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RESUMEN

El principal objetivo de esta investigacion fue la comparacion entre Compact Dry y
espectroscopia Raman para determinar Escherichia coliy Staphylococcus aureus en
quesos frescos de los mercados “Cepia”, “Central” y “San Miguel” de la ciudad de
Tulcdn. De cada mercado de adquirieron 10 quesos frescos, cada uno de los quesos
se dividieron en dos partes, una parte para realizar la determinacién de E. coli y S.
aureus utilizando Compac Dry. Y la ofra parte se ultracongeld v liofilizé para realizar la
espectroscopia Raman con laser de 532 nm con una potencia de 16 mW al 5 %, el
espectro se evalud en una longitud de onda de 0 a 4500 cm’. En los andlisis
microbioldgicos para Compact dry XSA y EC en la determinaciéon de S. aureus y E. coli
en Log UFC/g se obtuvo para el mercado “Cepia” 4.41 y 4.21, para el “Central” 4.84
y 4.17 y para “San Miguel” 5.48 y 5.39, respectivamente; su metodologia se completd
en 23.3 h, con un costo de 8.11ddlares por muestra. Respecto a Espectroscopia de
Raman se aplicé en un queso testigo en iguales condiciones a los obtenidos en los
mercados, se lo inoculd con bacterias puras de S. aureus y E. coli para obtener sus
espectros, en lalongitud de onda 1100 cm'y 1150 cm! para S. aureus, y en la longitud
de onda de 1000 a 1030 cm! para E. coli. Raman tiene un costo de 6.16 ddlares por
muestra y demora 22.67 h en completarse. EI método mds eficiente es la
espectroscopia de Raman en funcidn a costo y tiempo para realizar andlisis
microbioldgico.

Palabras Claves: Queso fresco, Compact Dry, Espectroscopia de Raman, costo,
tiempo.
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ABSTRACT

The primary objective of this research was to compare Compact Dry and Raman
spectroscopy for detecting Escherichia coli and Staphylococcus aureus in fresh
cheeses from the "Cepia", "Central’, and "San Miguel' markets in the city of Tulcdan.
From each market, 10 fresh cheeses were acquired; each cheese was divided into
two parts. One part was used to determine E. coli and S. aureus using Compact Dry,
while the other part was ultrafrozen and lyophilized for Raman spectroscopy analysis
using a 532 nm laser with a power of 16 mW at 5%. The spectrum was evaluated over
a wavenumber range from 0 to 4500 cm . In microbiological analyses using Compact
Dry XSA and EC for determining S. aureus and E. coli, results were as follows: For the
"Cepia" market, log UFC/g values were 4.41 and 4.21; for the "Central' market, they
were 4.84 and 4.17; and for "San Miguel," they were 5.48 and 5.39, respectively; this
methodology took approximately 23 hours to complete at a cost of $8 per sample.
Regarding Raman spectroscopy, it was applied to a control cheese under conditions
similar to those obtained from market samples by inoculating it with pure cultures of S.
aureus and E. coli spectra were obtained at wavenumbers around1100 cm-' and1150
cm! for S. aureus, and between1000-1030 cm! for E. coli. The cost per sample using
Raman spectroscopy is $6 per sample with an analysis time of approximately 22 hours.
Raman spectroscopy proved more efficient in terms of both cost and fime required
comparedto traditional microbiological methods.

Keywords: Fresh cheese, Compact Dry, Raman spectroscopy, cost, time.
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INTRODUCCION

Un producto que tiene gran aceptaciéon por los tulcanenos es la cuajada o queso
fresco que se expende en mercados de la capital del Carchi. El queso fresco sin sal
se define como "un producto que se obtuvo por la separacion del suero vy las
proteinas y no necesita maduracion. Es un queso muy humedo, con un porcentaje
en agua de entre el 60 y 80 %, de un sabor suave y textura blanda” (Mundo Idcteo,
2022).

La Norma NTE INEN 1528 (2012) menciona que el queso es un alimento que puede
variar de texturas entre duro, semiduro, blando, extraduro, maduro o verde. En
algunos casos, necesitan de un recubrimiento. Un queso debe cumplir con
caracteristicas microbioldgicas, fisicas y quimicas asegurando que el producto que

llegue al consumidor sea de calidad.

En la determinacion de microorganismos patdgenos en productos listos para el
consumo humano, las industrias utilizan Compact Dry que son “placas miniaturizadas
para el cultivo microbioldgico que tiene como objetivo disponer de un procedimiento
sencillo y seguro para determinar y cuantificar microorganismos en productos

alimenticios” (Micro Planet, 2019).

Durante la Ultima década estdn surgiendo nuevas metodologias para la
determinacién, cuantificacion y caracterizacién de los microorganismos y una de
ellas es la espectroscopia Raman, segun Gutierrez & Otero (2014) La espectroscopia
Raman es una técnica particularmente efectiva para caracterizar materiales
orgdnicos debido a su alta sensibilidad hacia enlaces covalentes simétricos con un
momento dipolar pequeno. Los enlaces C-C presentes en los aldtropos del carbono
cumplen con este criterio, lo que permite que la espectroscopia Raman proporcione

informacién detallada sobre sus estructuras.
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I. EL PROBLEMA
1.1.  PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La industria alimentaria, particularmente la produccion de Idcteos enfrenta desafios
significativos en la determinaciéon temprana y detallada de microorganismos
patdbgenos en quesos frescos. La existencia de agentes patdgenos en estos productos

puede plantear serios riesgos para la salud publica (Aguilera et al., 2014).

Las enfermedades ocasionadas por la ingesta de alimentos contaminados,
conocidas como Enfermedades Transmitidas por Alimentos (ETA), son el origen de
muchos padecimientos a nivel global debido a la presencia de componentes
quimicos y microbiolégicos en alimentos. Segun la Organizacion Mundial de la Salud
(OMS), se estima que alrededor de 1.8 millones de personas fallecen anualmente
debido a enfermedades diarreicas, con un 70 % de los casos vinculados a la
transmision de enfermedades a través del consumo de alimentos. Los riesgos
asociados con las ETA pueden surgir en diversas etapas a lo largo de la cadena
productiva, desde el origen de la materia prima, su procesamiento, almacenamiento

y consumo (Organizacion Panamericana de la Salud, 2023).

La calidad e inocuidad son caracteristicas primordiales dentro del drea de los
alimentos, su cumplimiento debe ser estrictamente controlado por entidades
gubernamentales con la finalidad de prevenir las ETA, debido a ser las causantes de
alergias, intoxicaciones y hasta la muerte de las personas por negligencia de las

industrias productoras de alimentos (Organizacion Panamericana de la Salud, 2023).

Los microorganismos indicadores de calidad en el queso fresco son: Escherichia coli,
Staphylococcus aureus, Enterobacteridceas, Listeria monocytogenes y Salmonella. La
presencia de estas bacterias en el queso representa un mal manejo de la materia
prima, mal procesamiento y mala manipulacién del alimento, evidenciando que
existe una contaminacién microbiolégica importante presentando un incumplimiento
de la norma NTE INEN 1528: 2012.
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Los quesos frescos que son elaborados de forma artesanal a base leche no
pasteurizada y cuagjo comercial representan un foco infeccioso debido a que
contfienen los nutrientes necesarios para el crecimiento de microorganismos
patdgenos que afectan la salud publica y su presencia en los productos se debe ala
poca o nula realizacién de estudios y andlisis previos de calidad a la materia prima
como pH, acidez y sélidos totales, los cuales son importantes para determinaciéon del
estado de la materia prima con la cual se realizaron los quesos. Cabe recalcar que
las politicas ecuatorianas exigen que todos los productos alimenticios vendidos en
establecimientos autorizados deben cumplir normas de higiene estrictas y estar
sometidos a controles rigurosos por parte de las autoridades competentes (Martinez
et al., 2014).

Los mercados ecuatorianos, principalmente los de la provincia del Carchi, son centros
en los que se expenden alimentos que por “cultura general” su elaboracion es
artesanal como la del queso fresco o cuajada que carecen de un registro sanitario,
andlisis microbioldgicos y sensoriales. Por lo tanto, se considera un punto critico que
debe conftrolarse y realizarse una estricta inspeccion a las personas que expenden

estos alimentos (Vaca et al., 2016).

Es crucial identificar con rapidez los microorganismos perecederos y los
microorganismos indicadores de calidad ya que, por las condiciones ambientales de
la regidn y la composicidon del producto, existen altas probabilidades de que haya
una contaminacién microbiolégica, para ello existen metodologias rdpidas de
deteccién de microorganismos que implican métodos de enriquecimiento selectivos
y no selectivos que cuantifican la cantidad de microorganismos presentes en el
alimento. El tiempo de deteccion de un patdgeno es clave al examinar productos
alimenticios, en particular aquellos de breve duraciéon, como la carne, pescado,

productos ldcteos (Ferone et al., 2020).

En la actuadlidad, los métodos convencionales de deteccidon de microorganismos
patdbgenos en quesos frescos sin sal presentan limitaciones considerables en términos
de sensibilidad y especificidad ademds de una variacidén en cuanto a tiempo y costo.
Esto no solo compromete la capacidad de las industrias IGcteas para garantizar la
seguridad de sus productos, sino que también dificulta el cumplimiento de las
normativas y regulaciones sanitarias establecidas por las autoridades competentes
(Martinez y Rivera, 2020).
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Las metodologias répidas de deteccion microbioldgica presentan varias limitaciones,
una de estas es que son laboriosas ya que requieren de experticia a la hora de realizar
los cultivos ademds de que demandan mucho trabajo debido a que los
procedimientos son largos y los periodos de incubacién van desde dias hasta
semanas contando desde el procesamiento de la muestra, cultivo, y la deteccién del
microorganismos, en ocasiones, cuando las muestras tienen cultivos mixtos se deben
realizar aislamientos para la diferenciaciéon entre varias especies de patdgenos y los
resultados se obtienen entre 3 a 7 dias para la confirmacién, estos métodos demoran
mucho en dar un resultado preciso, ademds de que los costos a largo plazo

incrementan por el uso permanente de insumos y materiales (Martinez y Rivera, 2020).

La microbiologia fradicional, hace uso de diferentes métodos para el diagndstico de
deteccidén de diferentes microorganismos indicadores y patégenos usando métodos
selectivos y de identificacion bioquimica, sin embargo, carecen de especificidad y
existe la falta de discriminacion entre cepas de patdégenos y no patdgenos, en
algunas ocasiones las pruebas no identifican entre células viables o no viables,

inclusive si los microorganismos estdn vivos o no. (Huertas et al., 2019).
1.2. FORMULACION DEL PROBLEMA

3Es la espectroscopia Raman una metodologia mds rdpida, precisa y econdmica
para la deteccidn de Escherichia coli y Staphylococcus aureus en quesos frescos sin

sal con respecto a Compact Drye
1.3.  JUSTIFICACION

En muchos paises de América Lating, la producciéon artesanal de quesos frescos es
una fuente clave de ingresos de las comunidades campesinas que comercializan los
productos en los mercados de la localidad con la finalidad de adquirir un valor
monetario. En Ecuador gran parte de la produccién del queso freso es realizado de
forma artesanal, se producen aproximadamente 10 907 947 kilogramos de queso
fresco analmente, de las cuales el 35 %, se estima, que es artesanal. En la Ulfima
década la demanda del queso aumentd 126 % significando una per cdpita de 1.7

Kgy se prevé un crecimiento del 5.6 % en los proximos anos (Padillos, 2020).

El sector Iacteo produce anualmente 1.833 millones de litros de leche y el Producto
Interno Bruto de este sector asciende a los 700 millones de ddlares y representan el 8%
del PBI agropecuario y el 0.6 % del PBI total. La produccién diaria de leche estimada

es de 5 MM de las cuales el 27 % estd destinado al autoconsumo donde se elabora
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queso fresco de manera artesanal, el 73 % es vendido a la industria y el 6 % se destina
a la elaboracion de quesos. El queso es el tercer producto ldcteo que registra mayor

consumo en el pais para el ano 2019 (Vega y Salgado, 2019).

La determinacion microbioldgica de los indicadores de la calidad como: E. coliy S.
aureus en los alimentos debe ser rdpida y eficaz, y mds ain en alimentos que se
consumen directamente, como algunos de los derivados Idcteos, especificamente
en quesos frescos sin sal. La seguridad alimentaria y la salud publica son los principales
objetivos que se deben cumplir para fabricar y expender productos al publico. Los
quesos frescos sin sal, debido a su naturaleza no curada y su alto contenido de
humedad, representan un entorno propicio para el crecimiento bacteriano,
incluyendo aquellos con potencial patdgeno. La existencia de patdégenos en los
ldcteos puede resultar en serios riesgos para la salud publica, causando ETA y

danando la reputacion de la industria ldctea (Granados y Pérez , 2020).

Entre las metodologias emergentes para la deteccidn microbioldgica estd la
espectroscopia que ofrece una serie de ventajas potenciales para abordar estos
desafios al ser una técnica de andlisis superficial no destructiva y altamente sensible,
la espectroscopia Raman tiene el potencial de identificar y caracterizar la
ausencia/presencia de microorganismos de importancia médica en la superficie e
interior de los quesos frescos sin sal de una manera rdpida y precisa siendo un método
de deteccién mdas confiable y eficiente para mejorar la calidad de los productos
l&dcteos (Edinburg, 2021).

La espectroscopia Raman es una metodologia de alta precision porque proporciona
informacién quimica, detectando componentes que estdn presentes en pequenas
cantidades en la muestra analizada, brinda los resultados de manera rdpida (en
minutos), aunque el costo inicial por unidad de produccidn puede ser alto al inicio
bebido a la adquisicion del equipo Raman, la capacidad para realizar multiples
andlisis, ademds de la deteccidén microbioldgica, reduce los costes a largo plazo
(Valera et al., 2018).

La espectroscopia Raman es un método fisicoquimico de gran utilidad para la
identificacion rdpida de microorganismos, ya que puede obtener una huella
espectral de una muestra microbiana, proporcionando informacion tanto
cuantitativa como cualitativa que puede utilizarse para identificar y caracterizar

microorganismos tanto en mezclas bacterianas como a nivel de célula individual. La
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tecnologia ha avanzado significativamente en los Ultimos anos, gracias a las mejoras
en la calidad de la senal y la aparicidon de instrumentos y software fdciles de usar,
haciendo que este método de ciencia fisica sea accesible a los no especialistas para

aplicaciones bioldégicas como la identificacion microbiana (Farinas, 2022).

Es imperativo investigar y desarrollar un enfoque integral que utilice la espectroscopia
para la deteccidn precisa y sensible de microorganismos patdégenos, también es
necesario realizar un andlisis microbioldgico en quesos frescos sin sal, con el fin de
garantizar la calidad de los productos Idcteos que se van a ofertar en los puntos de

distribucién al consumidor.

Por lo tanto, la implementacién de la espectroscopia de Raman en la deteccion de
patdgenos en quesos frescos contribuye a la proteccidn del consumidor final,
ademds de que fortalece la competitividad de la industria Idctea al garantizar la
conformidad con los estdndares regulatorios y la confianza del consumidor. Esta
investigacion es esencial para fomentar avances significativos en la tecnologia de

deteccidén de patdgenos y en la seguridad alimentaria.
1.4. OBJETIVOS Y PREGUNTAS DE INVESTIGACION
1.4.1. Objetivo General

Evaluar los métodos Compact Dry y Espectroscopia Raman para la determinaciéon de
Escherichia coli y Staphylococcus aureus en quesos frescos sin sal que se expenden

en los mercados de la ciudad de Tulcdn.
1.4.2. Objetivos Especificos

e Cuantificar los microorganismos Staphylococcus aureus y Escherichia coli en
quesos frescos sin sal de los Mercados Cepia, Central y San Miguel de la ciudad

de Tulcan usando placas de Compact Dry.

e Determinar los espectros que identifican la presencia de los microorganismos

Escherichia coli y Staphylococcus aureus presentes en quesos frescos sin sal.

e Comparar los métodos establecidos en funcidén a costo y tiempo acorde a las

necesidades de la industria alimentaria.
1.4.3. Preguntas de Investigacion

e :Qué cantidad de Staphylococcus aureus y Escherichia coli estdn presentes

en los quesos frescos sin sal usando placas Compact Dry XSA y EC en los
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mercados de Tulcdn?

2Se identifica la presencia/ausencia de Staphylococcus aureus y Escherichia
coli en las muestras de queso de los mercados de la ciudad de Tulcdn

mediante Espectroscopia Raoman?

2Cudl metodologia serd la mds adecuada para aplicar en las industrias en

base a costo y tiempo para la deteccion microbiolégica?
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Il. FUNDAMENTACION TEORICA
2.1. ANTECEDENTES DE LA INVESTIGACION

Vdasquez et al., (2018) “Evaluacion de la calidad bacteriolégica en quesos frescos en
Cajamarca, PerU” en su estudio llevaron a cabo una investigacion donde se evalud
la calidad microbioldgica de quesos frescos industriales en la ciudad de Cajamarca,
Pery. Tuvo como objetivo determinar la carga microbiana del queso fresco, siguiendo
las normativas establecidas por el Ministerio de Salud. Se evaluaron 6 empresas
productoras de queso y se analizaron S. aureus, E. coli y Salmonella spp mediante
placas PCR y Compact Dry, Los resultados mostraron valores significativos:
1.6 x10° UFC/g para mesdfilos viables; 6.32x10° NMP/g para coliformes totales;
4.75 x103 NMP/g para coliformes fecales; una prevalencia del 33.3 % para E. coli; y
una concentracion promedio de S. aureus de 4.02x103 UFC/g sin presencia
detectable de Salmonella spp. De este estudio se tomaron los resultados de E. coli y

S. aureus y la metodologia para la deteccion de estos microorganismos.

Escobar et al., (2023) “Andilisis microbioldgico y resistencia a antimicrobianos del
queso fresco que se expende en un mercado, de la ciudad de Riobamba” evaluaron
la inocuidad y calidad del queso fresco comercializado en un mercado de
Riobamba, Ecuador. A través del andlisis microbioldégico exhaustivo, da como
resultado la presencia de patdégenos como Coliformes totales, Escherichia coli y
Staphylococcus aureus. En este estudio se utilizaron métodos tradicionales como
Placas Petrifilm 3M y pruebas confirmatorias en Placas Petri junto con antibiogramas
mediante el método Kirby Bawer. Los resultados mostraron altas concentraciones
bacterianas: 1.3 x10° UFC/g de S. aureus, 7 x10°> UFC/g de E. coliy 8.5 x10°> UFC/g de
coliformes totales. Estos valores superan significativamente los limites permitidos para
consumo humano segun normativas nacionales e internacionales. Estos resultados se

comparardn con los UFC/g de E. coliy S. aureus de este estudio.

Dewantier et al., (2023) “Identifying Chemical Differences in Cheddar Cheese Based
on Maturity Level and Manufacturer Using Vibrational Spectroscopy and
Chemometrics” se centraron en la caracterizaciéon quimica del queso cheddar,

analizando el nivel de madurez mediante la espectroscopia infrarroja (FTIR) vy la
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espectroscopia Raman. Se recopilaron los espectros Raman utilizando un
espectrometro Perkin Elmer Raman Station 400 con el detector enfriado a -50 °C,
tiempo de exposicion de 5 s (12 acumulaciones) y laser de excitacion a 532nm con
250 mW de potencia. Los hallazgos del estudio revelaron que las variaciones en la
composicidon gquimica, particularmente en los perfiles de lipidos y proteinas, son
significativas entre los quesos de diferentes edades y productores. Se tomd como
referencia la Figura 1, donde se nombran los picos en las longitudes de onda de 500

a 3500 cm™1, para comparar con los espectros enconfrados.

