTRODUCCION

De acuerdo a la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) El consumo habitual de
alimentos insalubres en puestos de comida ambulantes y algunos restaurantes,
tiene una gran participacion en la incidencia de enfermedades gastrointestinales,
esto debido a que no poseen las correctas medidas sanitarias o carecen de las

mismas(1).

En las universidades, debido a las actividades individuales, distancias que
recorren los estudiantes diariamente y a los habitos alimenticios, cada vez tienen
menos tiempo disponible para trasladarse a sus hogares para su alimentacion, es
por ello que esta poblacion se ve en la necesidad de acudir a restaurantes y puestos
de comida ambulantes mas cercanos a las instituciones educativas con mayor
frecuencia, raz6on por la cual gran parte de esta poblacion ha

padecidoocasionalmente enfermedades transmitidas por alimentos (2).

Son muchos los agentes bacterianos que ocasionan procesos diarreicos agudos y
cronicos destacdndose microorganismos como; Klebsiella pneumoniae, (bacteria
habitual del tracto digestivo) E. coli, Yersinia enterocolitica, Staphylococcus
aureus, Salmonella spp, Campylobacter jejuni, Listeria monocytogenes,
Clostridium perfringes, Vibrio cholerae y Norovirus(1)(3)(4). los mismos que en
su mayoria son adquiridos por alimentos contaminados afectando directamente en

la salud del consumidor.

Al ser el al agua de plata una solucion con gran poder bactericida cuyo
mecanismo de accion involucra varios puntos diana de microorganismos
unicelulares como la pared celular, proteinas y enzimas importantes para su
metabolismo y reproduccion(5).En este estudio se analiza dicho efecto sobre
microorganismos indicadores de contaminacion presentes en ensaladas
expendidas en los restaurantes y puestos de comida ambulantes méas cercanos a

una institucion de educacion superior.



El objetivo de este estudio se enfoca en encontrar la mejor combinacion de los
factores de concentracion y tiempo de exposicion del agua de plata frente a la
carga microbiana presente en las ensaladas con el fin de reducir al minimo dicha

carga y sea aceptable para el consumo humano.

Las concentraciones de agua de plata evaluadasfueron de S5ppm y 10ppm con un
tiempo de exposicion de 1min y 5min en donde la mejor interaccion de variables
demostraré una disminucion significativa de la carga microbiana inicial, revelando
un método eficaz en el proceso de desinfeccion de verduras y hortalizas,
proporcionando a la comunidad un alimento seguro y de calidad lograndose

reducir la tasa de morbilidad ocasionada por el consumo de alimentos insalubres.

La comprobacion de la hipdtesis se logré mediante el anlisis global de los datos
obtenidos en la matriz de estudio independientemente del restaurante en el que se
haya tomado las muestras de ensaladas, comparandose las medias de la carga
microbiana para evaluar si existié 0 no una disminucion significativa de la carga
microbiana inicial. Encontrandose que el mejor binomio de concentracion y
tiempo eficaces en la reduccion de la flora microbiana presentes en la matriz de

estudio son en 10ppm de agua de plata por 5 minutos.



CAPITULO |

1. EL PROBLEMA

TEMA

DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD BACTERICIDA DEL AGUA DE
PLATA SOBRE ENSALADAS LISTAS PARA EL CONSUMO HUMANO
EN RESTAURANTES CERCANOS A UNA INSTITUCION DE
EDUCACION SUPERIOR

1.1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

1.1.1. Contextualizacion

Segun la Organizacion Mundial de la Salud, anualmente alrededor del mundo se
estima que una de cada diez personas se enferma por el consumo de alimentos
insalubres; aproximadamente 600 millones de casos en total y 42.000 personas

fallecen por esta causa(l).

Existen varios factores que pueden afectar a los aspectos relacionados con la
inocuidad de los alimentos, tales como: deficiencias sanitarias de los
manipuladores (inadecuado lavado de manos, manipulacion excesiva o incorrecta
y insuficiente proteccion de los alimentos), controles sanitarios insuficientes y
problemas sanitarios originados por los consumidores (hablar sobre los alimentos,
tocar los alimentos con las manos y derrame de los alimentos)(6). Factores que
favorecen a la contaminacion y proliferacion de bacterias perjudiciales para la

salud.



El primer informe mundial sobre la resistencia bacteriana a los antibioticos
lanzada por la OMS pone en manifiesto que: “La resistencia a los
antimicrobianos, y en particular a los antibidticos ha dejado de ser una prevision
para el futuro, es en todas las regiones del mundo una realidad que puede
perjudicar a cualquier persona”(7). Incrementandose las campafas de prevencion
de enfermedades para evitar el contagio de bacterias potencialmente patdgenas

que atenten contra la salud y puedan desarrollar resistencia a los antibioticos.

En diversos paises del mundo, se han reportado resistencias bacterianas a algunos
de los recursos terapéuticos para estas bacterias. Klebsiella pneumoniae
(antibioticos carbapenemicos), Neisseria gonorroeae (cefalosporinas de tercera

generacion), Staphylococcus aureus (meticilina) y E. coli (fluoroquinolonas)(7).

Durante décadas cuando algunos farmacos aparecieron, la resistencia bacteriana
era practicamente nula. Los resultados de las resistencias antibidticas descritos
anteriormente pueden corresponder mayormente a las automedicaciones
realizadas por la comunidad, el incumplimiento del tratamiento y la reutilizacion

de los mismos.(7)(8).

Existen multiples estudios que atribuyen a la plata, cualidades bactericidas que
pueden ser aprovechados en innumerables campos de la medicina como

tratamiento y prevencion de enfermedades de origen bacteriano y viral (9)(10).

Un estudio realizado en la universidad de Boston pone en manifiesto las ventajas
del uso de la plata como potente bactericida de un nimero de cepas patdgenas,
beneficio atribuido debido a los multiples puntos diana que presenta sobre la
membrana bacteriana, el acido desoxirribonucleico (ADN), y las enzimas que

permiten procesos como la respiracién y el intercambio de nutrientes con el medio

(8)

En Honduras, el estudio denominado “Enfermedades digestivas, respiratorias y

circulatorias producidas por los alimentos, en los restaurantes de la Universidad



Pedagogica Nacional Francisco Mozaran” demostrd que gran parte de esta
poblacion estudiantil ha presentado enfermedades de origen alimentario al menos
una vez en el transcurso de su vida universitaria (2) lo cual afecta directamente en

la salud y rendimiento escolar.

En Ecuador existen escasas publicaciones sobre las cualidades que otorga la plata
coloidal en el tratamiento y prevencién de enfermedades; método bactericida con
agua de plata que no ha logrado ser introducido en el mercado como una mejor
opcidn en la prevencion de enfermedades transmitidas por alimentos; tomando en
cuenta que el mayor nimero de enfermedades que padece la humanidad son
adquiridas a traves de la boca, buscandose en el trabajo planteado evaluar la
eficacia del agua de plata como bactericida en microorganismos indicadores de

contaminacion a partir de ensaladas listas para el consumo humano.

En la provincia de Tungurahua no se han registrado estudios microbioldgicos
sobre el uso del agua de plata. Sin embargo, en un trabajorealizado en la
Universidad Técnica de Ambato sobre distintas hortalizas denominado
“Desarrollo de una tecnologia innovadora de procesamiento minimo para la
conservacién de hortalizas frescas previamente tratadas con aceite esencial de
tomillo” se evidencio que antes de ser sometidas a diferentes tratamientos estas
presentaron altas cargas microbianas no aptas para el consumo humano,
incluyéndose la presencia de Salmonellaspp, razon por la cual se hace
indispensable el empleo de métodos eficaces en la eliminacidn de cepas patogenas

en productos alimenticios como las verduras y hortalizas(11).
1.1.2. Formulacién del Problema
¢Cuél es la mejor concentracion y tiempo de exposicion en que el agua de plata

presenta un gran espectro bactericida sobre las bacterias indicadoras de

contaminacion presentes en ensaladas listas para el consumo humano?



1.1.3. Interrogantes de la Investigacion

e ;Cuales son los contaminantes presentes en las muestras?

e ;Cual es la carga bacteriana presente en las muestras?

e ;Cual es el espectro de accidn del agua de plata sobre microorganismos

indicadores de contaminacion?

1.2. JUSTIFICACION

El presente proyecto de investigacion es de interés en la sociedad debido al alto
indice de estudiantes que han presentado enfermedades gastrointestinales por
haber consumido alimentos contaminados en los distintos restaurantes ubicados
en las cercanias de las instituciones educativas. La proliferacion de bacterias a
partir de manos contaminadas es una de las causas principales que provoca
infeccion en las personas que consumen alimentos en restaurantes(12); la
investigacion busca evitar las toxiinfecciones por consumo de alimentos
contaminados, disminuyendo la carga bacteriana, asegurando la salud del

consumidor.

Este trabajo dara a conocer un método seguro, econdémico y sobre todo eficaz en
el proceso de desinfeccion de alimentos a la poblacién en general, procurando
mejorar la salud y evitar enfermedades de origen bacteriano que puedan

desencadenar en el descenso de la salud.

Es de importancia la investigacién microbiol6gica sobre las ensaladas que son
componentes principales de alimentos expendidos a la poblacién estudiantil, al
igual que mejorar las medidas higiénico — sanitarias de los puestos de comida.
Para lo cual, en este estudio se evalua la actividad bactericida del agua de plata
como un eficiente antimicrobiano en el tratamiento de alimentos, gracias a que se
dispone de la bibliografia actualizada, recursos econdmicos, fisicos, humanos y el

conocimiento necesario para el desarrollo del proyecto, en donde los beneficiarios
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seran la poblacion en general ya que podran evitar contraer enfermedades de

transmision alimentaria y por tal razon tener un buen estado de salud alimentaria.

1.3. OBJETIVOS
1.3.1. Objetivo General
e Determinar la actividad bactericida del agua de plata sobre ensaladas listas
para el consumo humano en restaurantes, cercanos a una institucion de
educacion superior

1.3.2. Objetivos Especificos

o Identificar los tipos de bacterias 0 agentes contaminantes presentes en las

muestras

e Determinar la carga microbiana presente en las muestras.

e Determinar el espectro de accion del agua de plata sobre microorganismos

indicadores de contaminacion.



CAPITULO 11
2. MARCO TEORICO

2.1.- ESTADO DE ARTE

Desde hace siglos la plata ha sido utilizada para prevenir y luchar contra una
amplia gama de enfermedades (13) al igual que en la desinfeccion del agua y en el
tratamiento de heridas crénicas por el efecto bactericida que presenta frente a los
microorganismos Gram positivos y Gram negativos. En el afio 1940 con la
introduccidn de los antibioticos al mercado se produjo una baja significativa en su
utilizacion;no obstante, actualmente debido a las multiples resistencias
presentadas por las bacterias a ciertos medicamentos, vuelve a ser aplicada en el

tratamiento y prevencion de enfermedades de origen bacteriano(14).

Un estudio realizado por Ivan Sondi y Branka Salopek-Sondi titulado: “Las
nanoparticulas de plata como agente antimicrobiano”(15). Se probd el uso
bactericida frente a E. coli como un modelo para las bacterias Gram negativas.
Estudio que confirmé el dafo de la membrana celular bacteriana, observandose la
acumulacion de nanoparticulas de plata en toda la superficie del microorganismo,
evidenciandose la presencia de “hoyos” en la membrana cuya morfologia pone en
evidencia una alta permeabilidad produciendo la muerte celular. De la misma
manera evaluaron la efectividad bactericida de la plata frente a Staphylococcus
aureus para bacterias Gram positivas, encontrandose dafios similares a los
presentados en la cepa de E. coli(16). Otras cepas habitualmente patdgenas
también presentaronuna alta sensibilidad a la exposicién de nanoparticulas de

platadestacandose; P. Aeuriginosa, y Bacillus subtilis(14).

Jara Santamaria en su estudio “Efecto antibacteriano del agua de plata sobre
microorganismos indicadores de contaminacion aislados de manos de

manipuladores de alimentos de cuatro cafeterias de un centro de educacién



superior” reveld la presencia de Coliformes totales, Mesofilos aerobios,
Escherichia coli, y Staphylococcus aureusen las manos del personal manipulador
de cuatro cafeterias estudiadas, donde Mesofilos aerobios y coliformes totales
sobrepasan el limite establecido. La presencia de nimeros considerables de E. coli
en alimentos indicacontaminacion fecal, implicando un alto riesgo de la existencia
de un microorganismo patégeno, como en el caso de la cepa E. coli O157:H7 cuya
dosis infectiva es extremadamente baja. Tras la exposicion de los
microorganismos al agua de plata encontr6 que disminuye la carga bacteriana en
mas del 50% de su contaje inicial presente en las manos de los manipuladores de

alimentos(17).