Nakar et al., (2022) “Detection of multi-resistant clinical strains of E. coli with Raman
spectroscopy” se centraron en la deteccidén de cepas clinicas de Escherichia coli
multirresistentes mediante la espectroscopia Raman para diferenciar entre cepas
resistentes y sensibles. Se recopilaron los espectros Raman utilizando un
espectrofotébmetro (HR800, Horiba/Jobin-Yvon) 800 con el detector enfriado a -50 °C,
tiempo de exposicion de 155 (12 acumulaciones) y Idser de excitacién a 532nm con
18 mW de potencia. Los investigadores recolectaron espectros en masa y micro
espectroscopia Raman de una sola célula. Se identifico la longitud de onda en 1000

a 1030 cm™1, donde se encuentra un anillo de L-fenilalanina propio de E. coli.

Rebrosova et al, (2017) “Rapid identification of staphylococci by Raman
spectroscopy” se enfocaron en la identificacion rdpida de 16 especies de
estafilococos utilizando espectroscopia Raman, una técnica que ha demostrado ser
eficaz en la caracterizacidn de microorganismos, se analizaron las muestras
directamente desde colonias bacterianas cultivadas en placas de agar Mueller-
Hinton. Se recopilaron los espectros Raman utilizando un espectrofotdmetro Renishaw
inVia Raman Spectrometer, Renishaw plc., Wotton-under-Edge, Reino Unido 500 con
el detector enfriado a-50 °C, tiempo de exposicion de 155 (10 acumulaciones) y laser
de excitacién a 532nm con 15 mW de potencia y se identificd la presencia de
carotenoide estafiloxatina propio de S. aureus en una longitud de onda de 1100 a
1150 cm™1.

Ortega et al., (2015) “Posible uso de espectroscopia Raman como herramienta de
andlisis en la produccidon y control de calidad de bacanora”™ examinaron la
factibilidad de utilizar la espectroscopia Raman como instrumento analitico en la

fabricacion y supervision de la calidad de la bacanora, una bebida alcohdlica
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tradicional de México. Este enfoque se basa en la capacidad de la espectroscopia
Raman para identificar componentes quimicos sin necesidad de preparar las
muestras o tfener contacto fisico con ellas. Los resultados del estudio estdn enfocados

en aplicabilidad, costo y legalidad.

Granados y Pérez (2020) “Metodologias microbioldgicas como herramientas de
verificacion, control y calidad en la industria de alimentos y bebidas” abordan la
importancia de las metodologias microbioldgicas en el control y verificacion de la
calidad en las industrias de bebidas y alimentos, este trabajo destaca cémo las
técnicas microbioldgicas son fundamentales para detectar contaminantes
microbioldgicos con el objetivo de que se cumplan con los estandares establecidos.
Comparando metodologias répidas para la determinacion microbiolégica y sus
costos. Se tomard como referencia la Tabla. N°1. “Cuadro comparativo entre
métodos microbioldgicos rdpidos para la Industria de Alimentos y Bebidas” y el tiempo

de respuesta por método.
2.2. MARCO TEORICO
2.2.1. Queso

2.2.1.1. Definiciéon

El Instituto Ecuatoriano de Normalizacién en su norma NTE INEN 1528 (2012), establece
que es “producto blando, semiduro, duro y extra duro, madurado o no madurado, y
gue puede estar recubierto, en el que la proporcidn entre las proteinas de suero y la
caseina no sea superior a la de la leche” (pdg. 1); que por accidén de coagulantes
especificos permite la separacion del suero, obteniéndose la concentracién de
proteina lactea, donde por técnicas de elaboracién deben brindar propiedades

quimicas, fisicas y sensoriales.

Ademds, en el estudio realizado por Lépez (2023) se indica que “el queso es resultado
de una precipitacion o coagulacion de las caseinas de la leche, que representan un
80 % de la composicion de las proteinas de la leche” esta leche es producida por las

hembras de animales como vacas, cabras, ovejas, camellas, etc.

2.2.1.2. Tipos de quesos

La variedad de quesos actualmente se ve reflejada en las costumbres, cultura,
hdbitos alimentarios, etc.; sin embargo, entre los mas comunes la NTE INEN 1528 (2012)

menciona:
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Queso madurado: es aquel que luego de la elaboraciéon no estd listo para el
consumo, debe conservarse en condiciones especificas y por un tiempo
prolongado hasta conseguir cambios bioquimicos, fisicos y caracteristicos del

queso.

Para obtener este tipo de queso es necesario almacenarlo en un ambiente
natural o controlado como una bodega o cdmaras que pueda mantener la
temperatura entre 8 a 12 °C. Asi mismo se pueden clasificar los quesos maduros
por su tiempo de reposo, siendo los tiernos los que han sido madurados por
minimo 7 dias, los semi maduros con un fiempo minimo de 20 dias y los maduros

con un fiempo de 100 dias.

Queso madurado por mohos: se refiere a una maduracion generada por el

crecimiento de ciertos tipos de mohos en el exterior e interior del queso.

Estos tipos de hongos, como el Penicillum, contribuyen a potenciar
caracteristicas organolépticas como el gusto y la fragancia. Un claro ejemplo

de estos quesos son el queso azul, fambién conocido como roquefort.
Queso no madurado: es aquel que luego de su produccion se puede consumir.

Se puede indicar que este tipo de quesos tienen como caracteristica principal
su alto contenido de humedad que oscilan entfre 70 a 85 %. Es muy consumido
debido a su bagjo contenido de grasas, su textura blanda, alta concentracion
de proteinas y que posee nutrientes siendo el calcio el principal en su

composicion.

Queso fresco: denominado también queso blanco, es aquel que no ha sido
madurado, ni escaldado; sino el desarrollado con leche entera a la que se le
agrega un coagulante para tener caracteristicas propias y particulares de este

producto.

Queso cottage: se elabora con leche descremada, cultivos Iacticos o enzimas
para obtener una textura suave, cremosa, de alta humedad, y con un
contenido de grasa menor al 2 % (m/m), se caracteriza por su textura
granulada y grumosa, esto debido a que no pasa por un proceso de prensado

que compacte su estructura.

Queso quark: es un queso no madurado y sin escaldarse, posee una textura

blanda al ser elaborado con leche descremada, cultivos Idcticos y enzimas.
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Es un queso europeo y caracteristico por su parecido con el yogurt griego, esto
por su alto contenido de humedad siendo mayor a 80 % ddndole una textura

cremaosa.

Queso ricotta: posee una textura granular suave, alto contenido de humedad
y es conocido porque se obtiene del suero de la leche, donde su coagulacioén

se desarrolla con el suministro de calor, cultivos Iacticos y acidos orgdnicos.

Queso crema: caracteristico por su contenido alto en grasa, ser elaborado
Unicamente con crema vy cultivos Iacticos para una textura homogénea,

cremosa y no granulada.

Queso duro: es aquel que lleva una etapa de prensado, y tiene una textura
dura desmenuzable, donde su contenido de grasa varia dependiendo del tipo

de leche utilizada.

Queso mozzarella: posee una textura eldstica y suave denominada pasta
flamentosa, dichas caracteristicas son el resultado de aplicar un escaldado y
moldeado. Este queso no tiene corteza por ello puede generar diversas formas
siendo relativamente facil su envase, esto también gracias a que no contienen

un nivel alto de humedad.

Queso requeson: se obtiene por la coagulacién de las proteinas presentes del
suero, siendo asi que el requesdn un queso que se produce sin necesitad que
generar un tratamiento, este fipo es muy propenso a danarse por lo que es

recomendable que su consumo sea de manera rdapida.

Queso de hoja: es aquel que hace uso de una acidificacién natural con
bacterias mesdfilas no patdgenas, que anterior al hilado se somete a calor

para finalmente envolver en una hoja de achira.

Queso manaba: ademds de una acidificacidn con bacterias mesofilas

originaras en Manabi, se usa sal de grano y se prensa.

Queso amasado lojano: es aquel queso que ademds de su acidificacion
natural tiene etapas de secado, molido, prensado y se envuelve en hoja de

achira.

Queso amasado carchense: se define como aquel queso resultante de
cuajada sin cortar, de acidificacion natural y con etapas de molido, salado,

amasado, moldeado y prensado.
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2.2.1.3. Propiedades Fisicoquimicas del queso fresco

Las propiedades fisicoquimicas del queso fresco de acuerdo con la normativa NTE
INEN 1528 (2012) establecen para: humedad, un mdximo del 80 % y un rango éptimo
de 40 a 55 %; proteina, de 2 a 7 % dependiendo de la metodologia de elaboracion;

grasa, entre 15 a 25 %; acidez, entre 3a 7; yelpH, de 4 a 7.

Respecto alos nutrientes, debe presentar valores no mayores al 2 % que compone a
este fipo de quesos, entre los principales nutrientes se encuentra el sodio con un
contenido de 500 mg, calcio con 400 mg y vitamina A con 200 ug, estos valores en

base a 100 g de queso muestran.

2.2.1.4. Propiedades sensoriales del queso fresco

Las propiedades sensoriales del queso fresco varian segun los ingredientes y procesos
utilizados. En cuanto a textura, son suaves (por su contenido de agua) y firmes (por el
uso de prensas para eliminar el suero interno); por parte del sabor, presenta un leve
dulzor por efecto de la lactosa residual; respecto a su color, son blancos ya que no
son sometidos a una maduracidn o la adicidn de colorantes; y su aroma, es

caracteristico a leche fresca (Andrade, 2023).

2.2.1.5. Diagrama de flujo de la elaboracién del queso fresco

A continuacién, en la Figura 1 se presenta las etapas necesarias para la producciéon

de queso fresco.
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2.2.1.6. Defectos del queso fresco

Los defectos que se generan en el queso fresco estdn presentes por malas prdcticas

durante la cadena de produccion, estos defectos como lo indica Saito (2014) se

Leche

Cuajo

presentan a continuacion:

2.2.1.6.1. Defectos fisicos

Recepcion

Pasteurizacion

(85 “C = 30 min)

+

Enfriamiento
(36 =)

+

—

Coagulacion

(35 “C = 45 min)

+

Corte v batido
(5 cm x 5 min)

i

Desuerado

—» Suero

i

Moldeado
(2 horas)

—» Suero

i

Empacado

Almacenado

Figura 1. Diagrama de flujo del queso fresco.

por defectos en los moldes empleados.

Grietas: se pueden producir por una deficiente coagulacion de las proteinas
debido a una falla de la cugjada, también por motivo de un moldeo fallido al
igual que la leche tenga un nivel de acidez alto. Otro posible motivo puede radiar

en el procedimiento de desuerado excesivo, obteniéndose asi un queso seco.

Por parte la parte de acusas pueden ser por acciones mecdnicas como por

golpes, esto por motivos de transporte o manipulacion.

Deformaciones: esto se genera principalmente en los procesos de moldeo, ya sea

por un excesivo o insuficiente fuerza de la prensa para desuerar el queso, también



e Hinchazén: Generando gas producido por la fermentacién de la lactosa.

2.2.1.6.2. Defectos del sabor y olor

Los defectos del sabor y olor son principalmente producidos por una carencia y/o

deficiencia en la fabricacién del queso, entre las posibles causas estdn:

e Niveles elevados de acidez en la leche

e Cuagjos de mala calidad

e Niveles bajos de grasa

e Latemperatura de calentamiento de la cuajada se eleva con rapidez
e Coagulacion ineficiente con presencia excesiva de humedad

e Desuerado insuficiente

e Presencia microorganismos (Pseudomonas)

2.2.1.7. Defectos del queso fresco por presencia de microorganismos

El queso fresco adquiere diversos defectos debido a la presencia de
microorganismos, pues como lo explica Merchdn et al., (2019) “Los microorganismos
en ocasiones pueden provocar fermentaciones inesperadas o la aparicién de mohos
no deseados que ocasionan alteraciones sensoriales, como cambios en la textura,

sabory el aroma”.

De acuerdo con Molleda (2016) “Entre los microorganismos que provocan defectos
notables en el queso fresco se pueden encontrar a las Enterobacteridceas, que es un

grupo que abarca diversas especies bacterianas perjudiciales”, entre ellas estan:

e Escherichia coli: Ciertas cepas de Escherichia Coli como la O157:H7 pueden
producir compuestos que alteran la calidad del queso, estas estdn
relacionadas con sabores amargos y texturas inusuales en el producto. Tiene
la capacidad de fermentar a glucosa y lactosa presentes en el producto,
siendo el grupo de los lacteos el mds afectado. Crece en pH de 4 a 7 y se

proliferan en temperaturas de 20 a 40 °C.

e Staphylococcus aureus: El Staphylococcus aureus enterotoxigénico genera
toxinas en el queso y estas si son consumidas pueden ocasionar infoxicaciones
alimentarias. Se desarrollan en alimentos proteoliticos, en aW de 0,83 a 0,99 y

enun pHde 4a 10, siendo de 5 a 7 lo 6ptimo.

e Listeria monocytogenes: La Listeriac monocytogenes ocasiona cambios fisicos
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generando dreas blandas y ademds formacion de burbujas en el queso

ademds de ocasionar un sabor amargo o rancio.

e Salmonella: su presencia puede causar producir fisuras y formacion de
agujeros en el queso debido a la produccion gas (CO2), esto ocasiona que se

acelere el proceso de deterioro del queso.
2.2.2. Enfermedades causadas por microorganismos
e Enterobacteridceas

Son microorganismos que se encuentran en cualquier medio, es por lo que estas
bacterias son de importante interés en el drea de la salud, dado que al ingresar en el
cuerpo producen intoxicacion, fiebre, tifoidea, peste, viruelas y demds enfermedades

infecciosas capaz de llevar a la muerte a la persona (Molleda, 2016).
e Escherichia coli

La cepa mds conocida por su alfo grado de peligrosidad es E. coli O157:H7 que
genera diarreas descontroladas con sangre, calambres abdominales, dolores de
cabeza, deshidratacion, danos renales que son causados en las personas que logran

ingerir esta bacteria (Molleda, 2016).

E. coli es un bacilo, anaerobio facultativo, Gram negativo, termo tolerante, que se la
puede encontrar en el fracto intestinal de los humanos, aunque algunas cepas no
causan danos mayores, existen algunas que mutan y pueden causar gastroenteritis,
infecciones del tracto intestinal y sepsis. Se identifica mediante su serotipificacion y x-

glucordénico que pinta de color azul (Doyle et al., 2019).
e Staphylococcus aureus

Este microorganismo es el responsable de producir la enterotoxina B estafilocdcica
(SEB) y esta genera la intfoxicacion alimentaria de las personas que lo consumen,
infecciones en la piel, neumonia, osteomielitis, endocarditis, infeccidén de los tejidos

blandos en la persona portadora (Merchdn et al., 2019).

Son cocos Gram positivos, aerobios mesoéfilos, productores de enterotoxinas
estafilocdcicas (SE), catalasa y coagulasa positivo, poseen proteinas que evaden el
sistema inmunoldgico, se encuentran en la piel, mucosas de los humanos. A esta
bacteria se le atribuyen diversas infecciones gastrointestinales ademds de

endocarditis y neumonia, es por ello que algunas cepas de esta bacteria son
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consideradas de importancia médica (Doyle et al., 2019).
e Listeria monocytogenes

La listeriosis es una de las enfermedades mds representativas de este microrganismo,
es un fipo de infeccidn grave y su causa mds frecuente es el consumo de alimentos
que estén contaminados, produce la muerte del feto, cerebritis, meningitis,

endocarditis afecciones mas comunes de esta bacteria (Aguilera et al., 2014).
e Salmonella

La salmonella causa fiebre, cdlicos, diarrea con presencia de sangrado (Molleda,
2016).

2.2.3. Metodologia para determinacion de microorganismos

Uno de los andlisis fundamentales para establecer la calidad en los productos finales
que llegan al consumidor son los andlisis microbioldgicos donde se identifican
microorganismos indicadores, su presencia indicaria un desfaz y poco confrol a la

hora de la elaboracion del producto (Davila y Herndndez, 2006).

Existen varias metodologias para la determinacién microbiolégica que ayudan a la
deteccion répida de los microorganismos indicadores, y es responsabilidad de las
empresas alimentarias cumplir las normativas vigentes con las cuales se rigen para

garantizar la salud del consumidor.

Por ello es imperativo el uso de técnicas rdpidas y eficaces que ayuden a la
empresa/laboratorio de alimentos a una rdpida deteccidn para poder declarar que
el producto final cumple con la calidad necesaria para llevar el producto al

mercado.

2.2.3.1. Métodos de deteccion
Los métodos de deteccion microbiolégica se clasifican en 3 y estos son:

e Fenotipicos: utilizan caracteristicas morfolégicas o de reacciones bioquimicas
y son fdciles de observar, un ejemplo es las Tincién de Gram donde se observa
la pared celular y se identifica su morfologia para clasificar en Gram positivas
y negativas.

e Genotipicos: este método usa el ADN de los microorganismos, y su

identificacion es genética.
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e Maldi - Tof: se identifican los microorganismos a través de las proteinas de este,

sus resultados son mds rdpidos y precisos.

Existen otras metodologias segun Santiago (2024) que aungue no son muy usadas,

son técnicas emergentes que tienen alta sencibilidad.

e PCR:tambien denominada Reaccién en Cadena de la Polimerasa, se usa para
identificar el ADN de los microorganismos, estableciéndose la
presencia/ausencia del microorganismo.

¢ Luminiscencia: usando un hisopo se toma una muestra, luego se ingresa en un
equipo que detecta la luz que emiten los microorganismos.

e Espectrometria de masas: analiza los patrones de masas vy la turbidez de la
muestra.

e Espectroscopia: se ingresa la muestra y se compara la presencia de
compuestos propios de las bacterias a longitudes de onda especificas.

e Petrilfilm: se inocula la muestra en una de las placas para incubarlas por 24
horas.

e Compact Dry: son unas placas cromogénicas especificas para cada
microorganismo, facil de cuantificar, so listas para usar, se incuban por 24

horas.

Para escoger las metodologias de deteccidon de microorganismos, se deben de tener
en cuenta las necesidades que tiene la industria, varios criterios que son importantes
a considerar son los costos, el tiempo que tarda en dar los resultados y el tiempo
invertido para obtenerlos, la sensibilidad de la metodologia y la efectividad del

métodos sin falsos negativos ni positivos (Santiago, 2024).

En cuanto al andlisis microbioldgico en quesos frescos, debe tener la ausencia de
microorganismos patdégenos, las metodologias o ensayos se definen en las normas
ecuatorianas donde se especifican los requisitos y los pasos a desarrollar para su

deteccion, por ejempilo:
e Enterobacteriaceas

Para el estudio de Enterobacteridceas, es crucial considerar su habilidad para
generar acidos a partir de glucosa. Por lo tanto, se utiliza un conteo en placa por
cada siembra en profundidad en agar cristal VRBG (violeta-rojo neutro-bilis-glucosa)
a una temperatura de incubacién de 37 £ 1 °C. (NTE INEN 1529-13, 1998). Mediante
Compact Dry se usa la placa especifica de Compact Dry ETB (Compact Dry, 2020).
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e Escherichia coli

La metodologia para identificar E. coli de manera oficial es la norma AOAC 991.14, la
cual consiste en la siembra de diluciones en placas Petrifilm EC mediante el método
de film seco rehidratable. El procedimiento consiste en preparar diluciones de la
muestra en una solucion salina estéril, luego sembrar las diluciones en las placas
Petrifilm, incubar a 35+ 1 °C durante 48 £ 2 h, y contar las colonias de color azul con
o sin gas (3M Food Safety, 2017). Mediante Compact Dry se usa la placa especifica
de Compact Dry EC (Compact Dry, 2020).

e Staphylococcus aureus

La metodologia establecida en esta normativa para detectar S. aureus requiere la
utilizacion del medio de cultivo agar Baird-Parker. Este procedimiento se basa en la
cercana analogia entre la generacion de coagulasa y su habilidad para emplear la
lipoproteina presente en la yema de huevo vy transformar el telurito en teluro. Las
cepas que presenten una reaccion negativa a la coagulasa o una respuesta
levemente positiva a la coagulasa pueden ser distinguidas de otras bacterias a través
de exdmenes adicionales, como la identificacion de termonucleasa (NTE INEN 1529-
14, 1998). Mediante Compact Dry se usa la placa especifica de Compact Dry XSA
(Compact Dry, 2020).

¢ Listeria monocytogenes

Segun la norma ISO 11290-1 (2017) la determinacion de este microorganismo consiste
en preparar la muestra en un medio de cultivo selectivo y se incuba durante un
tiempo determinado para permitir el crecimiento de Listeria monocytogenes, luego
contabilizar las colonias y expresarlas en UFC/g o UFC/cm?2. Mediante Compact Dry

se usa la placa especifica de Compact Dry LS (Compact Dry, 2020).
¢ Salmonella

La identificacion de Salmonella requiere de cuatro fases: el pre - enriguecimiento,
donde la muestra se cultiva a 37 °C; el enriquecimiento selectivo, donde se subcultiva
a 37 °C y de 42 a 43 °C en medios liquidos selectivos para fomentar la proliferacion
de Salmonella; la coloracién en placas en medios sélidos selectivos, donde los cultivos
se inoculan en la superficie de placas de agar selectivo y diferencial para detectar
colonias que indican la presencia de Salmonella (NTE INEN 1529-15, 2009). Mediante

Compact Dry se usa la placa especifica de Compact Dry SL (Compact Dry, 2020).
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2.2.4. Espectroscopia
2.2.4.1. Definicién

La espectroscopia se ocupa del andlisis de la cantidad de luz que un material refleja,
absorbe, libera y evalta las distintas longitudes de onda de la luz visible y no visible.

Esto le facilita su uso en investigaciones quimicas, fisicas y bioldgicas, entre otras.

El estudio de la espectroscopia se centra en 6 fendmenos opticos: fluorescencia,
guimioluminiscencia, emision, fosforescencia, absorcion y difusion. Este estudio
espectral identifica la liberacién y recepcién de la radiacion electromagnética a
determinadas longitudes de onda. Considera los niveles energéticos vinculados a una

transicion cudntica (IEQFB, 2021).

La espectroscopia se centra en analizar la relacién entre la materia y la radiacion,
generando una longitud de onda. En la actualidad, la espectroscopia implica el uso
de materiales que absorben, liberan o dispersan radiacion electromagnética para
examinar un asunto de manera cualitativa o cuantitativa. La espectroscopia Raman
es un método espectroscopico empleado para el estudio cuantitativo de
practicamente cualquier material, ya sea orgdnico o inorgdnico. Sus mayores
beneficios radican en que no se requiere preparar muestras para su andlisis y es un

procedimiento no destructivo (Gutierrez y Otero, 2014).

2.2.4.2. XPS

Como indica el estudio de Herndndez (2018) “es una técnica de andlisis de superficies
que se utiliza en investigaciones y aplicada en dreas de la fisica y quimica. Esta
técnica permite estudiar la composicién quimica vy la estructura de la superficie de
materiales al enviar rayos X de alta energia a su superficie con una energia tipica de
alrededor de 1 keV". Esta técnica se destaca por su capacidad de proporcionar
informacién sobre los elementos presentes en la superficie de un material,
cuantificarlos y bajo condiciones especificas puede determinar estados de

oxidacion.

2.2.4.3. Raman

Gutierrez y Otero (2014) mencionan que “La espectroscopia Raman es una técnica
adecuada para caracterizar elementos quimicos como Carbono, Oxigeno e

Hidrogeno, que conforman las moléculas orgdnicas, es muy sensible a enlaces
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covalentes altamente simétricos con momento dipolar pequeno. Los enlaces C-C
que componen los alétropos de carbono encajan perfectamente en este criterio, y
es por eso que la espectroscopia Raman es capaz de proporcionar una gran

cantidad de informacion sobre sus estructuras”.

La espectroscopia Raman requiere cambiar la polarizabilidad para obtener
informaciéon espectral adicional sobre moléculas homo nucleares usando un I&ser de
alta densidad dispersando las moléculas y estas son captadas por el
espectrofotbmetro donde se diferencia la luz incidente y la luz dispersa y a este
cambio se le denomina Raman. Se obtiene un espectro donde el eje vertical es la
intensidad de la luz dispersada en unidades arbitrarias (u.a.) y el eje horizontal es el

numero de onda Raman (cm'!), presentado en la Figura 2 (Nandi, 2021).

Intensity / a.u.
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Raman shift / cm™?

Figura 2. Espectro Raman.
Fuente. (Edinburg, 2021)

2.2.4.3.1 Fundamentos Raman

Un haz monocromdatico de v, incide en la muestra y la mayoria de la luz se dispersa
de manera eldstica (dispersion de Rayleigh), sin embargo, una porcién de la luz
también se dispersa de manera ineldstica y, por ende, su frecuencia varia. Las
variaciones en estas frecuencias son propias de las propiedades quimicas y del
estado fisico de la muestra, por lo tanto, son informacién que facilita la identificacién

de varios compuestos y caracteristicas moleculares.

En términos microscopicos, este fendmeno se caracteriza por una nube de electrones
gue provoca la excitacién de la molécula a través de la interaccién con el fotén
entrante. Esto provoca que la molécula se vuelva excitada a un estado virtual

excitado, y después emita ofro fotdn con la intencién de volver al estado
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fundamental (Gutierrez y Otero, 2014).
Las dispersiones electréonicas pueden clasificarse de la siguiente manera:

e Dispersion de Rayleigh: es un fendmeno oéptico fundamental que ocurre
cuando la luz interactUa con particulas pequenas, como moléculas de gas o
particulas de polvo, cuyo tamano es considerablemente menor que la
longitud de onda de la luz incidente, estas particulas pueden dispersar la luz y
hacer que se “desvie” en diferentes direcciones.

e Dispersion Raman-Stokes: Puede suceder cuando el choque es ineldstico, por
ende, su frecuencia emitida es menor, fransfiiendo la energia hacia la
molécula transformando su estado de reposo en un estado vibracional.

e Dispersion Raman Anti-Stokes: Aunque se usa para choques ineldsticos, se
diferencia de la dispersion Raman-Stokes en que la frecuencia del fotén es

mayor haciendo que la molécula decaiga a su estado minimo de energia.
En la Figura 3 se indica la diferencia de las dispersiones.
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Figura 3. Stokes scattering, Rayleigh scattering and
Anti-Stokes scattering.
Fuente. (Shih et al., 2021).

Una vez se ha ingresado la muestra al lector espectroscopico, este procede a
examinar y se obtiene informacion molecular analizdndose los niveles de energia
vibracionales que son propios para cada adtomo y elemento quimico, sin importar si

es orgdnico e inorgdnico (Nandi, 2021).
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El espectrofotdbmetro de Raman consta de varios tipos de Iadser que se configuran y
se usan acorde al tipo de muestra, la sensibilidad requerida y las propiedades dpticas

de cada material y estos son:

e Ladser 488 nm (azul): alta sensibilidad, se usa para andlisis muy especificos.

e Laser 532 nm (Verde): alta sensibilidad, ideal para todo tipo de muestras.

e Laser 633 nm (Rojo): baja fluorescencia y calor en la muestra, apto para
muestras sensibles al calor.

e Laser 785 nm (Infrarrojo cercano): se usa cuando se espera que la muestra
tenga alta fluorescencia.

e Ldaser 1064 nm (Infrarrojo): Se usa con muestras que son sensibles al calor.

Acorde a la sensibilidad requerida, la longitud de onda estimada, las propiedades
Spticas y el tipo de muestra es que se elige el Iadser para obtener los resultados
esperados con un menor margen de error y sin interferencia de la fluorescencia y

ruido en el espectro final (Gutierrez y Otero, 2014).

La espectroscopia de Raman posee varias ventajas dentro de las cuales se destacan
gue es una metodologia ecoldgica ya que no genera ningun residuo ni emite gases
hacia la atmdsfera, no requiere una preparaciéon muy elaborada de las muestras que
se analizan, se obtiene la caracterizacidén de los materiales presentes en la muestra
en su estado puro, es altamente sensible a la deteccidon de la molécula H20, no
destruye la muestra, es rapida para dar los resultados y es una metodologia con

mucha versatilidad en el campo de la quimica orgdnica e inorgdnica (Gémez, 2023).

2.2.4.4. FTIR

Como se indica en el articulo de Aparicio et al., (2012) “La espectroscopia FTIR,
basada en la absorcidon de rayos infrarrojos por moléculas en una muestra, permite
analizar simultdneamente todas las longitudes de onda en el espectro infrarrojo,
siendo la regidn media la mds aplicada en la prdctica. La capacidad de
proporcionar huellas dactilares moleculares especificas la convierte en una
herramienta fundamental para la identificacidbn de cepas microbianas
desconocidas, parficularmente valiosa en bibliotecas de datos espectrales”.
Ademds, la espectroscopia FTIR es un método eficiente en el andlisis de compuestos

orgdnicos, asi como en la caracterizacion de células y tejidos.
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2.2.5. Tiempo del desarrollo metodologico

El tiempo que tarda en concretarse una metodologia, asi como también el tiempo
gue tienen las industrias alimenticias para la obtencidn de los datos para determinar
la calidad microbioldgica es fundamental para el diagndstico efectivo de las
infecciones presentes y asi poder desechar el lote que esté contaminado con
microorganismos de importancia médica y garantizar la seguridad alimentaria,
previniendo los brotes de ETA. para ello se usan métodos rdpidos de deteccion y
altamente sensibles con los microorganismos indicadores de calidad segun (NTE INEN
1528, 2012).

Una mejora en el tiempo usado para la determinacion microbioldgica presentes a lo
largo de la cadena de produccion contribuiria al ciclo de mejora continua en la

industria (Basic Farm , 2021).

El tiempo por lo general estd estimado en horas y se toma en cuenta desde la

preparacion de las muestras hasta el andlisis de las UFC enconfradas.
2.2.6. Costo del método

El costo va directamente relacionado con los intereses de la empresa que desee
implementar cierta metodologia para la deteccidén de los microorganismos, por lo
general la industria ecuatoriana opta por el uso de metodologias rdpidas de
deteccién de microorganismos como lo son Placas Petri fim y Compact Dry que
reaccionan con el ADN de las bacterias a analizar y son especificas para su

deteccidn, estd dado por ddélares estadounidenses (Granados y Pérez , 2020).

2.2.6.1. Estructura de costos

La estructura de costos es un proceso que organiza de forma eficaz los costos dentro
de una empresa para tomar decisiones, teniendo en cuenta aspectos como
porcentajes, productos a comercializar y los tipos de costos. Establecer una estructura

de costos es fundamental por la viabilidad y el éxito a largo plazo.
Su importancia estd enfocada en los siguientes aspectos:

e Toma de decisiones informadas
e Optimizacién de recursos
e Competitividad

e Rentabilidad sostenible
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e FEvaluacion del rendimiento

La estructura de costos tiene como objetivos: la optimizacidén de los recursos
financieros, humanos o materiales, Proporciona informacion detallada y precisa que
ayuda ala toma de decisiones y garantiza la rentabilidad de la empresa a largo plazo
(Rodrigues, 2024).

2.2.6.2. Costos directos

Son aquellos gastos que se pueden atribuir de manera especifica a la elaboracion
de un producto o la prestacidén de un servicio. Estos costos estdn directamente
relacionados con el proceso productivo y son esenciales para calcular el costo total
de los bienes o servicios ofrecidos por una empresa. Los costos directos estdn
vinculados directamente con la produccidn y repercuten directamente en el precio
final del producto. Los costos directos mdas comunes son materia prima, mano de obra
directa, costos de tfransporte, envases, embalajes, comisiones, maquinaria, entre ofros
(Edenred, 2023).

2.2.6.3. Costos Indirectos

Estos son los gastos que afectan indirectamente al proceso de produccidon y por su
naturaleza, no pueden medirse ni asignarse un valor cuantificable de manera exacta
dentro del presupuesto dado para una etapa productiva, por lo tanto, se tiene que

asumir un criterio general de asignaciéon (SendPulse, 2024).
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ll. METODOLOGIA
3.1. ENFOQUE METODOLOGICO

3.1.1. Enfoque

La presente investigacion tuvo un enfoque cuantitativo, ya que no solo permitid
obtener resultados cuantificables, sino que también facilitd la comparacion objetiva
entre los métodos analizados, contribuyendo a la validacion o refutacion de las
hipotesis iniciales. Ademds, proporciona una base sélida para la investigacion,
permitiendo establecer conclusiones claras y fundamentadas sobre los fendmenos
estudiados (Mata, 2019). Se establecio los conteos microbioldgicos para S. aureus y E.

coli, como los tiempos en que tardan en concretarse cada metodologia y costo.
3.1.2. Tipo de Investigacion

Investigacion experimental: Esto permite la recopilacién de datos mediante la
manipulacion de ciertas condiciones o circunstancias, ademds de controlar y medir
las variables, y los resultados permiten obtener conocimientos basados en la relacion
dada entre causa/efecto de una situaciéon o fendmeno en particular obteniendo
resultados esenciales para el estudio (Educarplus, 2019). En la investigacion se utilizé
procedimientos metodolégicos con la finalidad de aplicar técnicas de
espectroscopia en el drea de los alimentos, y cuantificacion microbioldgica en UFC/g

y fincion de Gram para establecer el tipo de microorganismo.

Investigacion aplicada: Este tipo de investigacién se centra en la resolucion de
problemas prdcticos, especificos en contextos reales usando conocimientos tedricos
y cientificos con el objetivo de implementar soluciones que mejoren procesos,
productos y servicios (IBERO, 2020). La comparacion metodolégica para la
determinacién microbioldégica permite seleccionar el método mds preciso vy

adecuado a las necesidades de la industria alimentaria.
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3.2.  HIPOTESIS

3.2.1. Hipotesis Nula

HO: La espectroscopia Raman no es mds viable que Compact Dry en cuanto a

fiabilidad, costo y tiempo para detectar Escherichia coli y Staphylococcus aureus en

quesos frescos sin sal

3.2.2. Hipétesis alternativa

H1: La espectroscopia Raman es mds viable que Compact Dry en términos de

fiabilidad, costo y tiempo para detectar Escherichia coli y Staphylococcus aureus en

quesos frescos sin sal

3.3. DEFINICION Y OPERACIONALIZACION DE LAS VARIABLES

3.3.1. Definicion de las variables

3.3.1.1. Variables Dependientes
e Fiabilidad de los métodos
e Costo

e Tiempo

3.3.1.2. Variables Independientes

e Técnicas para la determinacion microbioldgica

3.3.2. Operacionalizacion de las variables

En la Tabla 1 se detalla la operacionalizacion de las variables utilizadas en la

investigacion.

42



Tabla 1. Operacionalizacion de las variables

Variables Dimension Indicadores Técnica Instrumento
"6 (Dewantier et al., 2023)
wE . . . .
% % Técnicas para la Espectros de los microorganismos S. aureus Espectroscopia de Raman (Nakar et al, 2022)
= determinacion
>U a microbiolégica
T Compact Dry E. coli Siembra por placas NTE INEN 1528
Calidad S. aureus Compact Dry XSA NTE INEN 1529-14  AOAC 081001
" Fiabilidad de los Microbioldgica E. coli Compact Dry EC NTE INEN 1528:201 AOAC 110402
w2 métodos Espectros Raman de los S. aureus Longitud e Intensidad de (Dewantier et al., 2023)
o < . . .
5.0 microorganismaos E. coli onda (Nakar et al, 2022)
O O
= C .
52 Tiempo Horas Estudio de tiempo (Ortega et al., 2015)
e Andlisis costo - beneficio
Costo Dolares Estructura de costos (Granados y Pérez , 2020)
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3.4. METODOS A UTILIZAR
3.4.1. Andlisis microbiolégico
3.4.1.1. Obtencion de muestras

Se recolectaron muestras de los 3 mercados mds importantes de la ciudad de Tulcdn
el "“Mercado Cepia”, el “Mercado Central” y el “Mercado San Miguel”, se procedid
a comprar 100 g, se recolectaron 10 muestras por cada mercado y se obtuvo 30
muestras para evaluar, tener en cuenta que deben estar selladas, separadas y

etiguetadas por mercado.

Para etiquetar las muestras es necesario realizar una codificacion aleatoria en Excel
para poder identificar de manera adecuada, la etiqueta de la muestra lleva

informacion sobre fecha, lugar y los datos en la plantilla de toma de muestras.

3.4.1.2. Transporte de las muestras

Una vez se tienen las muestras se colocd en un cooler con gel pack refrigerante a una
temperatura de 4 °C para facilitar el fransporte y asi lograr que todas las
caracteristicas se conserven hasta llegar a los laboratorios de la Universidad Yachay
en un tiempo aproximado de 4 h, es necesario envasar las muestras en una bolsa de
pldstico ziploc (adicional a la bolsa en la que viene el queso) para garantizar la
estabilidad quimica y bioldgica de las muestras a lo largo del tiempo, ademds de

mantener las muestras aisladas evitando contaminacién cruzada.

Cuando las muestras llegaron al destino, se procedidé a la refrigeracién en un rango
de 0 a 4 °C para evitar la proliferacién de los microorganismos presentes en los quesos
hasta el siguiente dia que se inici® con el procesamiento microbioldgico en los

laboratorios de Yachay.

3.4.1.3. Andlisis microbiolégico

Previo a manipular las muestras, es necesario limpiar y despejar el espacio de trabagjo,
y de inmediato, desinfectar el espacio con etanol al 70 % (o cualquier otro

desinfectante).

Se obtuvo 25 g de muestra de queso a partir de distintas partes de la muestra original
(para asegurarse de estar tomando una muestra representativa del total). Se colocd
en una funda ziploc y se anadié 250 ml de agua peptonada al 0.1 %, obteniendo una

dilucién final de 101, Cerrada la funda, usando las manos se procedio a disgregar el
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queso en el agua peptonada hasta conseguir una muestra homogénea.

A partir de la dilucién anterior, se realizé diluciones seriadas 102, 103, 104, 105 (10 ml
total por dilucion), a partir de la disolucion 10" fomar 1 ml de muestra y mezclar con
9 ml de agua peptonada. Se uso placas Compact Dry, especificas para el
crecimiento y deteccidon de E. coli y S. aureus, para el andlisis microbiolégico de las

muestras de queso fresco sin sal.

Se procedid a la siembra directa de cada muestra en las placas Compact Dry
siguiendo con las instrucciones del fabricante, se colocé 1ml de las diferentes
diluciones en la superficie del Compact Dry para incubar a 35 £ 2 °C por 24 h
(Compact Dry, 2020).

3.4.1.4. Recuento microbiologico

Después de la incubacion, se contd y registrd las colonias caracteristicas de E. coli y
S. aureus presentes en cada placa con ayuda de un marcador punta fina y un
contador usando el método AOAC 010404.