Después de la Salmonelosis, Listeria monocitogenes es la bacteria responsable de
una alta mortalidad por enfermedades transmitidas por la dieta alimenticia;siendo
importante causa de septicemia, abortos e infecciones del sistema nervioso
central(18). Juan J. Quispe y Victor Sdnchez en suestudio titulado: “Evaluacion
Microbiologica y Sanitaria de puestos de venta ambulatoria de alimentos del
distrito de Comas, Lima — Peru”. Afirman: que el uso de elementos crudos en la
preparacion de ensaladas evidencia una alta concentracion de coliformes fecales,
ademas del uso de telas de algoddn y cubiertas de plastico para recubrir las

ensaladas los cuales potencian la multiplicacion microbiana(19)

2.2. FUNDAMENTACION TEORICA

2.2.1 Antisépticos y desinfectantes

2.2.1.1Antisépticos

Son sustancias quimicas tépicascon actividad biocida de amplio espectroque se
aplican sobre la piel y tejidos vivos, con capacidad de destruir o inhibir el
crecimiento bacteriano, ademas deben cumplir con los criterios de eficacia e
inocuidad. Al no poseer actividad selectiva, eliminan todo tipo de gérmenes

incluyendo aquellos microorganismos patdgenos oportunistas(20).



La OMS, describe a los antisépticos como un tipo de desinfectante cuyo objetivo
principal es eliminar los microorganismos presentes sin afectar las estructuras
celulares humanas, para lo cual debe existir un control adecuado de la cantidad del
antiséptico que se aplica, debido a que una exposicidn a altas concentraciones
puede ser toxico para los tejidos vivos(21). A pesar que algunos antisépticos se
aplican sobre piel, mucosas externas, heridas y quemaduras para el control de
microorganismos patdgenos oportunistas, muchos de estos no son convenientes
para aplicarlos sobre heridas abiertas, esto debido a que interfieren en el proceso
de cicatrizacion por sus efectos citotoxicos directos sobre fibroblastos y
gueratinocitos(20). Una de las normas importantes antes de aplicar un antiséptico
es asegurarse que la persona a utilizar el producto no sea alérgica a éste, ademas
de que la piel debe haber sido sometida a una limpieza previa para eliminar un
exceso en la carga bacteriana y optimizar la actividad del antiséptico. Otras
normas importantes a tomarse en cuenta es respetar las concentraciones
recomendadas por el fabricante y finalmente no mezclar diferentes

antisepticos(22)

2.2.1.2 Desinfectante

Agentes quimicos que destruyen o inhiben la proliferacion bacteriana de
microorganismos patdgenos en fase vegetativa 0 no esporulados.Debido a su alta
toxicidad celular se aplican sobre materiales y objetos inanimados para prevenir
infecciones(21). El procedimiento de desinfeccion se puede realizar por métodos
quimicos y fisicos, los cuales se clasifican segun su efectividad sobre los
microorganismos en alto, medio y bajo nivel. Un desinfectante de alto nivel tiene
una accion letal sobre todas las formas vegetativas de los microorganismos
incluyendo bacterias, virus y hongos, aunque no elimina toda forma de vida
bacteriana puesto que no siempre destruye algunas esporas, dentro de este grupo
tenemos al glutaraldehido. Los desinfectantes de nivel intermedio como el
hipoclorito de sodio y alcohol etilico al 70% no necesariamente eliminan bacterias
formadoras de esporas, aunque si destruyen microorganismos patdgenos. Los
desinfectantes de nivel bajo como los componentes cuaternarios de amonio

destruyen a la mayoria de bacterias no esporuladas, ademas de la inactivacion de
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algunos virus (23)(24). Para que un desinfectante sea considerado ideal para su
uso debe cumplir con varias caracteristicas. Deben ser faciles de usar, no necesitar
proteccion especial para su uso, no presentar toxicidad (no volatil), gran capacidad
de limpieza, olor agradable, que no oxide ni altere el material, y no sea dafiino
para medio ambiente y el medio laboral (23).

2.2.1.3 Bactericida

El sufijo cida, proviene del termino latin caedere que significa matar. En muchos
agentes quimicos estos sufijos determinan su actividad, en este caso el termino
bactericida significa que mata bacterias independientemente del espectro de
accion que presente. Se denomina una sustancia bactericida de amplio espectro
aquella capaz de inhibir o eliminar la carga bacteriana de distintas familias Gram
positivas y Gram negativas. También se encuentran sustancias fungicidas que
eliminan hongos, y aun mas que eso se encuentran los germicidas que matan
gérmenes en general (25).

2.2.2LAPLATA

La plata, al no ser particularmente toxica para los humanos debido a que cuando
es ingerida este se absorbe en pequefias cantidades, no existe peligro biolégico por
acumulacion en el organismo. No exceptuando la posibilidad de producirse
argirosis si existe una exposicion a altas concentraciones de platadurante un largo
periodo(5). La dosis de este metal capaz de provocaralteracion varia de acuerdo al
organismo,el cuerpo humano contiene 1mg de plata aproximadamente,

encontrandose valores minimos de4-5g en los casos reportados por argiriosis(26)

Desde la antigtiedad ha sido uno de los metales méas explotados en la industria de
la medicina, metalurgia y joyeria teniendo un gran impacto en el area de la salud,
tratdndose de un metal capaz de interrumpir algunos enlaces quimicosesenciales
en las bacterias para su supervivencia y a la vez presentando una muy baja
toxicidad en las células unicelulares(27). Razén por la cual ha sido utilizado
durante décadas con propdésito de limitar o eliminar la carga bacteriana de
patdgenos en heridas mucosas y quemaduras(28). Ademas del tratamiento de

potabilizacion del agua luego de mudltiples estudios realizados que informaron
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gran efectividad sobre la actividad bactericida de la plata tras el revestimiento de
los sistemas de filtracion con la misma para esterilizar el agua de uso domestico
(27)(29).

2.2.2.1 Compuestos de plata:

En el mercado existen muchos compuestos de plata destinados a cumplir una
funcidnespecifica debido a los multiples beneficios que presenta la misma(30). En
el campo de la medicina algunos de estos compuestos potencian la actividad
antibidtica sobre bacterias, levaduras y/o mohos(13).Podemos recalcar
compuestos como plata coloidal, iones de plata, nanoparticulas de plata, sales de
plata, oxido de plata, plata metalica y nitrato de plata, de entre las cuales las tres
primeras han sido las mas utilizadas y estudiadas como bactericidas sin prejuicios
para la salud(31)(29)(32).

2.2.2.2 Plata coloidal:

La plata coloidal es una suspensién de particulas de plata quese obtiene mediante
una serie de procesos quimicos o eléctricos que las separa a partir de un trozo mas
grande con un tamafio de 1-10 nm (la millonésima parte de un metro)(10). Las
moléculas de plata estan disueltas en determinados liquidos de suspension (soles)
dando lugar a la formacién de coloides de proteccion de naturaleza proteica que
rodean la particula de plata brindandole estabilidad en el medio y evitando su
aglomeracién, ademas de cargarse eléctricamente debido a la pérdida progresiva
de iones de plata(5). Este proceso electro-coloidal para la obtencidn de particulas
de plata presenta un gran poder antibiético natural y preventivo contra infecciones

mediante varios mecanismos de accion(33).

2.2.2.3 lones de plata:

Es un producto derivado de la plata obtenido a partir de una dilucién de formas
quimicas de la misma como las sales de plata y el nitrato de plata.Es una
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disolucion de iones de plata cargados positivamente en un medio acuoso con un

tamafio menor a 0.1 nm caracterizado por presentar gran poder bactericida (5).

2.2.2.4 Nanoparticulas de plata:

Son moléculas de plata con un tamafio que oscila entre 1 y 100 nm obtenidas por
métodos de produccion ascendentes (top-down) y descendentes (bottom-up) que
conducen a la obtencién de particulas variables en tamafio, estabilidad y
morfologia. Caracteristicas que se cree que potencia las cualidades antibacteriales
a las nanoparticulas de plata segun el origen sintético de la misma; Fisica,

Quimica o bioldgica(14).

2.2.2.5 Agua de plata:

Es una solucién de iones de plata obtenida por un proceso electrolitico a partir de
un trozo puro mas grande de este metal, en donde los atomos de plata han perdido
un electron permitiendo que se puedan disolver en un medio acuoso como el agua
destilada(17). El proceso de produccion del agua de plata es un proceso puro en el
que no hay interferencia de productos quimicos que en un futuro puedan causar
toxicidad y/o reacciones alérgicas en el individuo que la consuma, ni causar un

efecto antagonista con medicamentos.
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Las propiedades de los compuestos de plata se describen a continuacion en la

tabla
N°1
Tabla 1: Propiedades de los compuestos de plata
COMPUESTO | METODO DE | FUENTE | TAMANO | ACTIVIAD
OBTENCION
Plata coloidal Procesos Plata pura 1-10nm Germicida
quimicos 0
eléctricos
lones de plata | Diluciones Otros <0,1nm Germicida
compuestos
(sales de
plata)
Nanoparticulas | Métodos Top — | Plata pura 1-100nm | Bactericida
de plata down y bottom
—up
Agua de plata | Procesos Plata pura <0,1nm Germicida
electroliticos

Elaborado por: Moisés San Lucas
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Fuente: (34)
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2.2.3 Mecanismos de accion de la plata:

La plata al ser un elemento toxico no selectivo presenta un amplio espectro
bactericida a bajas concentraciones frentea bacterias Gram positivas y Gram
negativas. Se han propuesto algunos mecanismos por los cuales la plata causa la
muerte bacteriana actuando a nivel de enzimas, ADN, y membrana celular, entre
otros. Se cree gque al ser un compuesto que presenta alta reactividad con el azufre
provoca su reaccion con las enzimas, debido a que presentan este elemento en su
estructura(8). La presencia de enzimas en la membrana y los iones de plata que
ingresan a la bacteria mediante transportadores de metales presentes en la misma,
permiten la acumulacion de particulas de plata en las vacuolas y granulos de la
pared celular,afectando la permeabilidad y el intercambio de nutrientes con el
medio, dificultando procesos como la respiracion, y division celular. También
impide procesos como la deshidrogenacion y actuacion sobre los &cidos nucleicos,
mediante la formacion de complejos con grupos sulfidrilos o tioles de las
proteinas los cuales son esenciales para la actividad de algunas enzimas. Una vez
dentro de la célula la plata interacciona con el material genético inhibiendo su
metabolismo, crecimiento y reproduccion(5).Una de las cualidades bactericidas
mas importantes de este metal es su efecto oligodindmico (liberacion lenta y

constante) la cual permite que sea utilizado como preservante o desinfectante (35).

Los mecanismos de accién de la plata sobre microorganismos inhibiendo o

limitando la carga bacteriana se ilustran en el grafico N°2.

Grafico 2: Mecanismo de accion de la plata.

de la replication

de I'ADN

Fuente: (28)
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e Interaccion con la membrana celular

e Unional ADN

e Interferencia con el transporte electrénico

e Interaccion con ciertas enzimas, inhibiendolas.

e Formacion de compuestos metal-proteina con inactivaciéon de su funcion
(13).

2.2.4 Contaminacion de los alimentos

Por contaminacion de alimentos. Se entiende como toda materia anormal no
afadida intencionalmente a los alimentos con la capacidad de producir dafio al
consumidor. Los contaminantes pueden ser agentes fisicos, quimico,biol6gico o
cualquier otro componente que comprometa la inocuidad o aptitud del alimento

para el consumo humano (36)(37).

la contaminacion alimentaria se puede dar por distintas vias, las cuales en su
mayoria son provocadas por una manipulacion y/o medidas sanitarias inadecuadas
tomadas por el personal manipulador de alimentos, siendo éste el principal

vehiculo transportador de agentes patdgenos, tal como se muestra en el grafico 3.
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Gréfico 3: Vias de contaminacién de los alimentos
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Fuente:(38)
2.2.5 Enfermedades bacterianas transmitidas por alimentos

Las hortalizas (verduras y legumbres) son plantas que pueden ser cultivadas en
cualquier huerto y regadio, las cuales pueden ser consumidas crudas y/o cocidas.
Este tipo de alimentospermanecen expuestos a contaminacion durante el proceso
de cultivo, a través del agua de riego, suelo, aire y abono. Factores que favorecen
al potencial riesgo de adquirir enfermedades gastrointestinales por ingesta de
bacterias patégenas como en el caso de los Coliformes totales, bacterias que
pueden ser causantes de diversas enfermedades alimentarias. Posterior a su
cosecha,estos productos son expuestos una vez mas a factores de contaminacién
como: la maquinaria, recipientes, utensilios y trabajadores asintomaticos

portadores de microorganismos patdgenos (39)
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2.2.6 Clasificacion de enfermedades alimentarias

Segun la organizacion mundial de la salud (OMS) el 70% de las enfermedades
diarreicas son provocadas por la ingesta de alimentos contaminados y el 30%
restante por alergias, medicamentos, entre otros(40). Las enfermedades
transmitidas por alimentos pueden clasificarse en intoxicaciones e infecciones

alimentarias(41).(ver tabla 2)

Intoxicaciones alimentarias:

Provocada por la produccion de toxinas preformadas en los alimentos, en donde
no necesariamente las bacterias tienen que estar vivas al momento de ingerirlos.
Las toxinasgeneralmente no tienen color o sabor, capaces de producir dafios en la
salud(40).