3.4.2. Metodologia de espectroscopia

La metodologia para el fratamiento de las muestras es necesario extraer 10 g de 10
muestras que fueron seleccionadas debido a su alto contenido de UFC/g para cada
microorganismo, se llevd a la ultracongelacion vy liofilizacién para tener muestras
compactas sin pérdida de propiedades quimicas del queso y de los microorganismaos.

Las muestras analizadas fueron 4 del queso conftroly 6 quesos de los mercados Tulcdn.

3.4.2.1. Elaboracién del queso testigo

Se procedid a elaborar queso con la finalidad de definirlo como el testigo” que debe
tener las mismas caracteristicas que el queso obtenido en los mercados analizados,
este debe ser sin sal, sin maduracion y realizarlo con el mds debido cuidado para
evitar la contaminacién. Este queso se lo hizo con la finalidad de extraer el espectro
del queso y asi descartarlo para poder observar exactamente el espectro de las

bacterias.

3.4.22. Clasificacién del queso testigo

Para esto se procedié a dividir el cugjo en 4 partes iguales de 250 g cada una,
posteriormente de cada unidad etiquetar para saber qué queso va inoculado con

cada microorganismo (E. coli, S. aureus) respectivamente.
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e Muestra 0: Control (Se irradia en una cdmara UV para eliminar cualquier

contaminacion superficial).
e Muestra 1: Inocular con E. coli.
e Muestra 2: Inocular con S. aureus.
e Muestra 3: Inocular con los dos microorganismos.

Cabe recalcar que esto se realizé por triplicado.

3.4.2.3. Esterilizacion de las muestras

Se cortd las muestras en un cubo de 1 cm? posteriormente introducir en tubos falcon
y pesar 10 g por cada uno, luego llevar a irradiar con UV con la finalidad de eliminar

todos los microorganismos no deseados.

3.4.24. Preparacion delinoculo

Con anterioridad se debe tener preparado 8 g de caldo nutritivo por cada litro, se
lleva al autoclave por 45 min, y se esteriliza 12 cajas Petri. Luego adicionar 10 ml de

caldo nutritivo a las cajas Petriy dejar gelificar.

Los laboratorios de Yachay Tech poseen bacterias puras de E. coliy S. aureus y en un
ambiente estéril y con una aza se toma una colonia aislada para sembrar en las cajas
Petri, se incuba por 24 h a 35 °C, a su vez en una placa se esparce las bacterias, se
coloca 1 gota de agua destilada, luego seca y se usa la técnica de tincion de Gram
para saber si el cultivo es puro, se lleva a ver al microscopio y determinar si son Gram

positivas o Gram negativas.

Al siguiente dia se extraen las cajas Petriy también el caldo de cultivo, en 3 Erlenmeyer
de 250 ml se adiciona 100 ml de caldo y con una aza se exirae una colonia de las
bacterias para sembrarlas en liquido, luego llevar aincubar a 35 °C en intervalos hasta
llegar a una absorbancia de 0.12 en el espectrofotémetro con la finalidad de estimar

un conteo especifico de bacterias.

Se prepard 200 ml de NaCl al 0.9 % y se colocd en tubos de muestra 9 ml con ayuda
de una pipeta. Se utilizd 6 tubos por cada bacteria y la combinacién de las dos. Para
realizar disoluciones de 104, 10, y 10¢ que fueron sembradas en cajas Petri con Agar

agar para establecer el nUmero exacto de colonias.
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3.4.2.5. Inoculacién del queso testigo

El queso control se llevd a congelacion directamente, ya que es la que no posee
ninguna bacteria. A los demds se les anade 1 ml del caldo con las bacterias que haya
llegado al 0.12 de absorbancia y se le deja reposar por 5 min, posteriormente se le

extrae totalmente el caldo y se pone inmediatamente a refrigeracion.

3.4.2.6. Incubacion de las bacterias inoculadas en el queso testigo

Los tubos se etiquetaron conlos dias 1, 3, 5, 7, se mantuvieron en refrigeracion y fueron

llevadas al ultra congelador en los dias establecidos a la misma hora.

3.4.2.7. Ultracongelacion de las muestras del queso testigo

Las muestras se sometieron a una temperatura de -80 °C y se mantuvo durante 10 h
para asegurar gue ningun material ni microorganismo que esté presente en el queso
testigo desaparezca o muera. Se seleccionan 10 muestras de queso enfre queso

control y queso muestra de Tulcdn y se etiquetaron de la siguiente manera:
Queso Control (Testigo)

e 1 A: Queso fresco sin sal control (dia 1)
e 2 A: Queso fresco sin sal inoculado con S. aureus (dia 7)
e 3 A: Queso fresco sin sal inoculado con E. coli (dia 7)

e 4 A: Queso fresco sin sal inoculado con S. aureus y E. coli (dia 7)
Queso Muestra

e 1 B: Mercado Cepia muestra 10 (> conteo en S. aureus)

e 2 B: Mercado Central muestra 1 (> conteo en S. aureus)

e 3 B: Mercado San Miguel muestra 3 (> conteo en S. aureus)
e 1 C: Mercado Cepia muestra 8 (> conteo en E. coli)

e 2 C: Mercado Central muestra 6 (> conteo en E. coli)

e 3 C: Mercado San Miguel muestra 5 (> conteo en E. coli)

Teniendo en cuenta las muestras que se van a procesar, se llevd a liofilizar.

3.4.2.8. liofilizacion

Una vez el queso muestra y el queso testigo estdn ultracongelados, se los llevd al
liofilizador donde se extrae totalmente el agua y el producto se tfransforma en un

polvo uniforme, se realizd a temperaturas negativas de -40 a 0 °C por 30 miny 2.5 Pa
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de vacio, se mantuvo a 0 °C y 2.5 Pa por 11 h, esto permite que se conserven todas

las caracteristicas propias del queso.

3.4.2.9. Andlisis en el espectrofotometro Raman

Se llevd las muestras previamente ultracongeladas vy liofilizadas al laboratorio de
guimica en Yachay Tech, se identificd las 10 muestras a analizar y se ubicd en el
desecador para mantener el ambiente estéril; en un portaobjetos previamente
desinfectado, se debe colocar 5 pedazos pequenos de cinta doble faz y enmarcar
acorde a la nomenclatura mencionada anteriormente, se realiza nuevamente este
procedimiento hasta tener el espacio para las 10 muestras, esto se lo guarda en una

caja Petri desechable y se debe asegurar que el portaobjetos este fijo a la caja Petri.

Sacar las muestras de queso que estdn en las fundas ziploc, y con un escalpelo cortar
un pedazo pequeno de queso Y pulverizamos con una espdtula y se lo pega sobre la
cinta doble faz haciendo la suficiente presion para que quede una capa compacta
y uniforme, anadir la muestra acorde a la nomenclatura correspondiente, repetir el

procedimiento hasta completar las 10 muestras.

Sacar el portaobjetos con las muestras de la caja Petri para llevarlo al microscopio
electronico Raman (HR800, Horiba/Jobin-Yvon), encender la luz del microscopio y
poner el portaobjetos sobre la platina y asegurar con las pinzas e ir moviendo el
revolver para enfocar la imagen que aparece sobre la pantalla en el apartado
“Video”, ir enfocando acorde a los aumentos 5X, 10X, 50X y 100X una vez llegado al
Ultimo nivel. Luego con el cursor se lo moviliza hacia un punto donde la muestra se
observe compacta, se apaga la luz y se coloca las siguientes condiciones de lectura

de los espectros:
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Figura 4. Enfoque del queso en microscopio Raman y sus condiciones.

e Instrument setup: Laser 532 nm_ Edge. Potencia: 16 mW al 5 %. Objetivo x50_VIS
FLN. Range visible. Grating 600 (500 nm).

e Acquisition parameters: Espectro 3853,28 cm . Rango 50 a 4000 cm-'. Tiempo
que captura espectros: 10 s. Acumulacion 10. RDT time 1 s. Titulo acorde a la
nomenclatura.

e Acquisition options: Delay time 15 s. Bining 5. Readout mode signal. Shtter mode

auto.

Llenar estas condiciones en el apartado de la esquina superior derecha en el item
“Acquisition” Una vez puestas las condiciones y enfocado el punto se someterse a la
lectura, damos click en el icono de cdmara que significa “Leer”. Y directamente nos
lleva al apartado de “Spectra” donde estard indicando la lectura del espectro
donde se muestran picos y ruido, véase en la figura 39 luego recolectamos las

lecturas, que son 10 por punto de lectura y por triplicado para cada muestra.

Una vez haya terminado de analizar, con el cursor ubicamos en otro punto de la
misma muestra, evitando que se queme por demasiada exposicion al Iaser 532 nm,

obteniendo 30 lecturas por triplicado y en total < 1000 espectros.

Para medir células bacterianas individuales ubicadas en el queso control y el queso
de la ciudad de Tulcdn mediante microespectroscopia Raman, se utilizd un
microscopio Raman BioParticleExplorer (MicrobiolD 0.5, RapID). Para la excitaciéon se
utilizdé un ldser bombeado por diodo Nd:YAG de estado sélido con frecuencia

duplicada de 532 nm (LCM-S-111, Laser-Export Company Ltd.). El rayo Idser se enfocd
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con un objetivo de aumento de x 100 (MPLFLN x 100, NA: 0.9, Olympus Corporation)
en la muestra con una potencia de Idser de aproximadamente 16 mW, lo que generd
aproximadamente 3.5 mW en las células. La luz Raman retrodispersada se enfocd en
un monocromador de una sola etapa (HE 532, Horiba Jobin Yvon) equipado con una
rejila de 920 lineas/mm vy se recogi® con una cdmara CCD enfriada
termoeléctricamente (DV401A-BV, Andor Technology). La resolucion espectral fue de
aproximadamente 10 cm-!. Para cada bacteria analizada, se midieron dos espectros
Raman consecutivos en la misma posicidon, que luego se combinaron. El tiempo de
infegracion fue de 15 s para cada microorganismo. Para cada réplica, se recogieron
60 espectros. Se analizaron un total de < 2000 espectros para cada grupo de

bacterias E. coliy S. aureus.

3.4.2.10. Interpretacion de los espectros del queso testigo y muestra

Con ayuda del Software Origin 2024b se ingresaron los 3000 espectros y se
sobreponen con la finalidad de eliminar los picos de ruido y se obtiene un solo
espectro compuesto y limpio, como base se toma el queso control “TA"” obtenido el
dia 1 libre de microorganismos y comparamos con el espectro de las bacterias y el
de los mercados, con ello podemos establecer diferencias en la longitud e intensidad
de onda. Y poder identificar alguna variabilidad en la composicion y desplazamiento

de los picos.
3.4.3. Metodologia de tiempo y costos
3.43.1. Tiempo

Se midié el tiempo exacto que tarda en completarse cada etapa, desde la
preparacion de las muestras hasta la interpretacion de los resultados de las
metodologias Compact Dry y Espectroscopia de RAMAN, para esto se ufilizd un
crondmetro con el que se midi® en minutos para posteriormente transformar al
sistema internacional de medida (S.l.), luego se compard los resultados de cada

metodologia entre siy con los antecedentes bibliograficos.

3.4.3.2. Costos

Para establecer el costo final por metodologia (Compact Dry y Espectroscopia de
RAMAN) se realizé una enumeracion de todos los materiales, equipos, softwares,
utensilios, servicios bdasicos y mano de obra que se usé para cada método, luego se

hizo una estructura de costos donde se clasificaron por “Costos directos” “Costos
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indirectos” y “mano de obra” haciendo el cdlculo por unidad productiva y por las 90

muestras analizadas. Se obtuvo un costo total expresado en ddlares estadounidenses.

Para el cdiculo de la mano de obra se dividié el sueldo que gana cada especialista
para los 30 dias laborables y este total para las 8 horas diarias para obtener el costo
por hora, y luego se multiplicd por el nUmero de horas que frabaqjo el experto. Los

resulfados se compararon entre metodologias y con los antecedentes bibliograficos.
3.4.4. Técnicas

Para este estudio se utilizaron técnicas propias para realizar un andlisis microbioldgico
como: siembra, incubacion, tinciéon de Gram, autoclavado, espectroscopia Raman,
liofilizacion, ultracongelacion, refrigeracion, diluciones las cuales son usadas durante

el estudio.
3.5. ANALISIS ESTADISTICO
3.5.1. Diseno experimental

En este estudio, se lleva a cabo una comparaciéon entre la evaluacion microbioldgica
utilizando Compact Dry y la evaluacion a través de la espectroscopia Raman. Se
utilizdé un diseno experimental totalmente aleatorio con un nivel de significancia del
95 %, para establecer si hay diferencias relevantes. Se llevé a cabo un estudio de

hipdtesis y supuestos para determinar si la informacion es o no paramétrica.

Los supuestos con los que cumplen los datos de este estudio son: Normalidad,
homocedasticidad, independencia y modelo lineal, estableciendo que son datos
paramétricos y asi se aplican las pruebas estadisticas apropiadas para estos tipos de

datos.

El diseno que compara estas dos metodologias es simple aplicando 2 tratamientos
por cada muestra y por friplicado, teniendo 60 unidades experimentales. Se realizé
un andlisis de varianza (ANOVA) para tabular los datos obtenidos por el fratamiento
1 (Andlisis microbiolégico), posteriormente se aplicd Tukey para establecer diferencia
significativa entre mercados. Para el tratamiento 2 (Andlisis mediante espectroscopia

de Raman) se usa Origin para la interpretacion de datos.

Software para emplear: R studio y Origin.
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3.5.2. Mvestreo y tabulacion de datos

En la Tabla 2 se indica la cantidad de muestras que se obtuvo por cada mercado,
basdndose en la normativa NTE INEN 004:

Tabla 2. Cantidad de muestras por cada mercado

Quesos frescos sin sal

Mercado Cepia 10 muestras
Mercado Central 10 muestras
Mercado San Miguel 10 muestras

3.5.3. Tratamientos

Los tratamientos previamente definidos, se realizan en dos etapas de investigacion
debido a que se lo ejecuta por separado. A continuacion, en la Tabla 3 se detalla la

distribuciéon de tratamientos para cada muestra.

Tabla 3. Tabla de fratamientos por muestra

Variable
dependiente
Valor 1
Valor 2
Valor 3
Valor 4
Valor 5
Valor é
Valor 7
Valor 8
Valor 9
Valor 10

Mercados Muestra Tratamiento 1 Tratamiento 2

Cepia

Central

—_—_— e L = 0NN WN —

NV ONONOr NN — (O

Valor 19
Valor 20
Valor 21
Valor 22
Valor 23
Valor 24
Valor 25
Valor 26
Valor 27
Valor 28
29 Valor 29
30 B Valor 30

Nota. Muestra: Identificador de muestra, Tratamiento 1: Andlisis microbioldgico “A”,
Tratamiento 2: andlisis mediante espectroscopia Raman “B”, Variable dependiente:
Valores medidos.

N
o
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N —
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San Miguel
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En cuanto a los fiempo y costos se toman los valores de forma experimental.

3.6. RECURSOS
Tabla 4. Recursos
Recursos Detalle
Materiales: esferos, hojas, cajas Petri, pipetas,
pipeteadores, Erlenmeyer, tubos de muestra, tubos
de ensayo, puntas de micropipetas, mecheros,
Fisicos probetas, mandil, cofia, guantes, mascarilla, gafas de
seguridad, calzado adecuado.
Tangibles Insumos: agar agar, caldo nutritivo, alcohol, reactivos
para la tincidén de gran, cajas Compact Dry.
Transporte: financiacién propia.
Adquisicién de material de laboratorio: cajas Petri,
Financieros tubos Falcon, papel aluminio, fundas ziploc.
Lugar: todos los andlisis se realizardn en la Universidad
Yachay Tech.
Equipos: pH metro, espectrofotémetro, incubadora,
mecheros, autoclave, refrigerador, Ulfra congelador,
. L Liofilizador, torque, micropipetas, cabina de flujo
Intangibles Tecnoldgicos <
laminar, computador, calculadora, celular.
Programas: Word, Excel, Power Point.
Servicios: intfernet.
Comunicacién y Vendedoras de los distintos mercados de la ciudad
conocimiento de Tulcdn.
Humanos Expertos en el manejo del espectrofotémetro

Técnicos

y demds andlisis microbioldgicos.
Laboratorios de la Universidad YACHAY TECH.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION
4.1. RESULTADOS

Los resultados obtenidos en el estudio se presentan a continuacion:
4.1.1. Andlisis de supuestos

Para establecer silos datos son 0 no paramétricos se procedid a realizar un andilisis de

supuestos con un p valor de 0.05, los resulfados se muestran a continuacion:
4.1.1.1. Normalidad

Para este supuesto se realizd mediante la comprobacion de la prueba estadistica de
Shapiro Wik en base a cada microorganismo. Esta prueba es una herramienta
estadistica evalua si un conjunto de datos se distribuye de forma normal. Se trata de
una prueba paramétrica que compara los datos con las puntuaciones normales

correspondientes.
e Staphylococcus aureus

A continuacion, se indican los resultados de la prueba Shapiro Wilk para S. aureus:

Shapiro-wilk normality test

data: residuals(anova_saureus)
W = 0.95507, p-value = 0.2306

Figura 5. Shapiro Wilk para S. aureus.

Se concluye que los datos obtenidos para S. aureus cumplen con el supuesto de
normalidad que es p-valor= 0.2306 es mayor a 0.05 por lo tanto los datos siguen una
distribuciéon normal. Donde “W" indica cuan cerca estdn los datos de una distribucion
normal, un valor cercano a 1 indica que los datos son aproximadamente normales.
“P-valor” si el p > 0.05 indica que los datos tienen una distribucion normal y si es p <

0.05 indican que los datos no tienen una distrioucidon normal.
e Escherichia coli

En la Figura 6 se indican los resultados de la prueba Shapiro Wilk para E. coli:
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Shapiro-wilk normality test

data: residuals(anova_ecoli)
W = 0.97881, p-value = 0.793

Figura 6. Shapiro Wilk para E. col.

Se concluye que los datos obtenidos para E. coli cumplen con el supuesto de
normalidad que es p- valor= 0.793 es mayor a 0.05 por lo tanto los datos siguen una

distribucidon normal.

4.1.1.2. Homocedasticidad

Es una propiedad de una variable aleatoria que se refiere a que su varianza es
constante y se utiliza para describir un modelo en el que la dispersién de los datos es
uniforme alo largo de la linea de regresion. Para ello se usa la prueba de Levene para

evaluar la homogeneidad de las varianzas
e Staphylococcus aureus

En la Figura 7 se muestra el resultado de la prueba de Levene en §S. aureus:

Levene's Test for Homogeneity of Variance (center = median)
Df F value Pr(>F)

group 9 0.0219 1
20

Figura 7. Prueba de Levene para S. aureus.

Se obtuvo como resultado p de 1, esto indica que no hay evidencia suficiente para
rechazar la hipdtesis nula, lo que sugiere que las varianzas entre los grupos son iguales.
Por lo tanfo, se concluye que los datos cumplen con el supuesto de

homocedasticidad, lo que indica que las varianzas son homogéneas.
e Escherichia coli

A confinuacion, se muestra el resulfado de la prueba de Levene que se aplicd a los

datos de E. coli:

Levene's Test for Homogeneity of Variance (center = median)
Df F value Pr(>F)

group 9 0.1179 0.9988
20

Figura 8. Prueba de Levene para E. coli.

Se obtuvo como resultado p de 0.9988 esto indica que no hay evidencia suficiente
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para rechazar la hipdtesis nula, lo que sugiere que las varianzas entre los grupos son
iguales. Por lo tanto, se concluye que los datos cumplen con el supuesto de
homocedasticidad, lo que indica que las varianzas son homogéneas.