Infecciones alimentarias:

Ocasionada por la presencia de agentes patdgenos vivos (virus, bacterias, hongos
y parasitos) en los alimentos con la capacidad de producir toxinas y multiplicarse
considerablemente para llegar a producir dafio en el tacto digestivo de la persona
que las consuma (41)
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Tabla 2: Principales microorganismos involucrados en enfermedades
alimentarias.

MICROORGANISMO | FUENTE DE | ENFERMEDAD
INFECCION

Staphylococcus aureus | Fosas nasales y piel del

cuerpo humano

Bacillus cereus Alimentos secos (cereales) | Intoxicacion alimentaria

Clostridium botulinum | Conservas

Listeria monocytogenes | Productos lacteos

Salmonella spp Aguas, huevos crudos,
leche no pasteurizada,

carnes (aves) Infeccion alimentaria

Shigella spp Contaminacion fecal — oral

Vibrio parahemolyticus | Mariscos

Escherichia coli Contaminacion fecal Toxiinfeccion

Vibrio cholerae Productos marinos, aguas alimentaria

contaminadas

Modificado por: Moisés San Lucas.
Fuente: (42)

2.2.7 Principales microorganismos involucrados en ETA’s

Segun la FDA (Food and Drug Administration) de los Estados Unidos, entre los
principales patdgenos asociados a enfermedades transmitidas por alimentos que
pueden afectar en la salud individual y colectiva de las personas se encuentran:
Campylobacter jejuni, Clostridium botulinum, Clostridium perfringens,
Escherichia coli, Listeria monocytogenes, Norovirus (Virus del tipo Norwalk),
Salmonella enteritidis, Salmonella typhimurium, Shigella, Staphylococcus aureus,
Vibrio cholerae, Vibrio parahaemolyticus, Vibrio vulnificus, Yersinia

enterocolitica(43).

A continuacién, se describen las generalidades de los microorganismos habituales

en enfermedades de origen alimentario.
19




Escherichia coli:

Bacilo Gram negativo, oxidasa negativa, perteneciente a la familia de las
enterobacterias, anaerobio facultativo, con flagelos en toda su superficie
(peritricos), capaz de crecer a temperaturas que oscilan entre 7 °C y 50 °C con un
valor éptimo de 37 °C. presente en el tracto gastrointestinal del hombre y
animales de sangre caliente. Es una de las bacterias mas relevantes en infecciones
gastrointestinales en el hombre, ademas de otros sistemas como: sanguineo,
urinario y nervioso. La mayoria de las cepas son inofensivas, con excepcion de
algunas como el caso de E. coli O157: H7 productora de toxina Shiga. Toma este
nombre debido a la capacidad de producir toxinas semejantes a las de Shigella

dysenteriae.

Esta bacteria es capaz de proliferar en alimentos acidos hasta con un pH de 4.4, y
causar enfermedades diarreicas acompafiadas con: calambres abdominales, fiebre
y vomitos, con la probabilidad de progresar a diarreas sanguinolentas (colitis
hemorragica)(44).La cadena de infeccion en enfermedades alimentarias en su
mayoria es provocada por contaminacion fecal, mala coccidon y/o falta de higiene

en la preparacion de alimentos(45).

Staphylococcus aureus:

Cocos Gram positivos apelotonados en racimos, aerobios, coagulasa positiva.
Bacteria habitual de nariz, garganta y piel humanas. Se transmite por medio de
secreciones nasales, salivales, manos y alimentos contaminados. Esta bacteria es
capaz de producir toxinas termoestables que reaccionan en el intestino a las pocas
horas de haberlas ingerido provocando sintomas como colicos, diarrea y
vOmitos(45).

2.2.8 Microorganismos indicadores de contaminacion en alimentos

Los microorganismos indicadores de contaminacion en los alimentos advierten

oportunamente de un mal manejo y/o contaminacion aumentando la probabilidad
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de existencia microbiana patégena en los alimentos. Ponen en manifiesto
deficiencias en la calidad de los mismos,debido a que poseen caracteristicas
similares a los patogenos, una vez confirmado su presencia se puede inferir que
los microorganismos patégenos pueden estar presentes.Ademas de ser
rapida,facily econémicamente detectables(46). Estos microorganismos también
permiten conocer qué tipo de agente contaminante esta presente, y un aproximado

de su carga bacteriana(47).

Los microorganismos utilizados para la determinacion de salubridad en los
alimentosse clasifican en dos grupos: indicadores de contaminacion (Mesofilos
aerobios, Coliformes totales, mohos y levaduras) y los indicadores de
contaminacion fecal (Coliformes fecales, E., coli, Enterococos, Clostridium

perfringens)(48).

2.2.8.1 Mesofilos aerobios

Este tipo de bacterias son dependientes de oxigenoy capaces de crecer a una
temperatura entre 30 - 37°C y son utilizados para evaluar la calidad bacterioldgica
en los alimentos. A pesar que no existe una relacion directa de estos
microorganismos con la presencia de patdgenos de procedencia intestinal o
cualquier otra bacteria capaz de producir infeccion o intoxicacién alimentaria, un
contaje elevado de estos agentes es un indicativo de un mal almacenamiento de
los alimentos, de modo que permiten la proliferacion de cualquier tipo bacterias

en los mismos(49).

2.2.8.2 Coliformes totales

Bacterias Gram negativas, oxidasa negativa, no esporulados, aerobias o

anaerobias facultativas, fermentadoras de lactosa con produccién de gas a 35°C

+/- 2°C (47). Se encuentran en gran cantidad en la naturaleza y su presencia en

alimentos no necesariamente implica contaminacion fecal.Este tipo de

microorganismos sugiere falta de higiene o que se produjo una contaminacion
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posterior en los alimentos, con la probabilidad de contaminacion por miembros de

este género como:Citrobacter, Enterobacter, E., coli y Klebsiella spp(50).

2.2.8.3 Mohos y Levaduras

Los mohos y levaduras son organismos ubicuos, eucarioticos con reproduccion
sexual y asexual capaces de formar esporas. En los alimentos, en particular, se las
pueden encontrar formando parte de la flora normal y/o como contaminante de los
mismos. El riesgo de toxicidad aumenta debido a que existen varios tipos de
hongos que producenmetabolitos toxicos termoresistentes capaces de soportar
varias sustancias quimicas yalterar sustratos perjudiciales, permitiendo el
crecimiento de microorganismos patogenos 'y provocar alteraciones

fisicoquimicas en los productos(51).

2.2.8.4Coliformes fecales

También denominados coliformes termoresistentes por la organizacion mundial
de la salud (OMS). Son bacterias productoras de Indol pertenecientes a la familia
Enterobacteriaceae, capaces de fermentar la lactosa a 44-45 °C. comprenden el
género Escherichia y en menor grado especies de Enterobacterspp,
Citrobacterspp y Klebsiellaspp. Se las encuentra en grandes cantidades en el
intestino de personas y animales, razon por la cual su presencia en alimentos o

agua es indicio de contaminacién fecal (52).

2.2.8.5 Enterococos

Cocos Gram positivos, no esporulados, anaerobios facultativos, dispuestos en
pares 0 cadenas cortas, ubicuos, muy resistentes al ambiente y a la presencia de
algunos detergentes. Identificados como patdgenos oportunistas en humanos,son
bacterias de origen entérico y abundan en el tracto gastrointestinal de personas y

animales de sangre caliente, aunque también se las puede encontrar en el tracto
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genitourinario ysaliva.Su presenciaindica contaminacion fecal o un manejo
deficiente de medidas sanitarias en la preparacién de alimentos ocasionandoel

riesgo de aparicion de bacterias patogenas(53).

2.2.8.6 Clostridium perfringens

Bacilos Gram positivos, anaerobio facultativo, formadores de esporas, abundante
en el intestino de animales de sangre caliente. Su presencia indica contaminacion
fecal, debido a su capacidad de formar esporas es muy resistente a ambientes
hostiles y desfavorables para su crecimiento. Ademas, produce una potente
enterotoxina termolabil que ocasiona cuadros clinicos caracterizados por dolor

abdominal y diarreas severas(54).

2.3. HIPOTESIS

El agua de plata presenta actividad bactericida eficiente sobre ensaladas listas para

el consumo humano.
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CAPITULO 111

3. MARCO METODOLOGICO

3.1. NIVEL Y TIPO DE INVESTIGACION

El presente trabajo es de tipo experimental, debido a que se realizaran examenes
bacterioldgicos y contaje de colonias para cumplir con el objetivo del
proyecto.Ademas, el enfoque cuantitativo fue utilizado con la finalidad de generar
los resultados mediante procesos estadisticos, como gréaficos y la tabulacion de
datos numéricos que aportan en la confiabilidad y validez del trabajo denominado
“determinacion de la actividad bactericida del agua de plata sobre ensaladas listas

para el consumo humano”.

Explicativa

Porque se explica la determinacion de la actividad bactericida del agua de plata
estableciendo generalizaciones a través de la deduccién de la teoria lograndose la
identificacion y analisis de la variable independiente y los resultados verificables de la

variable dependiente.

3.1.1. Modalidad basica de la investigacion

3.1.2. Investigacion de campo

Porque para establecer la relacion entre las variables de estudio, se tuvo como
actividades acudir a los restaurantes ubicados en los alrededores de la Universidad
Técnica de Ambato, campus Ingahurcopara la toma de muestras, siendo el espacio
donde se da lugar al acontecimiento a una de las variables a estudiarse, actuando

en la realidad para recabar informacion sobre el problema investigado.
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3.1.3. Investigacion Bibliografica — documental

La modalidad se constituye en una variante para el analisis bactericida del agua de
plata sustentandose en la utilizacion de documentos mediante la recoleccion con el
proceso de seleccion, para lograr la obtencion de resultados coherentes en base al
analisis y sintesis de articulos cientificos, trabajos realizados anteriormente e
informacion escrita, constituyéndose en la base para la construccion del

conocimiento.

3.1.4. Investigacion De Laboratorio

Porque se realizaron pruebas microbioldgicas para la determinacion e
identificacion de microorganismos presentes en las muestras de estudio, como:
cultivo, dilucién de la muestra a diferentes concentraciones de plata y contaje de

colonias para determinar la carga microbiana de las distintas muestras estudiadas.

3.2. SELECCION DEL AREA O AMBITO DE ESTUDIO

DELIMITACION TEMPORAL

Este estudio se realizo en el periodo Septiembre 2016 — Mayo 2017
DELIMITACION ESPACIAL

La investigacion esta comprendida en los restaurantes ubicados a una distancia no
mayor a 100 metros de la Universidad Técnica de Ambato, campus Ingahurco.
Las muestras de ensaladas de dichos restaurantes se procesaron en el area de

microbiologia del laboratorio de la Universidad.
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3.3. POBLACION

La poblacién estudiada fueron todos los restaurantes ubicados en los alrededores
de la Universidad Técnica de Ambato campus Ingahurco que expenden ensaladas
a la comunidad.

3.3.1CRITERIOS DE INCLUSION Y EXCLUSION

CRITERIOS DE INCLUSION

1.- Ensaladas constituidas por ingredientes sin tratamiento térmico y/o con algln
ingrediente sometido a tratamiento térmico.

2.- Que estén siendo expendidas al momento de la toma de muestra.

3.- Restaurantes que aprueben el estudio en su producto

CRITERIOS DE EXCLUSION

1.- Restaurantes que no aprueben el estudio en su producto.

2.- Ensaladas que no se encuentren a la venta al momento de la toma de muestra.

3.4. DISENO MUESTRAL

Se trabajo con todos los restaurantes, de los cuales se obtuvo un total de 16
muestras de ensaladas ofertadas en los alrededores de la Universidad Técnica de
Ambato campus Ingahurco, en las cuales se hace presente el problema para el
desarrollo del trabajo de investigacion, cumpliendo con los criterios de inclusién y

exclusion planteados.
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3.5.0peracionalizacion de variables
Tabla 3: Variable Independiente: Agua de plata

TECNICAE
CONCEPTUALIZACION CATEGORIA INDICADOR ITEMS
INSTRUMENTO
A de ol ¢Cémo
L Ele AR Agar sin crecimiento |  determino la Observacion

Las microscopicas particulas de
plata suspendidas en agua
poseen un gran poder
bactericida, por lo cual son

BACTERICIDA

bacteriano
Ausencia de hongos

eficacia del agua
de plata como
bactericida?

Registro de Notas

capaces de destruir hasta los
microbios mas resistentes a los
antibidticos, esto dependiendo
de su tiempo de exposicion al
miscroorganismo.

TIEMPO DE

EXPOSICION AL

MICROORGANIS
MO

Reduccién del
numero de colonias
segun el tiempo de
exposicion al agua
de plata

¢Cual es el
tiempo
necesario para
que se produzca
el efecto
bactericida?

Observacion

Registro de Notas

Elaborado por: Moisés San Lucas
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Tabla 4: Variable Dependiente: Ensaladas listas para el consumo

CONCEPTUALIZACION

Ensaladas listas para el consumo

Las ensaladas por lo general se
encuentran a una facil accesibilidad
y sin proteccion, por lo cual estan
expuestos a contaminacion tanto
ambiental como por manipulacion.
Es un tipo de alimento
generalmente crudo, lo cual
significa que al estar exentos del
factor de la temperatura que en
muchos casos mata un gran nimero
de bacterias, estas pueden
multiplicarse y ocasionar dafos a la

salud del consumidor

TECNICAE
CATEGORIA INDICADOR ITEMS
INSTRUMENTO
; COMo determino y:
CONTAMINACION  Productos o~ Observacion
expuestos al si el producto
AMBIENTAL ambiente puede estar Registro de Notas
contaminado con
bacterias u hongos?
e Personal de

CONTAMINACION

POR
MANIPULACION

cocina sin uso
de equipo de
proteccion

personal

¢Como verifico la
salubridad de los

alimentos?

Observacion

Registro de Notas

Elaborado por: Moisés San Lucas
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3.6. Descripcion de la intervencion y procedimientos para la recoleccion de
informacion.

Para el presente estudio no existieron limitaciones de ningun tipo, ya que los
propietarios de los restaurantes dieron su aprobacion verbal del desarrollo de la
investigacion en su producto, siempre y cuando se maneje con discrecion y
confidencialidad el nombre del restaurante participante en el proyecto. De igual
manera, el personal de laboratorio puso a disposicion los materiales necesarios

para la elaboracién del trabajo antes mencionado.

La encuesta dirigida a los estudiantes de la facultad de ciencias de la salud se
elabor6 segun el horario y fecha establecido en el oficio dirigido al decano de la
facultad (ver anexol). Con el proposito de obtener datos reales que proporcionen
solides al trabajo de investigacion,sobre los habitos alimenticios y de salud en la

poblacion estudiantil (ver anexo?2).

MATERIALES Y REACTIVOS:
Micropipeta de 1ml calibradas

Pipetas serologicas de 5ml y 10ml estériles
Puntas desechables

Fundas Ziploc

EPP (Guantes, mandil, bata, mascarilla, toca, zapatones)
Alcohol al 70%

CronOmetro

Mechero

Frascos para toma de orina estériles

Agua peptonada 0.1%

Placas petrifilm para: Mesofilos Aerobios, E. coli/Coliformes, Mohos y Levaduras

EQUIPOS:
Autoclave
Estufa
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Refrigeradora
Contador de colonias
Balanza analitica calibrada

Licuadora

3.7Muestreo, recoleccion, y transporte de muestras

Procurando el cumplimiento de los criterios de inclusién planteados para el
muestreo de ensaladas, se realizd una visita programada con los propietarios de
los restaurantes ubicados en las cercanias de la Universidad Técnica de Ambato,
campus Ingahurco, con el fin de elaborar un cronograma de muestreo adecuado

para el desarrollo del trabajo planteado. (Ver Tabla 5)

Tabla 5: Cronograma de muestreo

Ensaladas
Restaurante Muestras Fecha de muestreo y siembra
R1 M (3) 02/05/2017
R2 M (1) 02/05/2017
R3 M (1) 02/05/2017
R4 M (1) 02/05/2017
R5 M (1) 02/05/2017
R6 M (1) 02/05/2017
R7 M (1) 02/05/2017
R8 M (1) 02/05/2017
R9 M (1) 02/05/2017
R10 M (1) 02/05/2017
R11 M (1) 02/05/2017
R12 M (1) 02/05/2017
R13 M (1) 02/05/2017
R14 M (1) 02/05/2017
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Para la toma de muestras, el investigador utilizo todo el equipo de proteccion
personal y las pinzas ubicadas junto a los recipientes de las ensaladas para su
manipulacion, las cuales fueron desinfectadas previamente con alcohol al 70%,
evitando de esta manera la contaminacion cruzada, este proceso se repitio para
cada ensalada sometida al estudio (Ver Grafico 4). Las muestras fueron
recolectadas en fundas ziploc y colocadas en un recipiente hermético con hielogel
para mantener las muestras refrigeradas para su transporte e inmediato analisis en
el laboratorio, cumpliendo asi con las recomendaciones descritas para el trasporte
de alimentos en el reglamento de buenas précticas para alimentos procesados (55).

Grafico 4: Fase de muestreo

El muestreo se realizd en 14 restaurantes, los cuales fueron codificados segin el
orden en que se procedio a la toma de muestras y el niUmero de las mismas que
fueron expendidas al consumidor, las cuales se encuentran detalladas en la Tabla

N. 6: codificacion y composicion de las muestras.
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Tabla 6: Codificacion y composicion de las muestras.

Restaurante | Cadigo Ingredientes-Ensaladas
M1 Lechuga, Col, Zanahoria
R1 M2 Zanahoria, Col morada
M3 Tomate, Cebolla paitefia, Perejil, Limon
R2 M1 Zanahoria, Chochos, Col morada, Aguacate
R3 M1 Remolacha, Tomate, Huevo
R4 M1 Lechuga, Tomate, Cebolla paitefia, Jamon
R5 M1 Lechuga, Tomate, Pepinillo, Perejil
R6 M1 Lechuga, Tomate, Perejil
R7 M1 Lechuga
R8 M1 Lechuga, Tomate, Perejil
R9 M1 Zanahoria, Choclo, Vainitas, Mayonesa
R10 M1 Coliflor, Brécoli
R11 M1 Lechuga, Tomate, Aguacate
R12 M1 Cebolla paitefia, Tomate
R13 M1 Zanahoria, Vainitas, Perejil
R14 M1 Tomate, Chochos, Pepinillo

3.8 Procesamiento de las muestras

Las muestras de ensaladas que se recolectaron de los diferentes restaurantes, se
procesaron para determinar la carga microbiana presente. Para lo cual, se licuaron
las muestras por separado a una velocidad moderada con el fin de obtener una
mezcla homogénea y evitar injuria bacteriana. La licuadora se esterilizo en el

autoclave proporcionado por el laboratorio después de cada muestra para descartar

una contaminacién cruzada (ver anexo N°13).

Se pesaron 10g de la muestra y se realiz6 una dilucion con agua peptonada de la
cual se sembré 1ml en cada una las placas petrifilm segun las indicaciones

recomendadas por el fabricante para Mesoéfilos aerobios (56), E.coli/Coliformes
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(57), Mohos y levaduras (58). En base a los métodos oficiales 990.12,991.14 y
997.02, validados por la AOAC (Association of Analytical Communities) (59), se
realizo el cultivo bacteriano, segun los requerimientos de tiempos y temperatura
para cada microorganismo. Se recomienda, para Mesofilos aerobios un tiempo de
incubacién de 48 horas (+/- 3h) a 35 °C (+/- 1°C). E.coli/Coliformes por 24 horas
(+/- 2h) a 35 °C (+/- 1°C). Mohos y Levaduras de 3 a 5 dias a 25 °C (+/- 1°C).

3.9 Analisis de la actividad bactericida del agua de plata

3.9.1 Andlisis de la concentracién

Para el analisis de concentracion se utilizé dos concentraciones diferentes del agua
de plata 5ppm y 10ppm, en donde, se mezcld 5ml de la dilucion de la muestra con
5ml del agua de plata a una concentracion de 5ppm. Este procedimiento se repitio
con la concentracion de 10ppm del agua de plata. La siembra en las placas
petrifilm para microorganismos indicadores de contaminacion se realizo en base

al procedimiento antes mencionado en el punto 3.8

3.9.2 Analisis de tiempos de contacto

Se proceso primero el agua de plata de 5ppm. Mediante un cronémetro se tomaé el
tiempo de exposicion desde el momento de contacto entre las soluciones. Al
primer minuto se realiz6 la primera siembra, y transcurridos los cinco minutos la
segunda siembra. Este proceso se repitié con la concentracién de 10ppm del agua

de plata.

3.10 Andlisis e interpretacion de resultados

Una vez transcurrido el periodo de incubacion se realizé la cuantificacion de la
carga bacteriana, tanto de las muestras puras como de las sometidas a tratamiento

con agua de plata. Las unidades formadoras de colonias (UFC) cuantificadas en
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los cultivos microbiol6gicos fueron reportadas en una matriz de datos detallados
en el (anexo N°12). Ejemplos de los cultivos microbiol6gicos se pueden apreciar

en el (anexo N°14)

Independientemente del restaurante que se haya muestreado las ensaladas, se
realizd un analisis de la carga microbiana inicial en cada indicador de

contaminacion en el total de las muestras

3.11 Controles

Se realizo controles microbioldgicos del agua peptonada y el agua de plata por
lote de frascos utilizados y las diferentes concentraciones empleadas en el estudio.
Ademas, se llevd un registro de la temperatura diario delasincubadoras con el fin

de evitar errores en la interpretacion de resultados (ver anexo 3).

3.11.1 Control de calidad del agua de plata

Se sembr6 1ml del agua de plata de 5ppm y 10ppm por lote en las placas petrifilm
para los indicadores de contaminacion: Mesofilos aerobios, E.coli/Coliformes,
Mohos y Levaduras (ver anexo N°15). El certificado de calidad del agua de plata
se encuentra detallado en el (anexo N°4)

3.11.2 Control de calidad del agua peptonada

Para el control de calidad se sembrdé 1ml del agua peptonada en las placas
petrifilm para los diferentes indicadores de contaminacion: Mesofilos aerobios,
E.coli/Coliformes, Mohos y Levaduras (ver anexo N°15). Su incubacidn se realizo
segun las recomendaciones descritas en el punto 3.8 en el procesamiento de las

muestras.
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3.12ASPECTOS ETICOS

Todos los analisis de las muestras incluidas en el presente proyecto de
investigacién, asi como la informacion recopilada fueron manejados con estricta
confidencialidad.

Los investigadores de este estudio declaran no tener ningun conflicto de interés
con ninguna institucién publica o privada en el manejo y procesamiento de

alimentos que se incluyen en esta investigacion.
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CAPITULO IV

4. RESULTADOS Y DISCUSION

Los datos de la encuesta fueron analizados e interpretados en su totalidad para
obtener un criterio significativo sobre la realidad estudiantil con respecto a la
salud y habitos alimenticios que proporcionan la importancia y validez a este

estudio.

Con una poblacion de 2674 estudiantes de la Facultad de Ciencias de la Salud se
muestrearon 337 estudiantes, los cuales circulaban por los pacillos de las
instalaciones en la fecha y horario detallados en la solicitud de autorizacion

dirigida al decano de la facultad.

Para el muestreo se trabajo con un nivel de confianza del 95% y un margen del
5% utilizando la ecuacion estadistica para proporciones poblacionales descrita a
continuacion.

Zn2 (N)(p)(q)
[EA2 (N — 1] + [ZA2 (p)(@)]

(1,96)%(2674)(0,5)(0,5)
" = 10,052(2674 — D] + [1,96% (0,5)(0,5)]
2568,1096
" = 16,6825] + [0,9604]
_ 2568,1096
7,6429
n =337

n= Tamario de la muestra

z= Nivel de confianza deseado

p= proporcion de la poblacion con la caracteristica deseada
g= proporcidn de la poblacidn sin la caracteristica deseada
e= Nivel de error dispuesto a cometer

N= Tamafio de la poblacion
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En la encuesta realizada a los estudiantes de la Facultad de Ciencias de la Salud de
la Universidad Técnica de Ambato se obtuvo como resultado que: en la primera
pregunta referente a la frecuencia en que los estudiantes acuden a los puestos de
comida ubicadosen las cercanias de la Institucion para su alimentacion,un 88% de
los estudiantes contestaron que si, de los cuales en la segunda pregunta sobre la
composicion de los alimentos que consumen en estos restaurantes,el 76% de los
estudiantes manifiestan mantener una dieta rica en verduras y hortalizas, razon por
la cual es importante que estas sean tratadas adecuadamente antes de su

comercializacion en los alimentos.