4.1.1.3. Independencia

El supuesto de independencia en estadistica establece que los datos de un conjunto
no estdn correlacionados entre si. Es decir que el valor de una observacion no influye

en el valor de ofra. Para ello aplicamos una prueba de Durbin Watson.
e Staphylococcus aureus

A confinuacion, se indican los resultados de la prueba Durbin Watson para los datos

de S. aureus:

Durbin-watson test

data: anova_saureus
DW = 1.7962, p-value = 0.2194
alternative hypothesis: true autocorrelation is greater than 0

Figura 9. Prueba Durbin Watson para S. aureus.

Con un valor p de 0.2194, se puede concluir que no hay evidencia suficiente para
rechazar la hipdtesis nula de que no existe autocorrelacion en los residuos del modelo

de regresion. Esto indica que los residuos son independientes entre si.
e Escherichia coli

A continuacion, se indican los resultados de Durbin Watson para los datos de E. coli:
Durbin-watson test
data: anova_ecoli

DW = 1.5864, p-value = 0.1019
alternative hypothesis: true autocorrelation 1is greater than 0

Figura 10. Prueba Durbin Watson para E. coli.

Con un valor p de 0.1019, se puede concluir que no hay evidencia suficiente para
rechazar la hipdtesis nula de que no existe autocorrelacion en los residuos del modelo

de regresion. Esto sugiere que los residuos son independientes entre si.

4.1.1.4. Linealidad

Este supuesto implica que la relacién entre las variables independientes y la variable
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dependiente debe ser lineal. Para ello se aplica una prueba de Rainbow test.
e Staphylococcus aureus

A continuacion, se indican los resultados de la prueba Rainbow test que se aplicaron

a los datos S. aureus:
Rainbow test

data: anova_saureus
Rain = 4.2539, dfl = 15, df2 = 3, p-value = 0.1295

Figura 11. Prueba Rainbow para S. aureus.
Con un valor p de 0.1295, no se rechaza la hipdtesis nula de que el modelo es lineal
en el rango analizado. Esto indica que no hay evidencia suficiente para afirmar que

existe una relacién no lineal entre las variables en el modelo, se puede concluir que

el modelo cumple con el supuesto de linealidad.
e Escherichia coli

A continuacion, se indican los resultados de la prueba Rainbow test que se aplicaron

a los datos E. coli:
Rainbow test

data: anova_ecoli
Rain = 0.36144, dfl = 15, df2 = 3, p-value = 0.9219

Figura 12. Prueba Rainbow para E. coli.

Con un valor p de 0.9219, no se rechaza la hipodtesis nula de que el modelo es lineal
en el rango analizado. Esto indica que no hay evidencia suficiente para afirmar que
existe una relaciéon no lineal entre las variables en el modelo, se puede concluir que

el modelo cumple con el supuesto de linealidad.
Una vez los supuestos se cumplen, se procede a analizar los datos obtenidos.
4.1.2. Andlisis microbiolégico

En este apartado se pueden observar los resultados microbioldgicos realizados a los
quesos frescos sin sal expendidos en los mercados de la cuidad de Tulcdn. Se

presentan los conteos representados en Log UFC/ g.
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4.1.2.1. Staphylococcus aureus

En la Tabla 5 se evidencian los resultados de Staphylococcus aureus en 30 muestras
de queso sin sal, que se obtuvieron mediante el uso de placas Compact Dry XSA en

los mercados de “Cepia”, “Central” y “San Miguel” de la ciudad de Tulcdn.

Tabla 5. Conteo microbiolégico de Staphylococcus aureus en 3 mercados de la
ciudad de Tulcdn (n=90)

Staphylococcus aureus en Log UFC/g

(Promedio * DS) Valor mayor Valor menor
Mercado Cepia 4.41 £0.09¢ 4.57 4.30
Mercado Central 4.84+0.12° 5.04 4.67
Mercado San Miguel 5.48+£0.00¢ 5.48 5.48
Valor p <0.0001

Nota. Letras diferentes indican diferencias significativas entre mercados, de acuerdo
con la prueba Tukey (p < 0.05). DS: desviacion estandar.

Como se observa en la Tabla 5 los conteos de S. aureus exceden a la cantidad del
indicador (100 UFC/g) o (2 Log UFC/g) establecido en la norma INTE INEN 15:28. El
mercado que posee mayor presencia de UFC es el “San Miguel” con conteos de 5.48
Log UFC/g. El mercado “Cepia” tiene conteos de 4.41 Log UFC/g, y “Central”
presenta conteos de 4.84 Log UFC/g. El mercado “San Miguel” presenta mayor
contaminacion microbiolégica evidenciando un claro incumplimiento con los

estdndares de calidad establecidos en esta normativa.

Estadisticamente existen diferencias significativas entre los tres mercados de la ciudad
de Tulcdan. El mercado “San Miguel” es el que reporta el valor medio mds alto (5.48 =

0.00) contrastado con el mercado “Cepia” que tiene menor valor medio (4.41+ 0.09).

4.1.2.2. Escherichia coli

En la Tabla 6 se indican los resultados de Escherichia coli en 30 muestras de queso sin
sal, que se obtuvieron mediante el uso de placas Compact Dry EC en los mercados

de “Cepia”, "Central” y “San Miguel” de la ciudad de Tulcdn.

Tabla 6. Conteo microbioldgico de Escherichia coli de 3 mercados de la ciudad de
Tulcén (n=9%0)

Escherichia coli en Log UFC/g

(Promedio * DS) Valor mayor Valor menor
Mercado Cepia 421+0.11¢ 4.47 4.09
Mercado Central 417 £0.57¢ 4.92 3.32
Mercado San Miguel 5.39+0.06° 5.51 5.32
Valor p <0.0001

Nota. Letras diferentes indican diferencias significativas entre mercados, de acuerdo
con la prueba Tukey (p < 0.05). DS: desviaciéon estdndar.
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Como se observa en la Tabla 6 los conteos para E. coli sobrepasan la cantidad de el
indicador (10 UFC/g) o (1 Log UFC/g) establecido en la norma INTE INEN 15:28. El
mercado que posee mayor presencia de UFC es el “San Miguel” con conteos de 5.39
Log UFC/g. Elmercado “Cepia” tiene conteos de 4.21 Log UFC/gy “Central” presenta
conteos de 4.17 Log UFC/g. El mercado "“San Miguel” presenta mayor contaminacioén
microbiolégica evidenciando un incumplimiento a los estdndares de inocuidad

alimentaria establecidos por la normativa ecuatoriana.

Estadisticamente existen diferencias significativas entre los tres mercados de la ciudad
de Tulcdn. El mercado “San Miguel” es el que reporta el valor medio mas alto (5.39 £
0.06) contrastado con el mercado “Central” que tiene menor valor medio (4.17 +
0.57). En la prueba de Tukey con un nivel de confianza del 95 % establece que los

mercados “Cepia” y "Central” son estadisticamente iguales.
4.1.3. Andlisis de espectroscopia de Raman

Las lecturas dadas por el espectrometro RAMAN son plasmadas en el programa
ORIGIN que brinda calidad y claridad de las lecturas obtenidas con el Idser de 532 all
5 %, en un rango de 0 cm a 4500 cm!, las muestras procesadas son aquellas que
muestran mayor Log UFC/ g en el conteo microbioldgico de E. coliy S. aureus, primero
se muestran los espectros del queso control donde se identificd la composicidon
quimica de la muestra, luego el espectro del queso inoculado con los patdégenos y el
control, y al final, el espectro del queso inoculado con los microorganismos de los 3
mercados evaluados. En el eje de las ordenadas estd la longitud de onda en cm™ y

en el de las abscisas va la intensidad en unidades arbitrarias (u.a.).
4.1.3.1. Espectro del queso control

En la Figura 13 se visualiza el espectro de una muestra de queso fresco elaborado en
laboratorio, sin presencia de microorganismos, para tomar las referencias espectrales
de los compuestos quimicos propios del queso, su canfidad estard definida por la

intensidad espectral en unidades arbitrarias (u.a.).
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Figura 13. Composicion quimica del queso control.

Los compuestos quimicos mds comunes en el queso evaluado son los lipidos
(CH,,CH,C =0,C =C,C—C)), proteinas (Amida |, Amida I, Amida lll, Tirosing,

Fenilalanina) que estdn presentes desde 1000 cm- ! hasta los 3000 cm-!.

Esta caracterizacién es importante para diferenciar los picos de la composicidon
quimica del queso y los que indican la presencia/ausencia de los microorganismos

indicadores de calidad (S. aureus y E. coli).

4.1.3.2. Espectro de los quesos inoculados y el queso control

Después de identificar las moléculas quimicas presentes en el queso, se evalud si
habia un cambio en la estructura quimica por la presencia de microorganismos en
los quesos inoculados. Para ello, se presenta en la misma grafica el espectro del queso

control junto con el de los quesos inoculados

En la Figura 14 se observa el espectro del queso conftrol (color negro), el espectro del
queso inoculado con Staphylococcus aureus (color rojo) y el espectro del queso

inoculado con Escherichia coli (color azul).
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Figura 14. Espectros de los quesos inoculados con
Staphylococcus aureus y Escherichia coli 'y el queso control.

Como se ilustra en la Figura 14, al comparar el espectro del queso control con el de
Staphylococcus aureus, se observa un nuevo pico en la longitud de onda de 1150
cm™', correspondiente al carotenoide estafiloxatina, caracteristico de este
microorganismo. Esto indica la presencia de dicho compuesto en la muestra de
queso analizada. Por otro lado, en el caso de Escherichia coli, se identifica un nuevo
pico en 1030 cm™, asociado a la L-fenilalanina, una proteina especifica de
Escherichia coli. Este pico se encuentra adyacente al de la proteina fenilalanina (Phe)
del queso, como se muestra en la Figura 13, donde se observa una longitud de onda
en 1000 cm™. Ademds, la intensidad espectral varia entre el queso control y los quesos
inoculados, lo que refleja las diferencias en la concentracidon de las moléculas

quimicas presentadas en la Figura 13.

4.1.3.3. Espectros de Staphylococcus aureus

Para establecer la presencia de S. aureus mediante espectroscopia Raman se realizd
una comparacion entre el control inoculado con esta bacteria mds los 3 mercados

de la cuidad de Tulcdan.
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En la Figura 15 se muestran los espectros de los mercados Cepia (rojo), Central (azul)
y San Miguel (verde), ademds del espectro del queso control inoculado con

Staphylococcus aureus (negro).
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—— Mercado Central

10000 o Carotenoide —— Mecado Cepia
9500 4 Estafiloxatina —— Mercado San Miguel
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Figura 15. Espectros del queso inoculado con Staphylococcus
aureus y los quesos de los 3 mercados evaluados.

Como se observa en la Figura 15 existe alto contenido de lipidos y proteinas en los
quesos provenientes de los mercados Central y San Miguel, en comparacién con el
queso control inoculado con Staphylococcus aureus. El mercado Cepia presenta un
bajo contenido de proteinas en relacion con el de lipidos. Los 4 espectros muestran
un pico en longitud de onda 1150 cm™ indicando la presencia de S. aureus en las
muestras evaluadas. La intensidad espectral varia entre mercados debido a que la
cantidad de componentes quimicos, Figura 13, de la muestra evaluada, ya que, esto

depende de la calidad de la materia prima con la cual se realizaron los quesos.

Al indicar presencia de S. aureus, se establece que existe contaminacién
microbioldgica y el queso no es apto para el consumo humano, concordando con

los resultados mostrados en la Tabla 5.

También se evidencia que los mercados que tienen mayor cantidad de este
microorganismo son Central y San Miguel, al igual que los resultados dados por

Compact Dry.

62



4.1.3.4. Espectros de Escherichia coli

De igual forma, para establecer la presencia de E. coli mediante espectroscopia
Raman se realizd una comparacion entre el control inoculado con esta bacteria y los

3 mercados de la cuidad de Tulcdn.

En la Figura 16 se muestran los espectros Raman del queso control inoculado con

Escherichia coli (negro) y los mercados Cepia (azul), Central (rojo) y San Miguel
(Verde).

Control Escherichia coli
Mercado San Miguel

10000 7 L-Fenilalanina —— Mercado Cepia
9500 1030 cm! —— Mercado Central
9000 - ,

Intensidad (u.a.)

v |I T 1 v 1 v 1 v 1 T 1 v 1 v 1
500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000 4500
Longitud de Onda (cm™)

Figura 16. Espectro del queso inoculado con Escherichia coliy
los quesos de los 3 mercados evaluados.

Como se observa en la Figura 16, el mercado que tiene menor cantidad de proteinas
y lipidos, Figura 13, es el mercado Cepia, y la cantidad de lipidos es inferior a la del
control, evidenciando que el queso fue elaborado con una leche baja en grasas. Los
mercados Central y San Miguel son lo que poseen mayor cantidad de proteinas y en
lipidos. En los 4 espectros se encuentra la presencia de un pico que no estd en la
Figura 13, en la longitud de onda de 1030 cm™1, lo que indicaria la presencia de E. coli

en las muestras de los mercados, concordando con los resultados de la Tabla 6.

También se evidencia que los mercados que tienen mayor canfidad de este

microorganismo son Central y San Miguel, al igual que los resultados dados por

Compact Dry.
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4.1.4. Andlisis de viabilidad

En el andlisis que se presenta a continuacion se compara la metodologia de
determinacion microbioldégica mediante Compact Dry EC y XSA para la
determinacién de E. coli y S. aureus, respectivamente, y la metodologia de

espectroscopia de Raman.

Para que se readlicen estas comparaciones se toman en cuenta las variables
fundamentales en la produccion industrial (tiempo y costo), especificamente en el
drea de calidad a la hora de aplicar una nueva metodologia de determinacion
microbioldgica. Para ello, se deben de tener en cuenta que los andlisis son bdsicos y

los resultados son abordados desde el punto de vista industrial.

4.1.4.1. Tiempo de desarrollo metodolégico

En este apartado se indica el tiempo que tarda en realizar el andlisis de determinacion
microbioldgica, tanto para el andlisis microbioldgico usando Compact Dry EC y XSA,
como para la espectroscopia de Raman. Se evalud el fiempo que tarda en realizar

toda la operacién para una sola muestra. Los resultados estdn dados en horas.
¢ Andlisis microbiologico

En la siguiente Tabla 7 se muestran los tiempos que se tarda en realizar cada
operacién del andlisis microbiolégico, en funcidn a una muestra, también estd

indicado el fiempo total que tarda en obtener el proceso completo.

Tabla 7. Tiempo de operacién en el andlisis microbioldgico

Andlisis microbiolégico

Operacién Tiempo

Muestreo 10 min

Preparacién de la muestra 30 min
Diluciones hasta 107 3 min
Siembra 2 min
Incubacién 24 n

Conteo 30 min
Transformar en UFC/g 3 min
Total 25.3 h

Como se muestra en la Tabla 7, se estd indicando el tiempo que tarda cada
operacion para realizar el andlisis microbioldgico. La operacion que mds tarda en ser
completada es la de Incubacion debido a que se debe realizar por 24 horas para el
crecimiento y desarrollo de las colonias. La preparacidén de muestras y el conteo son

las operaciones que duran 30 min. El tiempo total en ejercer el andlisis es de 25.3 horas.
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e Espectroscopia de Raman

En la Tabla 8 se muestra los tiempos que se tarda en realizar cada operacién del
método espectroscopia de Raman, en funcidon a una muestra, tambien estd indicado

el fiempo total que tarda en tener el proceso completo.

Tabla 8. Tiempo de operacion en la espectroscopia de Raman

Especiroscopia de Raman

Operacién Tiempo
Muestreo 15 min
Preparacién de muestras 15 min
Ultfracongelaciéon 10h
Liofilizacién 11h
Preparacién de muestras 15 min
Andlisis 15 min
Interpretaciéon 40 min
Total 22.67 h

Como se indica en la Tabla 8, las operaciones que mads tardan en completarse son la
ultracongelacion con 10 horas y la liofiizacion con 11 horas en condiciones
especificas. Estas operaciones son pretratamientos al andlisis de espectroscopia de

Raman. El fiempo total es de 22,67 horas.

4.1.4.2. Costo del método

A continuacion, se toma en cuenta la inversidon que se tuvo para cada metodologia
(Microbiolégico y Espectro de Raman) en la determinaciéon de Escherichia coli y
Staphylococcus aureus en quesos frescos sin sal. Los datos estadn dados en ddlares

estadounidenses.

Se realizd un andlisis de costos tomando en cuenta la mano de obra directa, la
materia prima directa y los costos de fabricacion de cada material en funcion al

costo por hora y costo por muestra.
e Andlisis microbiologico

En la Tabla 9 estd establecido todos los costos que se necesitaron para realizar el
andlisis microbioldégico de S. aureus y E. coli usando Compact Dry. Se indican los
equipos, materiales, mano de obra con la finalidad de establecer el costo total

unitario necesario para procesar una muestra.
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Tabla 9. Andlisis econdmico en el andlisis microbioldgico

Andlisis Microbiolégico

Materiales Cantidad Valor Unitario Valor Total
Fundas Ziploc medianas 1 2 $2.00
Marcador 1 1 $1.00
Pack gel refrigerantes 30 2 $ 60.00
Agua peptonada 8 1.5 $12.00
Compact dry XSA 90 1.5 $ 135.00
Compact dry EC 90 1.5 $ 135.00
Cinta Parafiim 1 4 $ 4.00
Asa de digraslky 1 20 $ 20.00
d(i:r‘::f:s Gas 1 3.5 $3.50
Papel Aluminio 1 2.5 $2.50
Tubos de ensayo 2 -
Micropipeta 1 100 $ 100.00
Puntas de micropipeta de 1000 UL 12 -
Refrigeracién 20 4 $ 80.00
Coler 1 10 $10.00
Fundas ziploc medianas 1 2 $2.00
Mechero 1 5 $5
Total costos directos $ 572
Transporte Tulcdn Ibarra 6 4.5 $27.00
Transporte lbarra Yachay Tech 6 1 $ 6.00
Refrigeradora 24 h 0.01 $0.16
Cdmara de flujo laminar 4000 30 min 0.27 $0.14
Costos  Balanza 30 min -
indirectos Guantes 0.25 -
Cofia 0.25 $ 6.00
Rodillo 1 1 $1.00
Incubadora 24 h 0.02 $0.55
Total costos indirectos $ 40.85
Mano de Micr.opiélogg 26 h 3.6 $92.63
obra Servicios Bdsicos $25.00

Costos totales $ 730.47

En la tabla mostrada anteriormente, se observa que los costos directos que influyen

en el procesamiento de muestras son de $ 572. Los costos indirectos son de $ 40.85

ddlares, la mano de obra es de $ 117.63 teniendo un total de $ 730.47 para el

procesamiento.

Por unidad de produccién el costo estimado para realizar el andlisis microbioldgico

usando placas Compact Dry es de 8.11 ddlares.

e Espectroscopia de Raman

En la Tabla 10 estd determinado los gastos que conlleva realizar esta metodologia

para la determinacion microbioldgica de S. aureus y E. coli.