En la tercera pregunta,sobre el estado de salud de los estudiantes en los ultimos
afios el 90% de esta poblacion confirma haber padecido enfermedades
gastrointestinales al menos una vez en el transcurso de su vida universitaria, de los
cuales en la cuarta pregunta referente al origen de las enfermedades
gastrointestinales provocados en la comunidad estudiantil el 95% considera que
los alimentos expendidos en las cercanias de la universidad, en su mayoria son
responsables de dichas enfermedades, razon por la cual en la quinta pregunta el
100% de los estudiantes manifiestan estar de acuerdo en que debe realizarse un
analisis microbiolégico de los alimentos ofertados en las cercanias de la

universidad.

Por otra parte, los datos obtenidos del estudio microbioldgico fueron procesados
de manera global independientemente del restaurante que se haya muestreado las
ensaladas, es decir, la carga microbiana inicial y el efecto del agua de plata sobre
cada microorganismo indicador de contaminacion se analizaron en la totalidad de
las muestras, de modo que nos permitird conocer si existié o no disminucion de la

carga microbiana inicial a la exposicién del agua de plata.

DISCUSION

Las enfermedades transmitidas por alimentos (ETA’S) tienen un gran impacto en

la sociedad, debido a La alta tasa de morbilidad causada por las mismas, razén por

37



la cual se han realizado estudios microbiologicos para determinar la carga
microbiana presente, al igual que el empleo de métodos bactericidas no

convencionales para la desinfeccion de los alimentos como lo es el agua de plata.

En un estudio realizado por Bonifaz D. sobre este tipo de alimentos se evidencio
que el 57% de los alimentos presentd cargas bacterianas de Mesofilos aerobios
superiores a lo permisible en un 57% del total de las muestras, Coliformes totales
en un 9.5% y Levaduras en un 19%, utilizando los mismos valores de referencia
que en este estudio, mientras que E. coli y mohos no presentaron cargas
microbianas superiores a lo permisible, aunque se evidencio su presencia en el
23,8% Yy 66,6% respectivamente.El estudio confirma la contaminacion de este tipo
de alimentos compuestos por verduras y hortalizas expendidos a la comunidad,
razon por la cual se potencia la transmision de enfermedades transmitidas por los
mismos incrementandose la tasa de morbilidad poblacional, dato que se
comprueba en este estudio tras la obtencion de resultados. Aunque el agua de
plata no fue capaz de eliminar la carga microbiana de mohos y levaduras, logré
reducir a los limites permisibles para el consumo humano, evidenciandose un

amplio espectro de accion bactericida(60).

Jara V. en su estudio “Efecto antibacteriano del agua de plata sobre
microorganismos indicadores de contaminacion aislados de manos de
manipuladores de alimentos de cuatro cafeterias de un centro de educacion
superior” realizado en la Pontificia Universidad Cat6lica de Quito, se encontrd
que el 100% de la poblacion presentaron un crecimiento superior al limite
permisible para Mesoéfilos aerobios siendo >3000 UFC/mano, Coliformes totales
en el 50 % de las muestras se encontraron por encima del limite permisible de
<100 UFC/mano, Escherichia coli estuvo presente en 4.16% de las muestras (17),
evidenciandose una relacién directa de contaminacion por manipulaciéon de los
alimentos. También se registra una alta eficiencia del agua de plata frente a una
concentracion inicial conocida de un microorganismo indicador de contaminacion
en donde se demostrd una disminucion superior al 80% en la reduccion de la

carga microbiana inicial.
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En esta investigacion de las 16 muestras de ensaladas procesadas al contaje

microbiano Mesofilos aerobios presentaron una carga microbiana superior al

permisible en un 45% de las muestras, Coliformes totales en un 35% y levaduras

en un 12.5% segun los valores de referencia descritos por Rosario Pascual

“Microbiologia Alimentaria” (61) mientras que E. coli y mohos no presentaron

cargas microbianas superiores a lo permisible, aunque se evidencio su presencia

en el 50% y 62.5% respectivamente en el total de las muestras. Tras la exposicion

al agua de plata se encontr6 una disminucion superior al 85% de la carga

microbiana inicial presente, determinando su accion microbicida para bacterias,

mohos y levaduras

4.3Analisis estadistico de la carga microbiana inicial

Tabla 7: Datos obtenidos antes de la exposicién al agua de plata

Ensaladas
Mesofilos aerobios | Coliformes totales | Escherichia Levaduras
(Unidades (Unidades coli (Unidades (Unidades
Formadoras de Formadoras de | Formadoras de Mohos Formadoras de
Colonias) Colonias) Colonias) (Propagulos) Colonias)
680 90000 6 3 116
90000 420 0 0 480
90000 103 2 9 1800
90000 90000 0 4 10800
90000 69 0 2 112
720 91 3 0 930
930 85 1 1 270
480 96 2 2 840
1500 110 0 0 360
1620 500 0 0 720
90000 66 0 3 16
780 159 2 0 125
1600 3400 1 1 72
90000 90000 0 3 15
90000 90000 0 0 840
1500 3800 4 26 90000

Elaborado por: Moisés San Lucas
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Los datos obtenidos tras el andlisis de la carga microbiana inicial de cada uno de
los microorganismos indicadores de contaminacion de las 16 muestras de
ensaladas recolectadas en los catorce restaurantes participantes se pueden observar
en la tabla N°7. Para la estadistica, el contaje estimado mas alto esta representado
por la cifra de 90000 segun el procedimiento de lectura de resultados descritos en

el punto 3.8.1

A continuacion, se detalla un andlisis individual de cada microorganismo

indicador de contaminacion

4.3.1 Mesofilos aerobios

Tabla 8: Resumen estadistico para MA

Media 39988
Mediana 1610
Moda 90000

Desviacion estandar 45554 .05
Varianza de la

muestra 2075171110
Rango 89520
Minimo 480
Méaximo 90000
Cuenta 16

En el indicador de Mesdfilos aerobios tenemos un total de 16 datos de los cuales
se obtiene una media de 39988 UFC/g con una varianza de 2075171110. Al
recuento, este microorganismo presento valores entre 480 — 90 000 en donde la
cifra mas alta fue utilizada como una estimacidn para representar los cultivos que
presentaron un valor muy numeroso para contar de unidades formadoras de

colonias.

Segin Rosario Pascual “Microbiologia Alimentaria”(61)para verduras y
hortalizas, el rango de Mesofilos aerobios recomendable para este tipo de
alimentos es de m =10%2 y M = 10° en donde los valores de 0 — m son

aceptables, los valores entre m — M medianamente aceptables y los valores
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superiores a M rechazables, en este tipo de microorganismo indicador los
resultados son medianamente aceptables por lo que se encuentra en los valores de
0 y m siendo 4x10* UFC/g lo que indica que el proceso de desinfeccion de las
verduras y hortalizas no es lo suficientemente adecuado, por lo que se debe
intensificar el proceso de desinfeccion para reducir la carga bacteriana y sea

considerado como aceptable.

4.3.2 Coliformes totales

Tabla 9: Resumen estadistico para CT

Media 23056
Mediana 2895
Moda 90000

Desviacion estandar 39934,199
Varianza de la

muestra 1594740248
Rango 89934
Minimo 66
Maximo 90000
Cuenta 16

En el indicador de Coliformes totales tenemos un total de 16 datos de los cuales se
obtiene una media de 23056 UFC/g con una varianza de 1594740248. Al
recuento, este microorganismo presento valores entre 66 — 90 000 en donde la
cifra més alta fue utilizada como una estimacion para representar los cultivos que
presentaron un valor muy numeroso para contar de unidades formadoras de

colonias.

La carga bacteriana de Coliformes totales recomendable para verduras y hortalizas
Segun Rosario Pascual “Microbiologia Alimentaria” (61), es dem = 102 y M =
10* en donde los valores de 0 — m son aceptables, los valores entre m — M
medianamente aceptables y los valores superiores a M rechazables, en este
microorganismo indicador los resultados obtenidos son rechazables por lo que sus
valores son superiores a M siendo 23x103 UFC/g lo que indica que el proceso de

desinfeccion de las verduras y hortalizasno es el adecuado, por lo que se debe
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intensificar el proceso de desinfeccion de las mismas para reducir la carga

microbiana y sea considerado como aceptable.

4.3.3Escherichia coli

Tabla 10: Resumen estadistico para EC

Media 1,3125
Mediana 0,5
Moda 0
Desviacion

estandar 1,77
Varianza de la

muestra 3,1625
Rango 6
Minimo 0
Maximo 6
Cuenta 16

En el indicador de Escherichia coli tenemos un total de 16 datos de los cuales se
obtiene una media de 1.31 UFC/g con una varianza de 3.1625. Al recuento, este

microorganismo presento valores entre 0 — 6.

La carga bacteriana de Escherichia coli recomendable para verduras y hortalizas
Segun Rosario Pascual “Microbiologia Alimentaria” (61), es dem =10y M =
102 en donde los valores de 0 — m son aceptables, los valores entre m — M
medianamente aceptables y los valores superiores a M rechazables, en este
microorganismo indicador los resultados obtenidos son aceptables por lo que sus
valores se encuentran entre 0 y m siendo 1.31 UFC/g lo que indica que el proceso

de desinfeccion de las verduras y hortalizas es el adecuado.
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4.3.4 Mohos

Tabla 11: Resumen estadistico para M

Media 3,375
Mediana 15
Moda 0
Desviacion

estandar 6,4691576
Varianza de la

muestra 41,85
Rango 26
Minimo 0
Maximo 26
Cuenta 16

En el indicador de Mohos tenemos un total de 16 datos de los cuales se obtiene
una media de 3 propagulos/g con una varianza de 41.85. Al recuento, este

microorganismo presento valores entre 0 — 26.

La carga microbiana de Mohos recomendable para verduras y hortalizas Segun
Rosario Pascual “Microbiologia Alimentaria” (61), esde m = 10 y M = 10* en
donde los valores de 0 — m son aceptables, los valores entre m — M medianamente
aceptables y los valores superiores a M rechazables, en este microorganismo
indicador los resultados obtenidos son aceptables por lo que sus valores se
encuentran entre 0 y m siendo 3 propagulos/g lo que indica que el proceso de

desinfeccion de las verduras y hortalizas es el adecuado.
Cabe resaltar que una de las ensaladas presento una carga microbiana de mohos

superiores a m por lo que se debe tener un mayor cuidado en el proceso de

desinfeccion de las mismas.
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4.3.5 Levaduras
Tabla 12: Resumen estadistico para L

Media 6718,5
Mediana 420
Moda 840

Desviacion estandar | 22362,085
Varianza de la

muestra 500062854
Rango 89985
Minimo 15
Maximo 90000
Cuenta 16

En el indicador de levaduras tenemos un total de 16 datos de los cuales se obtiene
una media de 6718.5 UFC/g con una varianza de 500062854. Al recuento, este
microorganismo presento valores entre 15 — 90 000 en donde la cifra mas alta fue
utilizada como una estimacion para representar los cultivos que presentaron un

valor muy numeroso para contar de unidades formadoras de colonias.

La carga microbiana de Levaduras recomendable para verduras y hortalizas Segun
Rosario Pascual “Microbiologia Alimentaria” (61), es de m = 10 y M = 10* en
donde los valores de 0 — m son aceptables, los valores entre m — M medianamente
aceptables y los valores superiores a M rechazables, en este microorganismo
indicador los resultados obtenidos son medianamente aceptables por lo que sus
valores se encuentran entre m y M siendo 6x10% UFC/g lo que indica que el
proceso de desinfeccion de las verduras y hortalizas no es el adecuado, por lo que
se debe intensificar el proceso de desinfeccion de las mismas para reducir la carga

microbiana y sea considerado como aceptable.
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4.4 COMPROBACION DE LA HIPOTESIS

4.4.1 Andlisis del efecto del agua de plata sobre los diferentes microrganismos
indicadores de contaminacion.

Para la comprobacion de la hipdtesis en el analisis del afecto bactericida del agua
de plata sobre los microorganismos indicadores de contaminacion se trabajo con
la comparacion de las medias del total de los datos obtenidos en los factores en los
que se puede observar el efecto que presento cada concentracion sobre la carga

microbiana inicial segun el tiempo de contacto.

4.4.1.1 Mesofilos aerobios
Tabla 13: Promedio del crecimiento microbiano para MA

Concentracién Muestra

del agua de plata | pura 5ppm 10ppm
tiempo Imin|5min | 1min | 5min
Promedio 39988 | 6422 | 869| 310| 198

Gréfico 5: Promedio del crecimiento microbiano para MA
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En el grafico N°5se puede observar la interaccion de los factores y el efecto que
presento cada concentracion segun el tiempo de exposicién a la carga microbiana

de Mesofilos aerobios.
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La mejor concentracion y tiempo de exposicion para reducir la carga microbiana
de Mesofilos aerobios se pudo conseguir utilizando una concentracion de 10ppm y
un tiempo de exposicion de 5min. La razon por la que se utilizd la méxima
concentracion 'y tiempo de exposicion es que dentro de este grupo de
microorganismos se encuentran incluidos Mohos y Levaduras, por lo que al existir
una alta carga microbiana impide el efecto de los iones de plata sobre la estructura
celular y por ende la reduccién de dicha carga. Sin embargo, la carga microbiana

inicial se redujo al minimo, cumpliendo con el objetivo planteado.

4.4.1.2 Coliformes totales
Tabla 14: Promedio del crecimiento microbiano para CT

Concentracién Muestra

del agua de plata | pura 5ppm 10ppm
tiempo Imin | 5min | 1min | 5min
Promedio 23056 | 444 | 282| 319 281

Graéfico 6: Promedio del crecimiento microbiano para CT
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En el grafico N°6se puede observar la interaccion de los factores y el efecto que
presento cada concentracidn segun el tiempo de exposicion a la carga microbiana

de Coliformes totales.

46



La mejor concentracion y tiempo de exposicion para reducir la carga microbiana
de Coliformes totales se pudo conseguir utilizando una concentracion de 10ppmy
un tiempo de exposicion de 5min. Al tratarse de un grupo de microorganismos
mas pequefio que el de mesdfilos aerobios se logrd una disminucién considerable
de la carga microbiana inicial gracias a una mayor facilidad de contacto e

interaccion entre los iones de plata y las estructuras celulares microbianas.

Este grupo bacteriano al abarcar microorganismos Gram negativos, los iones de
plata cargados positivamente forman enlaces en la membrana provocando su
debilitamiento y entrada de los iones a la célula formandose méas enlaces con
enzimas y proteinas interrumpiendo el correcto funcionamiento celular.Por lo
tanto, el efecto bactericida del agua de plata es considerable en la reduccion al

minimo para este grupo microbiano.

4.4.1.3 Escherichia coli
Tabla 15: Promedio del crecimiento microbiano para EC

Concentracion Muestra

del agua de plata |pura 5ppm 10ppm
tiempo Imin | 5min | 1min | 5min
Promedio 1,313 | 0,19 | 0,06| 0,13 0

Graéfico 7: Promedio del crecimiento microbiano para EC
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En el grafico N°7se puede observar la interaccion de los factores y el efecto que
presento cada concentracion segun el tiempo de exposicion a la carga bacteriana

de Escherichia coli.

La mejor concentracion y tiempo de exposicion para reducir la carga microbiana
de E. coli se pudo conseguir utilizando una concentracion de 10ppm y un tiempo
de exposicion de 5min logrando eliminar la carga bacteriana en su totalidad.
Siendo E. coliun microorganismo perteneciente al grupo indicador de coliformes

totales, el efecto de los iones de plata sobre esta bacteria es el mismo.

4.4.1.4 Mohos

Tabla 16: Promedio del crecimiento microbiano para M

Concentracion Muestra

del agua de plata | pura 5ppm 10ppm
tiempo 1min | 5min | Imin | 5min
Promedio 3,38 |156| 15| 1,13| 0,69

Grafico 8: Promedio del crecimiento microbiano para M
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En el grafico N°8se puede observar la interaccion de los factores y el efecto que
presento cada concentracion segun el tiempo de exposicion a la carga microbiana
de Mohos.

La mejor concentracion y tiempo de exposicién para reducir la carga microbiana
de Mohos se pudo conseguir utilizando una concentracion de 10ppm y un tiempo
de exposicion de 5min. Debido a la diferente estructura que presentan estos
microorganismos con respecto a las bacterias, su pared celular es mas gruesa, lo
cual dificulta la entrada de los iones de plata a la célula. Sin embargo, se logré
reducir la carga microbiana inicial tras la exposicion al agua de plata,

comprobandose que posee un amplio espectro de accion antimicrobiano.

4.4.1.5 Levaduras
Tabla 17: Promedio del crecimiento microbiano para L

Concentracion Muestra

del agua de plata |pura 5ppm 10ppm
tiempo Imin |5min | 1min | 5min
Promedio 6719| 527| 448| 493| 523

Gréfico 9: Promedio del crecimiento microbiano para L
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En el grafico N°9se puede observar la interaccion de los factores y el efecto que
presento cada concentracion segun el tiempo de exposicion a la carga microbiana

de Levaduras.

La mejor concentracion y tiempo de exposicién para reducir la carga microbiana
de Levaduras se pudo conseguir utilizando una concentraciéon de 5ppm y un
tiempo de exposicion de 5min.A pesar de que la carga de levaduras se redujo
considerablemente, estas no pudieron serreducidas al minimo debido a que su
carga microbiana inicial fue muy elevada, ademas, se observo que a medida que
pasa el tiempo dicha carga incrementa dificultando la efectividad del agua de plata
sobre este tipo microorganismos. La pared celular posee glicoproteinas y
polisacaridos muy parecidos a los de las bacterias Gram positivas los cuales
actian impidiendo la entrada de moléculas del entorno a la célula, estudios han
demostrado que segun el tipo y la edad de las levaduras, la pared celular suele ser
mas gruesa, razon por la cual este tipo de microorganismos presentan mayor
resistencia a la accién microbicida del agua de plata quelas bacterias Gram
negativas las cuales después de realizar el estudio se demostré que son mas

propensas a las nanoparticulas de plata.
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CAPITULO V
5. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1. Conclusiones

Al terminar el estudio se concluye que el agua de plata presenta un amplio
espectro de accion microbicida, ya que éste ha logrado reducir en mas del 50% la
carga microbiana inicial de varios tipos de microorganismos indicadores de
contaminacion presentes en las ensaladas, tales como bacterias, mohos y
levaduras ya que la carga microbiana inicial se disminuye a valores por debajo de
“m”(valor inferior a medianamente aceptables) establecidos para cada tipo de
indicador de contaminacion, siendo aceptable para el consumo humano segun
Rosario Pascual “Microbiologia Alimentaria” para alientos que contengan

verduras y hortalizas.

Se confirmd la presencia de microorganismos pertenecientes a grupos de
Mesofilos aerobios, Coliformes Totales, Escherichia coli, Mohos y Levaduras en
el total de las ensaladas objeto de estudio. Pese a que en este estudio para la
estadistica se trabajo de manera global con la media de los datos obtenidos en la
matriz de estudio, cabe recalcar que varias muestras presentaron cargas
microbianas superiores a “M”(valor superior a medianamente aceptable)
establecidos para cada tipo de indicador de contaminacién, siendo rechazables
para el consumo humano segun Rosario Pascual “Microbiologia Alimentaria”

para este tipo de alimento

Siendo E. coli un indicador especifico de contaminacion la carga microbiana
aceptable es relativamente baja con respecto a indicadores como Mesofilos
aerobios, coliformes totales, Mohos y Levaduras los cuales al estudio sin
tratamiento con agua de plata presentaron cargas microbianas con valores

inferiores a m siendo aceptables y superiores a “M” siendo rechazables, mientras
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que E. coli Gnicamente presento valores inferiores a “m” siendo aceptable para el

consumo humano segin Rosario Pascual “Microbiologia Alimentaria”

Debido a que mohos y levaduras presentan una composicion estructural diferente
al de las bacterias, se dificulta el ingreso de los iones de plata a la célula y por
ende se inhibe su efecto antimicrobiano. Sin embargo, pese a poseer una
estructura mas dura, la carga microbiana logro ser reducida a valores entre my M
siendo moderadamente aceptables para el consumo humano segin Rosario
Pascual “Microbiologia Alimentaria” con lo cual se comprueba un amplio

espectro bactericida del agua de plata.
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5.2. Recomendaciones

Es de gran importancia que los propietarios de los distintos puestos de comida
brinden una mayor importancia en lo referente al proceso de limpieza y
desinfeccion de verduras y hortalizas que no son sometidos a tratamientos

térmicos y forman parte de ensaladas listas para el consumo humano.

Los utensilios destinados para la preparacion y manipulacion de ensaladas deben
ser previamente sometidos a un proceso de limpieza y desinfeccion, para de esta

manera evitar una posible contaminacion cruzada.

Las ensaladas listas para el consumo humano deben ser conservadas en un
recipiente estéril y cubierto hasta su comercializacion, de manera que se eviten
posibles contaminaciones ambientales y se pueda garantizar un producto seguro y
de calidad.

Ademas de la limpieza y desinfeccién de verduras y hortalizas, es importante
brindar atencion a la higiene del personal encargado de la elaboracion de las

ensaladas
Se deberia realizar un estudio microbioldgico para evaluar la eficiencia y eficacia

de los desinfectantes de verduras, hortalizas y superficies utilizados en el area de

cocina frente a microorganismos indicadores de contaminacion.
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Anexo 1

Solicitud al decano para la autorizacion de la encuesta a los estudiantes de la

Facultad de Ciencias de la Salud de la Universidad Técnica de Ambato.

Ambato, 20 de abril de 2017

Doctor. Mg

Marcelo Ochoa Egas

DECANO

FACULTAD DE CIENCIAS DE LA SALUD
Presente.

De mi consideracion:

Yo, SEGUNDO MOISES SAN LUCAS COQUE con C.C. 0503585929, estudiante de la
Carrera de Laboratorio Clinico, por medio de la presente solicito a usted muy comedidamente
se me permita realizar una Encuesta dirigida a los estudiantes de la Facultad de Ciencias de la
Salud el dia viernes 21 de abril del presente afio a partir de las 08:00 a 17:00 referente a mi
tema de Investigacion “DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD BACTERICIDA DEL
AGUA DE PLATA SOBRE ENSALADAS LISTAS PARA EL CONSUMO HUMANO
EN RESTAURANTES CERCANOS A UNA INSTITUCION DE EDUCACION

SUPERIOR™.

Por la gentil atencion a lo manifestado, agradezco y suscribo.

Atentamente,

-
b % =

e g

Segundo Moisés San Lucas C;q ue

C.C. 0503585929 UNIVERSIDAD TECNICA DE AMBATO
Teléfono(s): 032521081

Telé 2356693 Decumento No. : UTA-FCS-2017-0693-E
Teléfono: 0233366352 Fecha . 2017-04-24 09:42:46 GMT -05
Recibido por - Lourdes Paola Silva Chavez
Para verificar ¢l estado de su documento ingrese a
hitps://documentos.uta.edu.ec

s s nEDNAN

Correo: sanlucas.moi22@hotmail.es
=

63



Anexo 2
Formato de encuesta dirigida a los estudiantes de la Facultad de

Ciencias de la Salud de la Universidad Técnica de Ambato

Marque con una X los incisos que considere propios en su diario vivir.

1.- ¢Usted frecuenta los puestos de comida ubicados en las cercanias de la
Universidad para su alimentacion?

st ()
NO ()

2.-¢Los alimentos que consume en estos puestos de comida, en su mayoria
contienen ensaladas?

sl ()
NO ()

3.- En el transcurso de su vida universitaria, ¢ha padecido enfermedades
gastrointestinales?

st ()
NO ()

4.- ¢Usted considera que los alimentos ofertados en las cercanias de la
Universidad, en su mayoria, son responsables de un gran nimero de enfermedades
gastrointestinales?

st ()
NO ()

5.- ¢Considera usted que se deberia realizar un estudio microbiologico sobre estos

alimentos con el fin de prevenir dafios en la salud de los estudiantes?

st ()
NO ()
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Anexo 3

Control de temperaturas (incubadoras)

Control de temperaturas
(incubadoras)

| FECHA e | C . NOMBRE DEL

INCUBADORA 1 | INCUBADORA 2 | RESPONSABLE
02 /os/blF  26°C 35 %L Moises Sanlurdy
03/05/tolfi 25 C 3‘:(° 3 Maises Son lucad
od Jos/wotf 25 C 35° € Mlosses San locat
s /05 WP Y C Moves Saa Lo ceut

Elaborado por: Moisés San Lucas
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Anexo 4
CERTIFICADO DE CALIDAD DEL AGUA DE PLATA

Reinheitszertifikat Silberstabe 8cm

hitp//pulsar.li garantiert die 99,.99% Reinheit dieser Silberstabe.

Hitp.//pulsar.li bezieht Fensilber- und Feingolddraht nur von renommierten
Edeimetall Scheideanstalten.

Hitp/pulsari verkauft seit 2001 Feinsilberstabe 99 99%, geeignet zur
Herstellung von kolloidalem Silberwasser, wo die Renheit des Metalls
besonders wichlig 1st.