66



Tabla 10. Andlisis econdmico de la espectroscopia de Raman

Andlisis de Raman

Materiales Cantidad  Valor Unitario Valor Total
Fundas Ziploc pequenas 1 2 $2.00
Espdtula 1 3 $ 3.00
Cuchillo 1 2 $2.00
Marcador 1 1 $1.00
Ultracongelar la muestra 10 10 $ 100.00
Tubos Eppendorf 10 1 $ 10.00
Costos Celdas 6 -
directos Liofilizar muestras 10 10 $ 100.00
Portaobjetos 1 2 $2.00
Cinta doble faz 1 2 $2.00
Guantes 0.25 -
Cofia 0.25 -
Mascarilla 0.25 -
Espdtula 1 2 $2.00
Total costos directos $ 224.00
Transporte Tulcdn lbarra 4.5 $ 27.00
Transporte Ibarra-Yachay 1 $6.00
Ultracongelador 10 0.35 $ 3.50
Costos Liofilizador 10 0.20 $2.20
Indirectos Espectrofotémetro 10 16.67 $166.67
Software Origin 10 0.06 $0.79
Balanza 1 5 $5.00
Total costos Indirectos $ 206.16
Encargado del ulfracongelador 10h 4.38 $ 43.75
Mano de Encargado de liofilizar 11h 3.13 $34.38
obra Encargado del espectrofotémetro 15h 3.13 $ 46.88
Total de mano de obra $ 125.00
Costos Totales $ 555.16

En la tabla que se indicd con anterioridad, se observa que los

costos directos que

influyen en el procesamiento de muestras son de $ 224. Los costos indirectos son de $
289.49, la mano de obra es de $ 125 teniendo un total de $ 555.16 para el

procesamiento y el costo por unidad de produccion es de $ 6.16.

Se debe tener en cuenta la inversion inicial dentro de los costos por unidad de

produccion, debido a que se deben cubrir los gastos de la compra del equipo

Raman, el liofilizador y el ultra congelador, siendo asi los costos totales son de $ 955.16

y $ 10.61 por muestra.
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4.2. DISCUSION
4.2.1. Andlisis microbiolégico

El andlisis microbioldégico para la determinacion de presencia y ausencia de
Escherichia coli y Staphylococcus aureus en lo quesos frescos sin sal que se expenden
en los principales mercados de la ciudad de Tulcdn dio como resultado una cantidad
alta de UFC/g como se muestra en la Tabla 5 y Tabla 6. Estos valores son superiores al
limite admisible de los indicadores como establece la norma NTE INEN 15:28. El
Mercado “San Miguel” es el que posee conteos muy elevados en estos dos
indicadores, mostrando un bajo nivel de inocuidad, mientras el Mercado “Cepia y
Cenftral” tienen niveles mds bajos, pero en comparaciéon con lo que establece la
normativa, para Escherichia coli el indice mdximo permisible es 10 UFC/g o 1 Log
UFC/g y para Staphylococcus aureus es 102 UFC/g o 2 Log UFC/g, las colonias
reportadas superan los limites. Esto tiene relacién en gran medida con los resultados
obtenidos por Escobar et al., (2023) en su estudio donde se evidencidé alto contenido
de estos patdgenos en los quesos analizados en ese mercado, concluyendo asi que

los productos Idcteos no son aptos para el consumo humano.

Otro estudio que se realizdé en Cajamarca por Vasquez et al., (2018) establece que la
carga microbiana de los quesos evaluados de é industrias es superior al limite
admisible en la norma de ese pais, evidenciando un mayor porcentaje en E. coliy S.
aureus, y de igual forma en la ciudad de Tulcdn el mercado que reporta una mayor
contaminaciéon es el “San Miguel” siendo este debido a sus condiciones de ventaq,
manipulacién y almacenamiento las mds deplorables de entre estos 3 mercados,
cabe recalcar que este queso no estaba en refrigeracion, taly como lo establece la

norma que rige a los mercados del Ecuador (NTE INEN 2687, 2013).

Los altos recuentos de UFC, especialmente cuando superan los limites establecidos
por las normas de seguridad alimentaria, sugieren que las condiciones higiénicas
durante la produccién y manipulacion del queso pueden ser inadecuadas. Esto
puede incluir prdcticas de manufactura que no cumplen con los estdndares

sanitarios, lo que aumenta el riesgo de contaminacién microbiana.

Los altos conteos de unidades formadoras de colonias (UFC) en quesos frescos que
son elaborados de forma artesanal indican un riesgo microbioldgico significativo, ya
que pueden reflejar la presencia de patdgenos y cepas peligrosas de Escherichia coli

y Staphylococcus aureus, lo que aumenta la probabilidad de enfermedades
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transmitidas por alimentos. Ademds, estos recuentos elevados pueden afectar
negativamente la calidad sensorial del queso, provocando fermentaciones no

deseadas que alteran su sabor, textura y aroma.

Desde el punto de vista regulatorio, los niveles altos de UFC/g pueden resultar en
incumplimientos con las normativas sanitarias, lo que limita la comercializacién del
producto. Por Ultimo, esta situacion destaca la necesidad urgente de mejorar las
practicas de produccion y manipulacion entre los productores artesanales,
incluyendo capacitacion en higiene y control de calidad para garantizar la

seguridad alimentaria.
4.2.2. Andlisis de espectroscopia de Raman

La espectroscopia de Raman es una metodologia ampliamente utilizada en el
dmbito de la quimica inorgdnica; sin embargo, investigaciones recientes han
ampliado su aplicacion a la deteccidon microbiana en campos como la salud vy la
industria alimentaria. Un ejemplo de esto se observa en la Figura 13, donde en el
rango de longitud de onda de 1000 cm™ a 2500 cm™ se identifican enlaces como
CH,, CH, C=0, C=C y C-C, asi como proteinas como Amida I, Amida I, Amida Il
tirosina y fenilalanina. Estos hallazgos son consistentes con los resultados del estudio
realizado por Dewantier et al. (2023), que identifican los componentes del queso y
contribuyen a su correcta caracterizacion. Estos resultados demuestran el futuro
potencial de la espectroscopia de Raman en el andlisis microbiolégico y la

caracterizacion de quesos.

En la Figura 14 se evidencia la presencia de Staphylococcus aureus en el queso
inoculado, identificada por la aparicién del carotenoide estafiloxatina en las
longitudes de onda de 1100 cm™ a 1150 cm™, un pico que no se observa en el
espectro del queso control. Estos hallazgos son coherentes con el estudio realizado
por Rebrosovd et al. (2017) que utilizé el mismo laser y potencia para analizar cepas
puras de estreptococos, encontrando un carotenoide estafiloxatina representativo y
especifico en las longitudes de onda de 1100 a 1150 cm™". Al comparar estos
resultados con el espectro presentado en la Figura 15, que confronta el queso
inoculado con esta bacteria y los espectros de tres mercados, se confirma la
existencia de este pico en la misma posicién mencionada en el estudio, corroborando

asi la presencia de Staphylococcus aureus en la muestra de queso analizada.

Para la Figura 16 donde el microorganismo predominante es Escherichia coli, se
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observa un peqgueno pico en la longitud de onda en 1030 cm™, el cual no estd
presente en la Figura 13, que corresponde al control. Este hallazgo es consistente con
el estudio de Nakar et al. (2022), quienes identificaron la presencia de Escherichia
coli mediante un anillo de L-fenilalanina, una proteina caracteristica de esta bacteria,
en la longitud de onda de 1020 cm™ hasta 1030 cm™. Por lo tanto, se puede concluir

que Escherichia coli esta presente en las muestras de queso analizadas.

La espectroscopia de Raman se ha consolidado como una herramienta efectiva
para la deteccion de bacterias en muestras alimentarias, destacdndose por su
capacidad para identificar compuestos especificos asociados con microorganismos
patdgenos lo que subraya la sensibilidad y especificidad de esta técnica. Asimismo,
el andlisis comparativo con ofros quesos inoculados y muestras del mercado
demuestra que la espectroscopia de Raman no solo permite identificar la presencia
de bacterias, sino también caracterizar sus perfiles bioquimicos. Estos resultados
resaltan el potencial de la espectroscopia de Raman como una metodologia rdpida
y no destructiva para el monitoreo microbioldégico en la industria alimentaria,
contribuyendo asi a mejorar la seguridad alimentaria y la calidad del producto y

brindando los mismos resultados (presencia) de forma cualitativa que compact Dry.

La deteccion répida y precisa de estos patdgenos puede ayudar a los productores a
implementar medidas preventivas mds efectivas y a cumplir con las normativas
sanitarias. Ademds, el uso de esta técnica podria facilitar el desarrollo de protocolos
mdas eficientes para el control de calidad, asegurando que los productos Idcteos sean
seguros para el consumo. A medida que la tecnologia avanza, es fundamental que
las industrias adopten métodos innovadores como la espectroscopia de Raman para

mejorar su capacidad de respuesta ante riesgos microbiolégicos.

A pesar del éxito demostrado en la identificacion de Staphylococcus aureus vy
Escherichia coli, es importante considerar las limitaciones del estudio. La variabilidad
en las condiciones ambientales y las caracteristicas especificas del queso pueden
influir en los resultados obtenidos mediante espectroscopia de Raman. Por lo tanto,
futuras investigaciones deberian cenfrarse en estandarizar los métodos y explorar

como diferentes factores afectan la deteccidon microbiana.
4.2.3. Andlisis de viabilidad

En cuanto al andlisis microbioldgico usando Compact Dry, el tiempo que tarda en

realizarse el andlisis es de 25.3 horas y tiene un costo de $ 730.47 por las 90 muestras,
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y el costo unitario es de $ 8.11 y esto concuerda con la tabla comparativa de
métodos microbioldgicos rdpidos de Granados y Pérez (2020) donde indica que el
método Compact Dry tarda de 24 a 48 horas y tiene un costo promedio 10 ddlares

por andlisis/muestra, estableciendo que tiene relacién con los resultados obtenidos.

Para el andlisis mediante espectroscopia de Raman, tomando en cuenta todas las
pre- operaciones para realizar este proceso, es de 22.67 horas, y 15 min para analizar
cada muestra. El costo total de realizar este proceso es de $ 555.16 por las 90 muestras
y $ 6.16 por unidad, concordando con el estudio de Ortega et al., (2015) donde se
trabajé con espectroscopia de Raman para la caracterizaciéon de bacanora, estipula
gue el tiempo que tarda en realizar los andlisis de muestra es de 15 min por cada

muestra y en cuanto a costo por muestra es de 8 ddlares.

La metodologia mds rapida en base a los resultados obtenidos es la espectroscopia
de Raman, ya que tarda 15 min en dar el resultado (presencia/ausencia) de los
microorganismos por muestra, mientras que para Compact Dry tarda 24 hy 30 min en
dar el resultado (UFC/g). La metodologia mds viable desde el punto de vista
financiero es la espectroscopia de Raman ya que, por muestra, el costo es de $ 6.16,
siendo mads econdmica que Compact Dry con $ 8.11 por muestra, aunque la
diferencia es minima, a gran escala existe una diferencia financiera notable entre

metodologias.

Es importante considerar que el costo inicial por muestra analizada es de $ 10.61,
hasta alcanzar el punto de equilibrio, momento en el cual se habrd cubierto el
endeudamiento asociado a la adquisicidn de equipos, como el espectrémetro
Raman, el ultra congelador y el liofilizador. A largo plazo, se prevé que los costos se
reduzcan a $ 6.16 por muestra, lo que hard que esta metodologia sea mds
econdmica en comparacién con las técnicas tradicionales. Ademds, se anticipa la
realizacion de estudios mds amplios y la estandarizacion de los procesos para la
deteccion microbioldgica. Esto facilitard la entrada de la espectroscopia Raman en
el mercado, permitiéendole competir efectivamente con las metodologias

convencionales.

Basdndose en los resulfados obtenidos y el andlisis realizado sobre los tres objetivos
propuestos, se rechaza la hipdtesis nula (Ho). Por lo tanto, hay evidencia suficiente
para afirmar que la espectroscopia Raman representa un método prometedor

dentro del sector alimentario debido a su capacidad para ofrecer ventajas
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significativas en cuanto a fiabilidad, costo y tiempo respecto a Compact Dry en el

contexto especifico de deteccidén microbiana.
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5.1.

V. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES
CONCLUSIONES

La cuantificacion de Staphylococcus aureus y Escherichia colien quesos
frescos de los mercados Cepia, Central y San Miguel ha revelado informacion
critica sobre la calidad microbiolégica de estos productos, los resultados
obtenidos indican niveles preocupantes de estos microorganismos indicadores
de calidad, lo que sugiere deficiencias en las prdcticas de higiene durante la
produccion y manipulacion del queso e incumplimiento de los pardmetros

establecidos en la norma NTE INEN 1528.

La determinacion de los espectros de los microorganismos Escherichia coli y
Staphylococcus aureus en quesos frescos sin sal ha proporcionado informaciéon
valiosa sobre las caracteristicas espectroscoépicas de estos microorganismos.
Los resultados obtenidos indican que las longitudes de onda especificas, como
1100 cm™ a 1150 cm™ para S. aureus, y el rango de 1000 a 1030 cm™ para E.
coli, son indicadores clave que permiten la identificacién

(presencia/ausencia) de estos microorganismos en los quesos frescos sin sal.

Los resultados obtenidos mediante espectroscopia Raman son de naturaleza
cudalitativa y se alinean con los hallazgos cuantitativos proporcionados por el
método Compact Dry. Ambas metodologias coinciden en la deteccion de
microorganismos indicadores de calidad, especificamente Staphylococcus
aureus y Escherichia coli, en las muestras analizadas. Esto sugiere que los
andlisis realizados para determinar la carga microbioldégica son consistentes y
confiables, lo que refuerza la validez de los métodos empleados en esta
investigacion. La concordancia entre ambas técnicas no solo valida los
resultados, sino que también resalta la importancia de utilizar enfoques

complementarios en el estudio de la calidad microbiolégica.
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5.2

Desde una perspectiva industrial, la espectroscopia Raman se presenta como
la metodologia mds adecuada para el andlisis microbioldgico, ya que
proporciona resultados en tan solo 15 min a un costo de $ 6.16 por muestra,
cabe recalcar que el costo estd dado después de que se canceld con la
inversion inicial y se llegd a un punto de equilibrio. Esta técnica permite la
identificacion de microorganismos en cantidades minimas, lo que la convierte
en un complemento ideal a los métodos microbioldgicos fradicionales,

optimizando asi el proceso de deteccion y control de patdégenos.

La implementaciéon de la espectroscopia Raman como metodologia para la
deteccion microbioldgica presenta un costo inicial de $ 10.61 por muestra, lo
que refleja la inversion necesaria para cubrir el endeudamiento asociado a la
adquisicion de equipos especializados. Sin embargo, a medida que se avanza
hacia el punto de equilibrio, se proyecta una reduccidén significativa en los
costos, alcanzando los $ 6.16 por muestra a largo plazo. Esta disminucion no
solo hard que la técnica sea mds competitiva en términos econdmicos, sino
gue también permitird un mayor desarrollo de estudios y la estandarizacion de

procesos en el dmbito microbioldgico.
RECOMENDACIONES

Se recomienda hacer un estudio en cada etapa de la elaboracién de queso
fresco, para identificar en cudl se produce mayor contaminacion para que

puedan confrolar y minimizar la carga microbiana del producto terminado.

Establecer estudios donde se use la metodologia de espectroscopia de
Raman para la determinacion de contaminantes quimicos que pudiesen estar

presentes en las muestras analizadas.

Desarrollar nuevas investigaciones acerca de la espectroscopia de Raman en

alimentos de cualquier fipo.

Investigar otras cepas bacterianas y su interaccidn con componentes del
queso para ampliar el alcance del andlisis microbioldgico utilizando esta

técnica.

Tener en cuenta la humedad del alimento a la hora hacer un andlisis Raman,
ya que la presencia de agua genera fluorescencia/ruido en el espectro

resultante y limita el correcto andlisis.
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VIl. ANEXOS
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Anexo 3. Andlisis microbiolégico

Figura 17. Toma de Figura 18. Transporte a Figura 19.
muestras y etiquetado Yachay Tech Refrigeracion por 24 h

Figura 20. Medicion de Figura 21. Pesar 25 g de Figura 22. Homogenizar
agua peptonada queso muestreado el queso muestra y
agua peptonada

Figura 23. Preparacion Figura 24. Disoluciones Figura 25. Cultivo en
de los tubos de ensayo Compact Dry
con 9 ml de agua
peptonada para
hacer las disoluciones
hasta 104
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Figura 26. Incubacion Figura 27. Conteo de
por24ha32°C colonias en S. aqureus

Figura 28. Conteo de colonias en E. coli
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Anexo 4. Andlisis Raman

Figura 29. Cuajado de la Figura 30. Desuerado del Figura 31. Prensado del
leche para realizar el queso control queso control

queso control

Figura 32. Empacado y Figura 33. Pesar 25 g de Figura 34. Efiquetado de

refrigeracion del queso queso control para los fubos falcon que
confrol inocular contienen el queso
control

Figura 35. Aplicacion de Figura 36. Preparar el Figura 37. Poner una gota
rayos UV para la caldo de cultivo con E. del caldo preparado para
eliminaciéon de todos los coliy S. aureus con una realizar tincién de Gram y
microorganismos absorbancia de 0.12 verificar Cepas puras
presentes
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Figura 38. Poner los Figura 39. Vista al Figura 40. Inoculacion al
reactivos para la tincién microscopio de las queso control por 15 min en
de Gram bacterias puras inmersion

Figura 41. Muestras de Figura 42. Muestras del Figura 43. Preparacion de
queso control listas para queso confrol las muestras sobre un
ultracongelar y liofilizar muestreado liofilizadas portaobjetos para llevar
a espectrofotdbmetro de
Raman

Figura 44. Muestras Figura 45. Muestras Figura 46. Enfoque de la
listas para procesar ingresadas al microscopio muestra a analizar
debidamente Raman
etiquetadas
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Anexo 5. Manual Compact Dry

Codmpact

MANUAL DE USUARI

Dry

O FINAL

Siempre hay una mejor

manera.

&, NISSUI PHARMACEUTICAL CO.,LTD.
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¥ 0
INTRODUCCION GCompactDry

Siempre hay una mejor manera.

La poblacion mundial esta en continuo crecimiento, al igual que la necesidad de productos
seguros y de calidad. Las personas consumen alimentos para sobrevivir, toman suplementos
dietéticos y se aplican cosméticos para mejorar su aspecto. En general, los alimentos estan
disponibles en el mercado como congelados, refrigerados, precocidos y/o procesados,
mientras que los nutracéuticos y cosméticos estan listos para consumir y listos para aplicar,
respectivamente. El comun denominador para todos estos productos es la necesidad de ser
procesados adecuadamente como productos terminados.

El procesamiento adecuado de alimentos, suplementos dietéticos, aditivos y cosméticos debe
estar alineado con los estandares establecidos por el gobierno o cualquier organizacion
reconocida interesada en dichos productos. Para poder lograr esto, los fabricantes deben
comenzar a invertir en diferentes métodos de prueba de seguridad alimentaria que garanticen
la calidad y seguridad de sus produclos. Uno de los mas imporlantes es someler los
produclos a andlisis microbiologicos para verificar si eslos se encuentran dentro de los
estandares establecidos por los comités reguladores de seguridad de productos especificos.
La forma tradicional de hacer el ensayo es a través del método convencional de enchapado,
que puede lomar de dos (2) a siele (7) dias dependiendo del microorganismo de interés. A
esto se suman los métodos de identificacion, especialmente para los patogenos, que
necesitan confirmacién adicional, como pruebas bioquimicas o incluso pruebas de
identificaciéon molecular. Con estos métodos tradicionales, los alimentos procesados no
pueden ser facilmente declarados como "aptos para entrega" o "aprobados" por el Control
de Calidad. Esto conduce a un flujo mas lento, costos de almacenamiento adicionales e
inventario de mercancias con una vida util mas corta.