Mit dieser Berechnung konnen Sie jederzent selber Uberprufen, ob die
orliegenden Silberstadbe rein sind.

Silber hat ein spezifisches Gewicht von 10,5 Das bedeutet:

1 dm? Silber wiegt 10,5Kg (1 Liter)

1 dm? = 1000cm’

1 cm’ Silber wiegt 10.5g

Die vorliegenden Silber - Stabe haben ein Mass von 2.5mm @ x 80mm

0,3927 x 10.5=4,12g

Das beweist, dass 8cm lange, 2,5 mm © dicke Feinsilberstiabe 4,12 g
wiegen mussen. 10 Stabe wiegen also 41,2 g.

Wenn es weniger sein solite, dann sind sie entweder nicht neu (durch
Elektrolyse abgebaut) der nicht rein.

Umrechnung auf andere Langen: zB. 10cm: 4,12/8x 10 = 5,159

Sie konnen also mit einer Feinwaage kontroliieren, ob die vorkegenden
Stabe echt, neu und 99,99% rein sind.

Ubngens wiegt ein 10 Eurocent Stuck auch 4. 1g. also konnen sie mit einer eintachen
Schalenwaage das Gewicht kontrolieren Ein S Cent Stuck wiegt 4g
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Anexo 5
RECOMENDACIONES DE USO PLACAS PETRIFILM MESOFILOS

AEROBIOS
3M Placas Petrifilm™ para el Recuento de Aerobios Recomendaciones de uso
m“mmmmmmlmmmmm
RESPONSABILIDAD DE IM, ALMACENAMIENTO ¥ ELIMINACION, « INSTRUCCIONES DE USO, remdlase o nseno de prod nal

Akn o pay dow 0w Pars cormar un pacuete sbikerto, dobile of [~
] msnl'crﬂ’ﬂ.mrm 2 exiremo y sdllelo con cinta adhesive 3 -hhndnba.m—s-
cadusided. En dress S alta humedad, ’.h-:hu’l‘hﬂk ::&zﬂ'n
donde b condensacon pueds aur un - mw
e el
fugar de trubaps sobes o aberdos. L

Cidad en s pete supericn de ls placa.

4 o d-m—uh:nm 5:‘“-““‘““ 6 Mazdde u homogenice la muestr
nauoun:am a.-ua' umuﬁ -
o ° =z -mdﬂ-‘tm ol pH e s ety ik et 6 ¢ 72
ﬂnmnva [ ey g ey Sy
ﬂ Pars productos bisicos: ke solusidn TN de HOL
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dhnﬁ*.hﬁdud ol gl y procech a le h&

Mdnﬂu“ Presione
[() ot e ||
Aotalerenite la mueslra.

Incube bis placas cart arits en gupos Las Placas Putrifien posden
it no miba de 20 plezas. Pusde ser 14 anuaﬂh
neceaino humectar of ambienta de la walinder u oo lipo de hpa con b
Incubbadiors £on un pequeho recipiels muuamm
Con agus Ealinl, pees misimizar b los resudilacos.
o humedad,
-]
ok g e e of e e
sprobadts mis conotides sen:
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Anexo 6
RECOMENDACIONES DE USO PLACAS PETRIFILM E. coli/Coliformes

M Plicas Petrifilm™ para el Recuento de E. coli / Coliformes  Recomendaciones de uso

Park inlormactn deulich scted ADVERTENCIAS, PAECAUCIONES, COMPENSACIONES POR GARANTIA / GARANTIA LIMITADA, LIMITACIONES POR
RESPONSABILIDAD DE W, ALMACENANENTO ¥ ELIMINACION, o INSTRUCCIONES DE LSO, sermilise al nisn de products an ol plcuii.

= ks & U Pars corme un pacuste stierio, dothe of Mastergs loe saguetes carracon (segun

1 Serperstios W °C (46 °F). Las place deten watrerro ¢ milislc com crts achesws pars wedca en of purto 3) & lerpecsiues 128 °C

sasrm artes dy w lecha de cadudices. £ wvtar ol ngreao de humedid y, par o {77 %} y e Surmdad el 0%

Arnas o als hurecied, donce s cooderaacds Sario, b alteracaie de bex slacax. Mo refrigers o cagueten Gue ya heyas

e - ek ctvecize. Uiiicw les Places Petrfin

neke ol MRS U e deapue du sbierts of

g e Evsa arte de abrviox, paguele.
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Anexo 7

RECOMENDACIONES DE USO PLACAS PETRIFILM MOHOS Y
LEVADURAS

3M™ Petrifilm™
Levaduras y Mohos

muesia on ¢l conto del Bim burbuas da alre.

71



BMumm | s et

anba on s de hasta 20 5

anmporalrade 25°C £ 1 %o con; i

curania 35 dlas. -—mm_"‘:
mskados consular la Gula do
Interpratacion.

Cmmonales

lwmmvwﬂmm.n'.-. mm

o BlabLs CoalL! I

“‘m'lﬂu

Mxﬁtn”‘,,

s 106N
o S g e Bt IT1 M ey

DTOSOC -

72



Anexo 8

METODOS VALIDADOS POR LA AOAC INTERNACIONAL (Association
of Analytical Communities)

3M™ Petrifilm™ Plate Certificates, Recognitions and Validations

31 Food Safety s oertified 10 150-0001 for design and manutacturing

International Recognition
< AFNOR
M oon Axotic Count Flaes NF Valition Centtio Numider 3M 01710060
(i compasnd 1 150 4333 metod)
Al DX joscopt raw shalf'sn) Collon Cours Pltes NF Validtion Cortficazs Numdar 34 01/2-00/804
24 howr \osd coliom st |as compama 1 150 4332 YREL matody
NF Validation Coriicate Numider 3N 01/2.(/808
{28 compand 10 50 4331 WPY mebad)
Al s Coioom Cound Plies NF Valicktion Cortlicate Nunser 3N 01/2.00890
24 how Demoiokint cadam sl {28 campand 13 VO3.060 WEL at &4°C metad)
St E cob Count Putes NF Veidation Certicate humber 2 01/2.06/01
(s compased 1 5D 166402 £ cof matted)
Fapkd Callom Coont Pldes NF Valition Centtioe N 3M 01/5-034TTA
1400w mud (noubals at 30°C kv pacessad pork prodects) | (& compasnd 1 150 4332 YREL 30°C mehad)
Fapks Cottorm Coont Patas NF Volidution Certicas Numoar 3M 01/5-03078
24 hour result focubut o 50 for processed pork products) | (a8 compand 0 50 4332 VFEL 0°C mehod)
Al o jescept precessed pork procuc) | Rapkd Catiorm Count Pates NF Validtion Certicate Numder 3M D1/5-03\7C
24 howr e facubum ot 30T Ny sedfod proauessy (a8 compased i 50 &331 NP meeod
Mon Enmotuctericoss Coat Rates. WF Valdation Cartioas Nomder 3M D1/S-000T
{28 campasnd o 50 21524 part 2 YREE method)
Hgh-Seraidty Colform Count Fltes NF Valdation Cortcate humdar 3M 017700730
|28 comgand 1 150 4331 NPN meiod
Stgh Eepress Count Sysion NF Valition Centtioae Numidar 3M 01050403

{18 compasd 13 EN 150 682841 ruthed)

< ADAC® INTERNATIONAL Official Method of Analysis™

Faw and pesiestioed mik Aarobic Count, Coliorm Coure Plas Method 56533
Ty 00ut Arotic Court, Coltorm Coure Faes Metod 3609
Hgh-Senaliity Colform Court Raes Mothod 50600
Foats Aobic Count Pets Mahod 990.12
Cotiom Courd, E. cof/Calborm Count Ftes Mathod 991,14
Yoaut and Mokd Count Fais Metod 997402
Rapks Cottorm Court Plaas Matod 200245
Foulyy, mas and sealood E col/Coktom Cause Paes Mehod 94 08
Seheeod Yoocs Fapht & arees Count Systam Mathod 200105
Entantoctriiceas Cour Pums Mathod 200201
Sekind 20005e0d 3 PRS00 0o Stph Eqpress Count Sysion Metod 200207
Sekcd dary ‘oo Sugh Expresa Count Sywn Mahod 200302

Selecand poJry, modts aad sedfead Sugh Express Count Sysiom Method 200311
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Anexo 9
GUIA DE INTERPRETACION MESOFILOS AEROBIOS

Las Placas Petrifilm™ para Recuento de Acrobios Totales (Aerobic Count AC) son un medio de cultivo
listo para ser empleado, que contiene nutrientes del Agar Standard Methods, un agente gelificante
soluble en agua fria y un tinte indicador de color rojo que facilita ¢l recuento de las colonias. Las Placas
Petrifilm AcC se utilizan para el recuento de la poblacion total existente de bacterias acrobias en productos,
superficies, etc.

Conteo de Bacterias Aerobias »152

El unte mchicador rojo que se encuentra en |2 placa colorea
mmmmm;:mmmm
colonis Tojs sin Enpostar su tamidio o L mtensidad del
0N rogo.

74



Conteo de Bacterias Aerobias « 0

La Paca Petnifilm para Recuemo de Aesobios Totakes es de
ﬁ:lmmhﬁgn-mmplmm
crecimiento de colomas.

Conteo de Bacterias Aerobias » 143

El rngo recomendado de conteo en la Placa Petnfilmac
est entze 26250 colonsas, Obsérvese la figum 4.

Conteo de Bacterias Acrobias » 16

La figura 3 muestra una Placa Petnfilm Ac con crecimicnto
bajo de colonias.

Conteo de Bacterias Aerobias » 560 “estimado”

Cuando o smero de colonias es mayor 2 280 (como se
Edeobmvucn la figurn 5}, por su excesvo crecmmiento,

conteos ser estimados. Determine el promedio de
colonias en un cuadrado (| o) y maltipliuelo por 20 pam
obtener ¢ conteo total por placa. E area de moculacion de
Petnfilmac es de 20 car,




Conteo de Bacterias Aerobias « MNPC
Canteo estimado: 10

La figura 6 muestra una Placa Petnfilm Ac con colonias
MUY PRETICTCRAS PO CONtAL.

Conteo de Bacterias Aerobias » MNPC
Canteo estimado: 100

Ocasoealmente, la distribucka de Las colonas puede
apareces de forma desigual, no homognea, cowo se
muestra en la figura 8, Esto también o5 una indicacion de un
resultado MNPC,

Conteo de Bacterias Aerobias « MNPC

Conteo estimado: 10*

Clom comecs muy alios, el &ea fotal de crecmiento puede
virar o cokorearse rasa, coma se muestra en la figur 7.
Usted podria observar coloesas individuales solo en el filo o
borde del drea de crecimiento. Registre este conten como
masy numercso para cootar (MNPC),

Conteo de Bacterias Aerobias » MNPC
Conteo estimado: 10

Lirs colonaas de |a figura § podrian confundirse como
contebles 2 primera vista. Sin embargo, si usted observa
detalladamente ¢l borde o filo del aren de crecumiento,
visualizr una alta concentracyin de cokonus,
1stae este resultado como MNPC.



Conteo de Bacierias Aerobias » 160

C aenl ! &
Wcs ek e s 0 e P
Petrdfilm Ac.

Cuando esto ocurra:

I Determine el proenedio en ks cuadros no afectados
y estime |0 resubtados,

2, Realice conteos prelimenares para verificar of
crecumuento; la hicoefacewon generalmente se
resenta de manesa wirdia,

Conteo de Bacterias Aeroblas » 83

Debiado a que en las Placas Peanfilm Ac las colonus de
naubiownﬂm&rz:.xlupedeuautmdc

partkulas o residuos de producto, ya que 50 tienen
una forma eregular y color opaco (observe ks circukes
ly!&hﬂgnlli



Anexo 10
GUIA DE INTERPRETACION E. coli/Coliformes

Las Placas Petnifilm™ pam el Recuento de EcolitColiformes (Placa Petrifilm EC) contienen natrientes de Bilis Rojo Violeta
(VRB}), un agente gelificante sobuble en agua fria, un indicador de actividad de Iz glucuronidasa y un indicador que facilita
la enumeracida de bs colonias. La mayoria de las £ coli (cerca del 97%) produce beta-glucaronidasa, la que a su vez
produce una precipitacin xzul asociada con la colonia. La pelicula superior atrapa of gas producido por £ calf y coliformes
fermentadoces de lactosa. Cerca del 95% de las £, coli producen gas, representado por colonkas entre azules y rojo-anales
asociadas con ef gas atmpado en la Placa Penfilm EC (dentro del didmetro apraximado de una colonia).