Para abordar este problema, los fabricantes recurren a herramientas alternativas que pueden
hacer la misma funcién pero con resultados mas rapidos sin sacrificar la sensibilidad y la
especificidad. Una de esas herramientas es CompactDry™, un producto de Nissui
Pharmaceuticals Co., Ltd. con sede en Japdn, una innovaciéon del método de placa
convencional y el futuro de las pruebas microbiolégicas. CompactDry™ es una placa de
medios cromogénicos lista para usar que se puede usar como sustituto directo del método
convencional. Elimina el laborioso trabajo de preparacién de medios y esterilizacién. En las
grandes empresas fabricantes, se puede ahorrar un total de cuatro (4) a seis (6) horas diarias
en las pruebas microbianas generales, que se pueden utilizar para otras tareas de laboratorio.
Ademas, para la creaciéon de micro, pequefias y medianas empresas con instalaciones
limitadas, el uso de kits de prueba rapida también es una ventaja porque solo necesita un
espacio pequefo debido a los requisitos minimos de laboratorio.

CompactDry™ es muy facil de usar y requiere un entrenamiento minimo. Este kit de prueba
rapida esta disponible en 15 parametros que incluyen organismos de descomposicion,
patégenos y otros parametros especiales. En comparacién con otras tecnologias similares,
CompactDry™ es el tnico sistema con pruebas disponibles para Enterococcus, Vibrio
parahaemolyticus, Pseudomonas aeruginosay Recuento Total en infusion. También ofrece un
tiempo de prueba reducido para E. coli/ coliformes, y Levadura y Moho con solo 24-72 horas
de tiempo de incubacioén, respectivamente, otro desarrollo de productos que es parte del
compromiso de Nissui Corporation con la innovacién continua y proporcionar las mejores
soluciones para diversas industrias.

& NISSUI PHARMACEUTICAL CO.,LTD. CompactDry™ Manual de Usuario Final | 3




CARACTERISTICAS

ChmpactDry’

Siempre hay una mejor manera.

Placa compacta

Reaccion
cromogénica

Cubierta de placa
rigida

Tela no tejida

SN
oy ) Capacidad 1 mL
% ‘
oy ? L ? %1 Sin rastrillo

Numero de lote

Fecha de vencimiento
1 |

E 0g/f202@

Parametro del Test
@ gxm g @

Area de etiqueta

—

7N
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CARACTERISTICAS GCompactDry

Siempre hay una mejor manera.

LISTO PARA USAR

o No requiere esterilizacion

e Ahorra tiempo, agua y energia
e Evita series de contaminacion
medios cromogénicos lista

MEDIOS AUTODIFUSORES

e Permite un tiempo de
manipulacion de 10 segundos

e Elimina el uso de otros
accesorios, tales como rastrillo

e Sin “tliempo de gelificacion; el
medio infundido en la
almohadilla de tela se solidifica
rapidamente lras la inoculacion

¢ No es necesario presionar,
exlender e inclinar las placas

DISENO INNOVADOR
e Placa compacta con cubierta de placa
- robusta para evitar la contaminacion y los
e derrames
3 e Con éarea de escritura que no se borra
facilmente debido al acabado mate
¢ Disefnado con una manija facil de levantar y
espacio de aire para una distribucion
uniforme de oxigeno
e Con capacidad de apilamiento ilimitado
dependiendo de la capacidad de la
incubadora sin comprometer el crecimiento
del microorganismo obietivo

PRESENTACION ESTRATEGICA

e Estable a temperatura ambiente durante 18-
36 meses.

e Placas con cluster para agrupar un tipo de
muestra con multiples diluciones

e Las placas también se pueden romper para
un solo uso

e Empaquetado con 4 placas por lamina para
evitar el efecto de la vida (til secundaria (30
dias) al abrir la lamina

@ NISSUI PHARMACEUTICAL CO’LTD CompactDry™ Manual de Usuario Final | 5
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CARACTERISTICAS

CONVENIENTE

e Flujo de trabajo mas optimizado

e Temperatura de incubacion uniforme de 35 °C
para la mayoria de los parametros, excepto
para Levadura y Moho (25 °C) y Salmonella
(41 °0)

e Pruebas microbioldgicas en 3 sencillos pasos:
inocular, incubar e interpretar

ChmpactDry’

Siempre hay una mejor manera.

s .
S /
Muestras liquidas o sélidas Filtracion de membrana

Muestreo de aire Muestras ambientales

MAYOR GAMA DE PARAMETROS
DISPONIBLE & MAYORES APLICACIONES

Actualmente con un total de 15 pardmetros
que incluyen patdgenos, comunmente
probados y otros parametros especiales
Aplicable para la mayoria de las muestras
solidas y liquidas, filtracion por membrana,
muestreo de aire, toma de muestras
manuales y superficiales

RESULTADO RAPIDO & PRECISO

e Resultados en tan solo 24-48 horas para la
mayoria de los parametros

¢ No se necesitan discos ni procedimientos
de confirmacion adicionales

e Contraste de color distintivo para una mejor
identificacion de colonias

e Diferenciacion mas facil entre levadura y
moho debido al espacio de aire que permite
el crecimiento 3D

e Facil recoleccion de colonias aisladas para
su posterior andlisis

e Aprobaciones internacionales: AOAC
International, European Microval, Nordval y
HPFB Health Canada

Y
&, NISSUI PHARMACEUTICAL CO.,LTD.
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PROTOCOLOS CompactDry

Siempre hay una mejor manera.

Recuento total

AOAC #010404 NordVal #033 MicroVal #20007LR01
{ ©

' = . Se refiere a todos los microorganismos presentes en una muestra que

‘\ b puede tolerar la presencia de oxigeno y no tiene requisitos de

\ crecimiento especificos tipicamente no incluidos en la formulacion de

\\ P ¢ medios de propodsito general. De acuerdo con la regulacién de la

~ . ) Administracion de Drogas y Alimentos (FDA), el recuento total se

L 812070 E 03/2021 considera uno de los parametros de liberacion para muestras de

: alimentos (congelados, refrigerados, precocidos y preparados),
TC farmacéuticas y nutracéuticas.

3

= : ,J Interpretacion de resultados
Colonias rojas y de otro color

PROCEDIMIENTO

( Pese asépticamente 10,0 g o pipetee 10,0 ml de muestra en un recipiente estéril apropiado (ej: bolsa Stomacher, botella de dilucion, bolsa Whirl-Pak) )

A

( Agregue 90,0 ml de diluyente para lograr la dilucién 1:10 y homogeneice. Ajuste el pH si es necesario. Los diluyentes sugeridos para los pardmetros )

de rutina son el "buffer’ de fosfato de Butterfield, Diluyente de Recuperacién méxima y otros diluyentes apropiados segun el BAM.

¥

( Si es necesario, diluya mas la muestra (consulte la pagina 38). >

¥

( Abra la tapa. Dispense 1,0 ml de muestra diluida en el medio de la placa CompactDry™. Vuelva a tapar la placa. >

o

Invierta e incube las placas en condiciones especificas de incubacién.
AOAC International: 35 + 2 °C durante 48 =+ 3 horas
MicroVal y NordVal: 30 + 1 °C durante 483 + 3 horas

Lea resultados

v NISSUI PHARMACEUTICAL CO,LTD CompactDry™ Manual de Usuario Final | 7




PROTOCOLOS

ChmpactDry’

Siempre hay una mejor manera.

E. Coli / Coliforme
AOAC #110402 NordVal #036 igrovai 10306 004 L (Gatform

©

o
-
.
" .
.' L 3 ¢ . *’
N
] . .
~ 8y
\“u ’*. ::“ » J H
~ ™ J
L 365448 E 082021
E“Eme
— -7
N <%

PROCEDIMIENTO

Escherichia coli es un coliforme que se encuentra en el intestino de los
animales de sangre caliente, lo que lo convierte en un excelente
indicador de contaminacion fecal. No todas las E. coli son patogenas,
pero exislen cepas que pueden considerarse baclerias oportunistas que
infectan a un huésped inmunocomprometido. La prueba de la presencia
de coliformes y E. coli es importante en la industria alimentaria,
especialmente en el moniloreo de la calidad del agua.

Interpretacion de resultados
E. coli - colonias azules
Coliformes totales - colonias rojas, azules y moradas

C Pese asépticamente 10,0 g o pipetee 10,0 ml de muestra en un recipiente estéril apropiado (ej: bolsa Stomacher, botella de dilucién, bolsa Whirl-Pak) )

A

de rutina son el "buffer" de fosfato de Butterfield, Diluyente de Recuperacién maxima y otros diluyentes apropiados segun el BAM.

( Agregue 90,0 mi de diluyente para lograr la dilucién 1:10 y homogeneice. Ajuste el pH si es necesario. Los diluyentes sugeridos para los pardmetros )

4

( Si es necesario, diluya méas la muestra (consulte la pagina 38). )

A

( Abra la tapa. Dispense 1,0 ml de muestra diluida en el medio de la placa CompactDry™. Vuelva a tapar la placa. )

¥

Invierta e incube las placas en condiciones especificas de incubacion.

AOAC International: 35 + 2 °C durante 24 + 2 horas
MicroVal, y NordVal: 37 + 1 °C durante 24 + 2 horas

Lea resultados

&, NISSUI PHARMACEUTICAL CO.,LTD.
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PROTOCOLOS GCompactDry

Siempre hay una mejor manera.

Staphylococcus aureus

X2 o AOAC #081001 NordVal #042 MicroVal #2008LR14

s o L ] ©

R 4 Staphylococcus aureus es una microflora humana comun, se puede
\ " ‘ 3 encontrar naturalmente en la piel, la nariz y el cabello. Debido a esto, se
N L &4 usa comunmente como indice de higiene personal de los manipuladores

; 3 de alimentos. Por lo tanto, la alta poblacion de estafilococos en el
? sistema alimentario indica falta de higiene y saneamiento. Normalmente
L 835460 E 08/2021 son inofgnsivos, pero a una allg qulaci(’;n, puet.!en comenzar a formar
endotoxinas que causan intoxicacion alimentaria por "eslafilococos".
A También pueden tolerar baja actividad de agua y son oportunistas en
Hgg‘"i alimentos con alto contenido de azucar.

J 417
N A Interpretacion de resultados
Colonias azules o celestes

PROCEDIMIENTO

( Pese asépticamente 10,0 g o pipetee 10,0 ml de muestra en un recipiente estéril apropiado (gj: bolsa Stomacher, botella de dilucidn, bolsa Whirl-Pak) )

¥

Agregue 90,0 ml de diluyente para lograr la dilucion 1:10 y homogeneice. Ajuste el pH si es necesario. Los diluyentes sugeridos para los parametros
de rutina son el "buffer" de fosfato de Butterfield, Diluyente de Recuperacién méxima y otros diluyentes apropiados segtn el BAM.

A

( Si es necesario, diluya mas la muestra (consulte la pagina 38). >

A

( Abra la tapa. Dispense 1,0 ml de muestra diluida en el medio de la placa CompactDry™. Vuelva a tapar la placa. >

]

Invierta e incube las placas en condiciones especificas de incubacion.
AOAC International: 35 + 2 °C durante 24 + 2 horas
MicroVal, y NordVal: 37 + 1 °C durante 24 + 2 horas

Lea resultados

v NISSUI PHARMACEUTICAL CO.,LTD. CompactDry™ Manual de Usuario Final | 12
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APLICACIONES INDUSTRIALES GCompactDry

Siempre hay una mejor manera.

Industria Lactea

PARAMETROS COMUNES DE PRUEBA

Recuento total (TC), E. Coli y Coliformes (EC), Enterobacteriaceae (ETB), Levadura y Moho
(YM), Staphylococcus aureus (XSA), Bacillus cereus (XBC), Salmonella (SL), y Listeria (LS)

PREPARACION DE LA MUESTRA

Para organismos indicadores (TC, EC, ETB, YM, XSA y XBC*):

e Muestras sélidas y liquidas - corte o pese el tamario de muestra estandarizado (por
ejemplo, 10 g 0 25 g) con un cuchillo o tijeras estériles. Coloque en un recipiente estéril,
luego agregue el volumen apropiado de diluyente estéril (por ejemplo, 90 ml o 225 ml de
“buffer” de agua peptonada o BPW, Diluyente de Recuperacién maxima o MRD, o agua
de peptona al 0,1%). Homogeneizar y diluir como corresponda.

e Mantequilla - segun la norma ISO 6887-5:2010, pese 10 g 0 25 g de muestra en un matraz
estéril y caliente hasta que se derrita en un bafo de agua a 45 °C. Agregue 90 ml o0 225
ml de diluyente estéril precalentado a 45 °C y mezcle bien. El uso de Stomacher es muy
recomendable.

* Se establece que Bacillus Cereus (XBC) sea probado solo para productos en polvo

LIMITES REGLAMENTARIOS

Consulte el Codex Alimentarius, la Administracion de Alimentos y Medicamentos (FDA), la
Agencia de Normas Alimentarias (FSA) u otros organismos reguladores locales.

NOTAS DE PROCESAMIENTO

ﬂara la CompactDry™ EC, se puede observalx [I—\I igual que otras pruebas que dependen de la actividad\

interferencia para los productos lacteos fermentados (por de la -glucuronidasa para detectar E. coli

ejemplo, yogur y queso blando) debido a su contenido CompactDry™ EC no puede detectar E. coli 0157:H7

natural de B-galactosidasa. Diluya como corresponda o e

Muestra: Yogur
Dilucién: 10 E. coli0157:H7 ; e qoli: colonias a;ules
Observacion: luce Demasiado Dilucién: 10* aparece como | Coliformes: Colonias
Numerosas para Contar (TNTC). Observacién: <100 CFU/g colonias moradas | azules + rojas/moradas

P - e —
“E, coli
\_/ - \_,
aLas0803 [ EORvE0Le Wezdg0dt [ NEgEA010
[ EC { EC

K Figura 1 Figura 2 / K Figura 3 J

@ NISSUI PHARMACEUTICAL CQ.,LTD. CompactDry™ Manual de Usuario Final | 27
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ICS: 67.100.30 AL 03.01-420

Norma Técnica NTE INEN
Z NORMA GENERAL PARA QUESOS FRESCOS NO MADURADOS. 1528:2012
Ecuatoriana . 12
Obligatoria REQUISITOS Primera revision
2012-03

1. OBJETO

1.1 La presente Norma establece los requisitos para el queso fresco no madurado, incluido el queso
fresco, destinado al consumo directo o a posterior elaboracién.

1.2 En caso que exista norma especifica para una variedad de queso fresco, en particular se
considerara esta.

2. DEFINICIONES
2.1 Para efectos de esta norma se adoptan las siguientes definiciones:

2.1.1 Queso. Se entiende por queso el producto blando, semiduro, duro y extra duro, madurado o no
madurado, y que puede estar recubierto, en el que la proporcion entre las proteinas de suero y la caseina
no sea superior a la de la leche, obtenido mediante:

a) Coagulacion total o parcial de la proteina de la leche, leche descremada, leche parcialmente
descremada, crema, crema de suero o leche, de mantequilla o de cualquier combinacion de estos
ingredientes, por accion del cuajo u otros coagulantes idéneos, y por escurrimiento parcial del suero
que se desprende como consecuencia de dicha coagulacion, respetando el principio de que la
elaboracién del queso resulta en una concentracién de proteina lactea (especialmente la porcién de
caseina) y que por consiguiente, el contenido de proteina del queso debera ser evidentemente mas
alto que el de la mezcla de los ingredientes lacteos ya mencionados en base a la cual se elaboré el
queso; y/o

b) Técnicas de elaboracién que comportan la coagulacion de la proteina de la leche y/o de productos
obtenidos de la leche que dan un producto final que posee las mismas caracteristicas fisicas,
quimicas y organolépticas que el producto definido en el apartado a).

2.1.1.1 Queso madurado. Se entiende por queso sometido a maduracién el queso que no esta listo para
el consumo poco después de la fabricacion, sino que debe mantenerse durante cierto tiempo a una
temperatura y en unas condiciones tales que se produzcan los cambios bioquimicos y fisicos necesarios
y caracteristicos del queso en cuestion.

2.1.1.2 Queso madurado por mohos. Se entiende por queso madurado por mohos un queso curado en
el que la maduracién se ha producido principalmente como consecuencia del desarrollo caracteristico de
mohos por todo el interior y/o sobre la superficie del queso.

2.1.1.3 Queso no madurado. Se entiende por queso no madurado el queso que esta listo para el
consumo poco después de su fabricacion.

2.1.2 Queso fresco. Es el queso no madurado, ni escaldado, moldeado, de textura relativamente firme,
levemente granular, preparado con leche entera, semidescremada, coagulada con enzimas y/o acidos
organicos, generalmente sin cultivos lacticos. También se designa como queso blanco.

2.1.3 Queso condimentado. Es el queso al cual se han agregado condimentos y/o saborizantes
naturales o artificiales autorizados.

2.1.4 Queso cottage. Es el queso no madurado, escaldado o no, de alta humedad, de textura blanda o
suave, granular o cremosa, preparado con leche descremada, coagulada con enzimas y/o cultivos
lacticos, cuyo contenido de grasa lactea es inferior a 2% (m/m).

2.1.5 Queso cottage crema. Es el queso cottage al que se le ha agregado crema, de manera que su
contenido de grasa lactea es igual o mayor de 4% (m/m).

(Continua)
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2.1.6 Queso quark (quarg). Es el queso no madurado ni escaldado, alto en humedad, de textura blanda
o suave, preparado con leche descremada y concentrada, cuajada con enzimas y/o cultivos lacticos y
separados mecanicamente del suero, cuyo contenido de grasa lactea es variable, dependiendo si se
agrega crema o no durante su elaboracion.

2.1.7 Queso ricotta. Es el queso de proteinas de suero no madurado, escaldado, alto en humedad, de
textura granular blanda o suave, preparado con suero de leche o suero de queso con leche, cuajada por
la accién del calor y la adicion de cultivos lacticos y acidos organicos.

2.1.8 Queso crema. Es el queso no madurado ni escaldado, con un contenido relativamente alto de
grasa, de textura homogénea, cremosa, no granulada, preparado solamente con crema o mezclada con
leche, cuajada con cultivos lacticos y opcionales se permite el uso de enzimas adicionales en los cultivos
lacticos.

2.1.9 Queso de capas. Es el queso moldeado de textura relativamente firme, no granular, levemente
elastica preparado con leche entera, cuajada con enzimas y/o acidos organicos generalmente sin cultivos
lacticos.

2.1.10 Queso duro. Es el queso no madurado, escaldado o no, prensado, de textura dura
desmenuzable, preparado con leche entera, semidescremada o descremada, cuajada con cultivos
lacticos y enzimas, cuyo contenido de grasa es variable dependiendo de la leche empleada en su
elaboracién y tiene un contenido relativamente bajo de humedad.

2.1.11 Queso mozarella. Es el queso no madurado, escaldado, moldeado, de textura suave elastica
(pasta filamentosa), cuya cuajada puede o no ser blanqueada y estirada, preparado de leche entera,
cuajada con cultivos lacticos, enzimas y/o &cidos organicos o inorganicos.

2.1.12 Quesillo criollo. Es el queso no madurado, escaldado, alto en humedad con textura blanda suave
y elastica fabricado con leche, acidificada con acido lactico, cuajado generalmente con cuajo liquido.

2.1.13 Queso criollo o queso de comida. Es el queso no madurado, preparado con leche, adicionado de
cuajo y de textura homogénea, con desuerado natural.

2.1.14 Queso requeson. Es el producto obtenido por la concentraciéon de suero y el moldeo del suero
concentrado, con o sin la adicion de leche y grasa de leche, cuyo contenido de grasa es variable.

2.1.15 Queso Descremado. Es el queso no madurado, con un contenido relativamente bajo en grasa
de textura homogénea preparado con leche descremada.