L2 AOAC Internacional y el Manual de Andlisis Bactenolégico de ks FDA de los Estados Unides definen los coliformes
como colonias de bassoncillos grame-negativos que producen deido y gas de la lactosa dummte ks fermentacidn metabdlica de
1a lactosa. Las colanias coliformes que crecen en la Placa Petrifilm EC, producen un dcido que camsa el oscurecimacnto del
gel por el indicador de pH. El gas atmpado alrededor de las colonias rojas de cofiformes confinma su presencia.

L identificacién de la £ cali paede vanar de paks a
pals (ver en "Recamendaciones de uso® tiempos de
incubacion y temperaturas).

Méndo validado por la AOAC Internacional
E. coli = 49 (colonias axules con gas)
Total coliformes = 87 (colonias rogas y azules con gas)

(NO use esta placa sola pura la deteccidn de E. colt 0457, Como b muyoris de ceros medios pa enumencxdn de £ colf coliformes,
estu placa 0o sefalard especificamente si estd presente aligdn O157)
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No crecimiento = 0

Observe el cumbio de color del gel de ks figuras 20 8
Mientras el recuento de £ colf o coliformes aumenta, el
color del gel se yuelve rojo ascuro o pdrpura walado.

Las burbujas del fondo son caracterfsticas del gl y no
son el resultado del crecimienso de £, coli 0 coliformes.
Ver el circulo 1.

Cualquier azul en una colonia (de xzul a rojoaral) indica
la presencia de £, col. La bz de frente mejorard ks
deteccidn del peecipitado azul formado por una colonia.

1 circalo | muestra una colonia rojo-azul cuyo contea
s¢ hizo con luz de atrés. El clrealo 2 muestra la misma
colonia con bz de freme. El azal peecipitado es mis
evidente en el circulo 2,
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Recuento de E. coli = 13

Total de recuento de coliformes = 2§

El rango de recuento de la poblaciéa en las
Placas Petrifilm EC es de 152 150.

No cuente las colonias que aparecen sobve l barrera de
espuma, ya que hin sido removidas de L infloencia del
medio selectivo. Ver el circulo 1.

Recuento de E. coli = 17

Recuento total estimado de coliformes = 150

El drea carcular de crecimuento es de aproximadamente
20 cm’. El recuento extimado se puede hacer en las
placas goe contienen mis de 150 colonias, al contar
¢l mdimero de colonias en wno 0 mis de ks cuadrados
representativos y al determinar el promedio por
cuadrado, Maltiplique el ndmero promedio por 20 y
determine ¢l conteo estimado poe placa.



Recuento actual aprox. ~ 10°

tienen una o mis de las siguicotes caracteristicas:
Muchas colonias poquetas, muchas burbujis de g
el oscurecimiento del gel de un color rojo 2 wn azl

Recuento actual aprox. ~ 10°
Una alta concentracidn de E. colf paede causar que el
direa de crecimicnto se haga azul pirpura.

Recuento presuntivo de E. cofi ~ 8

Recuento total estimado de coliformes aprox. ~ 10*
Cuando existen cifras altas de coliformes (10°), algunos
ﬁp&&dmwwmpy
las colonias arules poeden ser menos definitivas. Cuente
todas lus colonias arales sin gas v/o zoous wxales como
E coli. Si es necesaria kx confirmacadn, aishe s colonias
azules con gas para su pastenior identificacidn.

Recuento sctual aprox. de ~ 10*

Cuando un nimero alto de organismos nowcoliformes,
como kas Prewdomonas, estén presentes en las Placis
Pesifilm EC, ¢l gel puede volverse amarilio,



Recuento tatal de coliformes = 3 Recuento totul de coliformes = 78
Las particulas de alimento tienen forma imregular v no Los patrones de burbujas pueden vanar. Bl gas
tienen burbujas de gas. paede romper ka colonia y asl, esta dltima ‘delinea’

L barbwja, Ve los circalos | y 2.

Las burbujas pueden aparecer como resultado de
una mocalacion impropéa o de aire atrapado dentro
de la moestra. Tienen forma irregalar y oo se
asocian con um cobonia, Vea el circulo 3.

0 0
[+]
0 0

0 0 00.0 &)

| fa) 4

2 ¥ Q@

6

2 0 &

12

Los ejemplos | 4 10 muestrun varios patrones de
burhujas asociados con colonias que producen gas.
Todas deben ser enameradas.
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Anexo 11
GUIA DE INTERPRETACION MOHOS Y LEVADURAS

Guia de

m Interpretacién

Petrifilm”
Levaduras y Mohos

Haces um recuemo con placas Perrdlim Levaduras y Mobos
e Fhodl. Contiznen wn indicador coloeante pac levadors y
mohos pard peoparcionss conmsie y faciliter of recucaio.

» .. & Para difereaciar las codoalss de levaduras y mobis o lis
$ UN placas Pemsfilm Levaduras y Moos, buscae wsa o mis &
’ e =k s sigulemes camceerithess tipicas:

. LEVADURAS
» . - Colonias pequedn
a4 - Lass coloniss thenen hoedes definidos
Y . - De color ross-tostado o aaul-verdoso
Riss & - Lass volonles puedes sposecer deadss (“3D7)
. " e - Generalmente no tenen wn foco {ceno segro) en el
*® 5 cenam de l coloala

MOHOS

- Cotoalss grandes

- Law colomias tienen bordes ditusos

- Color vmiable (o5 mobos pucdes products sis proplos
i)

- Las colonlas som planss

- Generalmenie con um foco en &l cesan de la codonla

Las cobomuas en la figue | son epemplos de devaduns
caracterbsticass colonles pequesies, de color amul-verndoso, coa
bordes defesidos y sin foco (Recuento de levaduras » 441

Las colomuss de la figues 2 son ¢jemplos de mobos
carsciertdioos: prandess, colonls de color varuhle, coa bordes
ditesos ¥ un $oco en ¢l centm { Recuents de mahos » 271,
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YERST & MOLD  YEAST & MOLD

YERST &

f W
p e
s B

Yeust cuant = 450 (estimte;
Modd connt « 21

Pigase 3

TGT & MDD VERST & MDLD  VERST 4§

Yeast coaut » TNTC (sctual count < 1) Figus: 4
WiLI Yool & LU YERST & MOLL
Yeast count @ TNTC isctial connt < 10F)  Figuse 3
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Levaduras

La place Pemfilm Levadurus y Mobos de la fgues 5
Contiens o pimen (icllmente contabde de molos,
fcolonias gramdes, verdes, con bosdes difuses y un foco
central) y s gran admero de colonias de levaduns, Las
codonbis de levaduras soa pequefiss, de color tostado, con
bordes definides y sin Soco. Cusado of nimsero & colomas
s mds de IS0, se debe Bocer wea estimucida: determinr ¢
2dmeno medio de colonuas 2n s cuadrado (1 cm®) y
sultiplicar por 5 para oblener ¢l recuento toeal por placa.
El drea inoculads de una placs Petrifiss Levaduns y
Mobos e de speonimadamense 30 oo (Recuento de
kevadures « 39 (estimade) | Recuenty de mobos » 21).

La placa de Peonfilm Levaduras y Mahos de la figasa 4
contlens us clevado nimeso de colonias de levaduras,
demnesiado sumencso pura ser coatido (TNTC). Las
codonbas poquefias ¥ anules en el bonde de la placa la
diferencies de una placa de mohos TNTC (Recuente de
kevadurss » TNTC, recoento sctsald >10°0

Algamas veoes las placas Petrifden Eevaduns v Mobos
c08 un 2dmero alio de coloatss de levadurss pueden
pemscer gos leagan un crecimiznto o s0ko en bos hoedes
(lsgura 8). Tambedn es ws recucatn & leyadures TNTC
(Recuentn de levadurss » TNTC, recucntn setual >10°).

St ks places Petrdilm Levadons y Mohos pasecen no leses
crecimiento, kevantar el files supersor (figues 6). 54 hay
presenies muchas levaduras, se veria codonlis blascas eo e
2el Se anota como un receento de kevaduns TNTC
(Recuento de levadurss » TNTC)L




Mohos

Liss colonliss de mohos e 1 placa Pesifilm Levaduras v
Mo de La fignrs 7 som colonlis de

variable, coa bordes difusos y un foco cenmal. Son grandes,
empezsado 4 esporular y superponerse entre & en 4 placa.
Par facllite el recueato dividir 1 placa en secclones ¥
buscar focos que pensitan distiagur colonias indivaduaks,
El recuadro muestra 15 mobos (Recuento de mohos = 591,

Notar L prgemearacion variable con bordes vellosos en la
placa de la figurs 8, cassado poe o clevado sdmero de
colomias de mobos ¥ 1a exponslacin que ha teaddo logar,
Estimar ef ndmero contando tos focos, Ea o cuadndo que
¢ muesa hay 4 coloais (Recuente de mohas » 120
(estimado)).

npmmhhsm&tmnplmh
con mochas coloates peaies mostrar canacieristice
de cooales atipicas. Es smporume hacer ung comecs
Ricode Par ZSCIUNAT UN EOCUSTID EXALID,

Lass plascas Pearifilm Levadurss y Mohos de las figuras 9 v
10 som diluciones 11 10y 1 100, ded
w0 podscio. Las dela Y som pequedia,
pilides y numerosas, hackendo e costaje dificl] de estimae
%WMMIMC:*-

La dilucsda del producto pern oblener us recuenio d&e
cobomlas en el marges deseado ( 15150 cobomias) faciles ol
recueno. Los mobos de s figors |0 sos grasdes, con
Bondes difesos y focos ceatrales (Recuento de mebes » 55).
El de less coloniis de la ealadl
e e e
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Anexo 12

MATRIZ DE DATOS OBTENIDOS

CONTAJE
Mesofilos aerobios Coliformes Totales E. coli Mohos Levaduras

Tiempo de contacto Imin | 5min | 1min | 5min Imin | 5min | 1min | 5min 1min 5:“ Imin | 5min Imin | 5min | 1min | 5min Imin | 5min | 1min | 5min
codigo de muestra

R1IM1 680 280 185 71 46| 90000 110 93| 62 11 6 0 0 0 0 3 0 1 0 0 116 42 37 20 41
R1M2 90000 123 62 67 31 420 6 0 5 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 480 28 9 13 3
R1M3 90000 | 90000 | 3800 93 60 103 99 75 49 42 2 0 0 0 0 9 10 10 6 4 1800 12 16 4 1
R2M1 90000 | 4300 | 2500 | 2100 | 1400| 90000 | 2600| 1800 | 2200 | 2000 0 0 0 0 0 4 1 2 0 1| 10800 | 4800 | 4500 | 5400| 6300
R3M1 90000 | 2000 | 2600 88 71 69 58 43| 56 39 0 0 0 0 0 2 0 1 1 0 112 42 37 44 25
R4M1 720 91 110 50 42 91 20 27| 33 7 3 1 0 1 0 0 0 2 1 0 930 450 480 480 420
R5M1 930 210 153 15 8 85 40 36 14 10 1 0 0 0 0 1 0 0 0 0 270 83 42 69 38
R6M1 480 98 105 56 39 96 24 27 38 7 2 0 0 1 0 2 1 1 0 2 840 480 510 600 450
R7M1 1500 740 540 128 85 110 18 3 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 360 270 270 150 210
R8M1 1620 115 80 27 25 500 21 13 17 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 720 780 510 450 420
RIM1 90000 73 39 12 5 66 8 0 0 0 0 0 0 0 0 3 2 0 0 1 16 19 6 0 0
R10M1 780 231 193 74 41 159 118 123| 103 57 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 125 82 71 49 38
R11M1 1600 38 30 50 22 3400 187 135| 48 69 1 0 0 0 0 1 2 1 2 0 72 7 6 10 6
R12M1 90000 | 3600 | 2800 | 2000 | 1200| 90000 | 3000| 1900 | 2200 | 2200 0 0 0 0 0 3 2 0 4 1 15 22 16 8 8
R13M1 90000 760 660 105 87 90000 580 12| 180 0 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 840 870 630 570 390
R14M1 1500 90 46 16 13 3800 210 226 94 59 4 2 0 0 0 26 6 6 4 2 90000 450 32 27 15
Unidades UFCl/g UFCl/g UFCl/g PROPAGULOS/g UFCl/g
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Anexo 13
PROCESAMIENTO DE LAS MUESTRAS

Toma de muestra Trituracién de la muestra  Pesaje y dilucion de la muestra ~ Siembra de la muestra Incubacion de la muestra
Incubadora 1

Lectura de resultados Incubacion de la muestra
Incubadora 2

86



Anexo 14
IMAGENES DEL RECUENTO FINAL PLACAS PETRIFILM

Recuento placas Petrifilm Mesofilos aerobios
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Anexo 15
CONTROLES DE CALIDAD

Control de Calidad Agua de Plata

Mesofilos aerobios E. coli/Coliformes
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Control de Calidad del Agua Peptonada
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