2.1.16 Queso Cuartirolo. Es un queso fresco tradicional, de corteza lisa y suave con aroma y sabor
caracteristico

2.1.17 Queso de Hoja. Es el queso no madurado obtenido a partir de queso criollo acidificado de forma
natural en presencia de bacterias mesofilas nativas de Ecuador no patégenas; sometido a calentamiento
previo al hilado, la caracteristica es su envoltura en hoja de achira.

2.1.18 Queso Manaba. Es el queso no madurado obtenido a partir de leche, acidificado de forma natural
en presencia de bacterias mesoéfilas nativas de la zona manabita, salado con sal en grano y colocado en
moldes sin fondo para su prensado.

2.1.19 Queso amasado Lojano. Es el queso no madurado elaborado a partir de queso criollo salado y
acidificado naturalmente, secado, molido y nuevamente prensado; la caracteristica es su envoltura en
hoja de achira.

2.1.20 Queso amasado Carchense. Es el queso no madurado obtenido de cuajada no cortada, de
acidificacion natural, molido, amasado, moldeado en moldes perforados y espolvoreado sal de consumo
humano; desmenuzado manualmente, moldeado y prensado.

2.1.21 Queso Andino fresco. Es un queso no madurado, el cuerpo presenta un color que varia de
blanco a crema y tiene una textura blanda (al presionarse con el dedo pulgar) que se puede cortar.

(Continua)
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3. CLASIFICACION
3.1 De acuerdo a su composicion y caracteristicas fisicas el producto, se clasifica en:
3.1.1 Segln el contenido de humedad,
a) Duro
b) Semiduro
c) Semiblando
d) Blando
3.1.2 Segln el contenido de grasa lactea,
a) Ricoengrasa
b) Entero 6 Graso
c) Semidescremado 6 bajo en grasa

d) Descremado 6 Magro

4. DISPOSICIONES ESPECIFICAS

4.1 La leche utilizada para la fabricacién del queso fresco, debe cumplir con los requisitos de la Norma
NTE INEN 10, y su procesamiento se realizara de acuerdo a los principios del Reglamento de Buenas
Practicas de Manufactura del Ministerio de Salud Publica.

4.2 Los limites maximos de plaguicidas no deben superar los establecidos en el Codex Alimentarius
CAC/ MLR 1 en su ultima edicién.

4.3 Los limites méximos de residuos de medicamentos veterinarios no deben superar los
establecidos en el Codex Alimentario CAC/MLR 2 en su ultima edicién.

5. REQUISITOS
5.1 Requisitos especificos
5.1.1 Para la elaboracién de los quesos frescos no madurados, se pueden emplear las siguientes
materias primas e ingredientes autorizados, los cuales deben cumplir con las demdas normas
relacionadas o en su ausencia, con las normas del Codex Alimentarius:
5.1.1.1 Leche y/o productos obtenidos de la leche.
5.1.1.2 Ingredientes tales como:

a) Cultivos de fermentos de bacterias inocuas productoras de acido lactico y/o aromas y cultivos de otros
microorganismos inocuos;

b) Cuajo u otras enzimas coagulantes inocuas e idéneas;
c) Cloruro de sodio;

d) Vinagre;

(Continua)
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5.1.2 Los quesos frescos no madurados, ensayados de acuerdo con las normas ecuatorianas
correspondientes deben cumplir con lo establecido en la tabla 1.

Tipo o clase Humedad % max | Contenido de grasa en extracto

NTE INEN 63 seco , % m/m Minimo
NTE INEN 64

Semiduro 55

Duro 40

Semiblando 65 -

Blando 80 -

Rico en grasa - 60

Entero 6 graso - 45

Semidescremado o bajo en

grasa - 20

Descremado 6 magro - 0.1

5.1.3 Requisitos microbioldgicos. Al andlisis microbiol6gico correspondiente, los quesos frescos no
madurados deben dar ausencia de microorganismos patdégenos, de sus metabolitos y toxinas.

5.1.3.1 Los quesos frescos no madurados, ensayados de acuerdo con las normas ecuatorianas
correspondientes deben cumplir con los requisitos microbiol6gicos establecidos en la tabla 2.

TABLA 2. Requisitos microbiolégicos para quesos frescos no madurados

Requisito n m M c Método de ensayo
Enterobacteriaceas, UFC/g 5 2x10% 10° 1| NTEINEN 1529-13
Escherichia coli, UFC/g 5 <10 10 1 | AOAC991.14
Staphylococcus aureus UFC/g 5 10 10° 1 NTE INEN 1529-14
Listeria monocytogenes /25 g 5 ausencia - 1ISO 11290-1
Salmonella en 25g 5 AUSENCIA - 0 | NTEINEN 1529-15

Donde:

n = Ndmero de muestras a examinar.

m = Indice maximo permisible para identificar nivel de buena calidad.

M = Indice maximo permisible para identificar nivel aceptable de calidad.
¢ = Numero de muestras permisibles con resultados entre m y M.

5.1.4 Aditivos. Se pueden utilizar los aditivos permitidos y en las cantidades especificadas en la
NTE INEN 2074 y ademés:

a) Gelatina y almidones modificados (estas sustancias pueden utilizarse con los mismos fines que los
estabilizadores, a condicion de que se anadan Unicamente en las cantidades funcionalmente
necesarias)

b) Harinas y almidones de arroz, maiz y papa (estas sustancias pueden utilizarse con los mismos fines
que los antiaglutinantes para el tratamiento de la superficie de productos cortados, rebanados y
desmenuzados Unicamente, a condicion de que se afadan Unicamente en las cantidades
funcionalmente necesarias)

5.1.5 Contaminantes. El limite maximo permitido debe ser el que establece el Codex alimentarius de
contaminantes CODEX STAN 193-1995, en su ultima edicion

(Continua)
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5.2 Requisitos complementarios
5.2.1 Los quesos frescos no madurados deben mantenerse en cadena de frio durante el
almacenamiento, distribucién y comercializacién a una temperatura de 4°+ 2°C y su transporte debe
ser realizado en condiciones idéneas que garanticen el mantenimiento del producto.
5.5.2 Las unidades de comercializacion de este producto debe cumplir con lo dispuesto en la Ley
2007-76 del Sistema Ecuatoriano de la Calidad.
6. INSPECCION

6.1 Muestreo
6.1.1 El muestreo debe realizarse de acuerdo con lo establecido en la NTE INEN 04.
6.2 Aceptacion o rechazo
6.2.1 Se acepta el producto si cumple con los requisitos establecidos en esta norma; caso contrario se
rechaza.

7. ENVASADO Y EMBALADO
7.1 Los quesos frescos no madurados deben expenderse en envases asépticos, y herméticamente
cerrados, que aseguren la adecuada conservacion y calidad del producto.

7.2 Los quesos frescos no madurados deben acondicionarse en envases cuyo material, en contacto
con el producto, sea resistente a su accion y no altere las caracteristicas organolépticas del mismo.

7.3 El embalaje debe hacerse en condiciones que mantenga las caracteristicas del producto y
aseguren su inocuidad durante el almacenamiento, transporte y expendio.

8. ROTULADO

8.1 El Rotulado debe cumplir con los requisitos establecidos en el RTE INEN 022
8.2 Designacion. El queso se designa por su nombre, seguido de la indicacion del contenido de

humedad, contenido de grasa lactea en extracto seco y caracteristicas del proceso. Adicionalmente
puede designarse por un nombre regional reconocido o por un nombre comercial especifico.

(Continua)
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APENDICE Z

Z.1 DOCUMENTOS NORMATIVOS A CONSULTAR

Norma Técnica Ecuatoriana NTE INEN 4
Norma Técnica Ecuatoriana NTE INEN 10
Norma Técnica Ecuatoriana NTE INEN 63
Norma Técnica Ecuatoriana NTE INEN 64

Norma Técnica Ecuatoriana NTE INEN 65
Norma Técnica Ecuatoriana NTE INEN 1 529-13

Norma Técnica Ecuatoriana NTE INEN 1 529-14

Norma Técnica Ecuatoriana NTE INEN 1 529-15
Norma Técnica Ecuatoriana NTE INEN 2 074
Reglamento Técnico Ecuatoriano RTE INEN 022
Ley 2007-76

Codex Alimentarius CAC/MRL 1

Codex Alimentarius CAC/MRL 2

Codex Stan 193-1995

Decreto Ejecutivo 3253

AOAC 991.14

ISO 11290-1

Leche y productos lacteos. Muestreo
Leche pasteurizada. Requisitos.
Quesos. Determinacion  del
humedad

Quesos. Determinacion del contenido de grasas
Quesos. Ensayo de la fosfatasa

Control  microbiolégico de los alimentos.
Enterobacteriaceae. Recuento en placa por
siembra en profundidad

Control  microbioldgico de los alimentos.
Staphylococcus aureus. Recuento en placa de
siembra por extension en superficie
Control  microbiolégico de los
Salmonella. Método de deteccion.
Aditivos alimentarios permitidos para consumo
humano. Listas positivas. Requisitos.

Rotulado de productos alimenticios procesados,
envasados y empaquetados

del Sistema Ecuatoriano de la Calidad Publicado
en el Registro Oficial No. 26 de 2007-02-22.

Lista de limites maximos para residuos de
plaguicidas en los alimentos.

Lista de limites maximos para residuos de
medicamentos veterinarios.

Norma General para los Contaminantes y las
Toxinas presentes en los Alimentos y pientos
Reglamento de buenas préacticas de manufactura
para alimentos procesados

Coliform and Escherichia coli Coints in foods Dry
Rehydratable Film Methods.

Microbiology of food and animal feeding stuffs -
Horizontal method for the detection and
enumeration of Listeria monocytogenes -- Part 2:
Enumeration method

contenido de

alimentos.

Z.2 BASES DE ESTUDIO

Codex Stan 221-2001 Norma de grupo del Codex para el queso no madurado, incluido el queso fresco

Adoptado 2001. Enmienda 2008. Revisién 2010
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Norma Técnica Obligatoria Nicaragtiense. Norma de quesos frescos no madurados. NTON 03 022-99.
Comision Nacional de Normalizacién Técnica y Calidad, Ministerio de Fomento, Industria y Comercio.

28 abril 1999.

Reglamento Sanitario de los Alimentos DTO N°977/96 . Republica de Chile. Pags. 73. Actualizado a

2010

+6- 2012-065

105



INFORMACION COMPLEMENTARIA

Documento: TITULO: NORMA GENERAL PARA QUESOS FRESCOS NO Cédigo:
NTE INEN 1528 MADURADOS. REQUISITOS AL 03.01-420
Primera revisién

ORIGINAL: REVISION:

Fecha de iniciacion del estudio:

Fecha de aprobacion anterior por Consejo Directivo 1987-07-09

Oficializacion con el Caracter de OBLIGATORIA

por Acuerdo No 531de 1987-08-03

publicado en el Registro Oficial No. 755 de 1987-08-24

Fecha de iniciacion del estudio: 2011-01

Fechas de consulta publica: de

Subcomité Técnico: LECHE Y PRODUCTOS LACTEOS

Fecha de iniciacion: 2011-02-09
Integrantes del Subcomité Técnico:

NOMBRES:

Dr. R afael Vizcarra (Presidente)
Dra. Teresa Rodriguez
Dra. Ménica Sosa

Dr. Christian Mufioz
Ing. Ernesto Toalombo
Dr. Galo Izuricta

Ing. Tatiana Benavides
Ing. Alberto Nieto

Dra. Jenny Yambay
Ing. Fernando Péarraga
Ing. Daniel Tenorio

Ing. Jorge Chavez

Ing. Linda Nuficz

Sr. Rodrigo Gomez de la Torre
Dra. Johanna Choéz

Dr. Marlon Revelo

Ing. Leonardo Baio

Dr. Antonio Camacho
Ing. Lourdes Reinoso
Tlga. Tatiana Gallegos
Ing. Paola Simbaiia

Ing. Rocio Contero

Dr. Alfonso Alvarez
Ing. Franklin Hernéndez
Ing. Galo Sandoval
Dra. Ménica Quinatoa
Dr. Alexander Salazar
Dr. Rodrigo Duenas
Ing. César Guzman

Dr. David Villegas

Dra. Katya Yépez

Ing. Noela Bautista
Dra. Indira Delgado

Dr. Orlando Coba

Dra. Ana Maria Hidalgo
Dr. Renato Torres

Ing. Talia Palacios

Ing. Guillermo Goémez
Sra. Laura Pilataxi

Ing. Julio Vera

Dr. Viviana Salas

Ing. Pablo Herrera

Dr. Hernan Cortes

Dr. Hernén Riofrio

Ing. Dicgo Escudero
Ing. Marco Cevallos
Dra. Maria Eufemia Ramén
Dra. Rocio Cobos

Ing. Maria E. Davalos  (Secretaria técnica)

Fecha de aprobacion: 2011-08-03

INSTITUCION REPRESENTADA:
CENTRO DE LA INDUSTRIA LACTEA
INSTITUTO NACIONAL DE HIGIEN, Guayaquil
INSTITUTO NACIONAL DE HIGIENE, Quito
PFIZER

ELSALINERITO

PASTEURIZADORA QUITO

REYBANPAC

CENTRO DE LA INDUSTRIA LACTEA
INDUSTRIA LACTEA CARCHIS.A.
PROLAC

AILACCEP

MIPRO

PARMALAT

PRODUCTORES DE LECHE

INDUSTRIAS LACTEAS TONIS.A.
PASTEURIZADORA QUITO

ASO SIERRA NEVADA

ACA FOOD SAFETY

SFG/MAGAP

MINISTERIO DE SALUD - SISTEMA ALIMENTOS

UNIVERSIDAD POLITECNICA SALESIANA
UNIVERSIDAD POLITECNICA SALESIANA
ALPINA ECUADOR S.A

UNIVERSIDAD TECNICA DEL NORTE
UNIVERSIDAD TECNICA DE AMBATO

DIRECCION PROVINCIAL DE SALUD DE PICHINCHA

REYBANPAC - LACTEOS
REYBANPAC
ASAMBLEA NACIONAL
MIPRO

NESTLE ECUADOR

UNIVERSIDAD TECNICA PARTICULAR DE LOJA- ECOLAC

ALPINA ECUADOR

ALIMEC S.A.

LABORATORIO OSP - UCE

MIPRO — DIRECCION CONSUMIDOR
MIPRO — DIRECCION CONSUMIDOR
ASOGAN

S-P.U - COINNA

NESTLE - DPA

DESCALZI

PARMALAT

PARMALAT

SECRETARIA DE SALUD —~ MUNICIPIO, Quito
DEL CAMPO CIA. LTDA

DEL CAMPO CIA. LTDA
INDUSTRIAS LACTEAS TONIS.A.
QUIMIEN CIA. LTDA.

INEN

Otros tramites: Esta NTE INEN 1528:2012 (Primera Revision), reemplaza a la NTEINEN 1528:1987

La Subsecretaria de la Calidad del Ministerio de Industrias y Productividad aprobé este proyecto de norma

Oficializada como: Obligatoria
Registro Oficial No. 652 de 2012-03-02

Por Resolucién No. 11 379 de 2011-12-26

106



Instituto Ecuatoriano de Normalizacion, INEN - Baquerizo Moreno E8-29 y Av. 6 de Diciembre
Casilla 17-01-3999 - Telfs: (593 2)2 501885 al 2 501891 - Fax: (593 2) 2 567815
Direccion General: E-Mail:direccion@inen.gob.ec
Area Técnica de Normalizacion: E-Mail:normalizacion@inen.gob.ec
Area Técnica de Certificacion: E-Mail:certificacion@inen.gob.ec
Area Técnica de Verificacion: E-Mail:verificacion@inen.gob.ec
Area Técnica de Servicios Tecnol6gicos: E-Mail:inenlaboratorios@inen.gob.ec
Regional Guayas: E-Mail:inenguayas@inen.gob.ec
Regional Azuay: E-Mail:i @inen.gob.ec
Regional Chimborazo: E-Mail:inenriobamba@inen.gob.ec
URL:www.inen.gob.ec

107



Anexo 7. Normativa NTE INEN 2687: 2013 Mercados saludables
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Quito - Ecuador

NORMA TECNICA ECUATORIANA NTE INEN 2687:2013

MERCADOS SALUDABLES. REQUISITOS

Primera edicion

HEALTHY FOOD MARKET. REQUIREMENTS

First edition

DESCRIPTORES: Mercado, alimentos, inocuidad, requisitos, comercializacion, elaboracion de alimentos.
ICS: 67.020
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Norma Técnica NTE INEN
Ecuatoriana MERCADOS SALUDABLES 2687:2013
Voluntaria REQUISITOS 2013-04
1. OBJETO

11 Esta norma establece los requisitos y practicas que deben cumplir los mercados para la
comercializacion y/o elaboracién de alimentos inocuos aptos para el consumo humano.

2. ALCANCE

21 Esta norma aplica a todos los mercados mayoristas y mercados minoristas que realizan
actividades de adquisicién, recepcion, manipulacion, preparacion, comercializacion, almacenamiento,
y transporte de alimentos a nivel nacional. Se excluyen las ferias libres, plataformas de
comercializacién, supermercados y micromercados.

3. DEFINICIONES
3.1 Para los efectos de esta norma se aplican las siguientes definiciones:
3.1.1 Aguas residuales. Aguas de desecho resultantes de las actividades realizadas en el mercado.

3.1.2 Agua potable. Agua tratada y exenta de contaminantes, apta para el consumo humano segun lo
establecido enla NTE INEN 1108.

3.1.3 Alimento. Todo producto natural o artificial que ingerido aporta al organismo de los seres
humanos los materiales y la energia necesarios para el desarrollo de los procesos biolégicos.
Comprenden también sustancias y mezclas de las mismas que se ingieren por habito o costumbre,
tengan o no valor nutritivo.

3.1.4 Alimento adulterado. Todo alimento al que se haya adicionado o sustraido cualquier sustancia
para variar su composicion, peso o volumen, con fines fraudulentos o para encubrir o corregir
cualquier defecto, debido a su inferior calidad.

3.1.5 Alimento de consumo directo. Cualquier tipo de alimento o bebida, que para ser consumido no
requiere algun tipo de preparacién adicional.

3.1.6 Alimentos altamente perecederos. Alimentos perecederos que por su composicion o
manipulacién pueden favorecer el crecimiento de microorganismos y/o la formacién de toxinas, por lo
que representan un riesgo para la salud y requieren condiciones especiales de conservacion,
almacenamiento, transporte, manipulacién y comercializacién, como productos frescos de la pesca,
leche , carnes , aves y sus derivados, alimentos preparados, entre otros.

3.1.7 Alimentos perecederos. Alimentos que requieren condiciones especiales de conservacion.

3.1.8 Alimentos preparados. Cualquier tipo de alimento o bebida , que para ser consumido requiere
algun tipo de elaboracién culinaria, resultado de la preparacion en crudo, cocido o precocido, de uno
o varios productos alimenticios de origen animal o vegetal, con o sin la adicién de otras sustancias
autorizadas.

3.1.9 Alimentos procesados. Es toda materia alimenticia que para el consumo humano ha sido
sometida a operaciones tecnoldégicas necesarias para su transformacion, modificacion y
conservacion, que se distribuye y comercializa en envases rotulados bajo una marca de fabrica
determinada y con registro sanitario otorgado por la Autoridad Sanitaria Nacional.

(Continta)

DESCRIPTORES: Mercado, alimentos, inocuidad, requisitos, comercializacion, elaboracion de alimentos.
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3.1.10 Animales de abasto. Son las especies de animales para el consumo humano, entre las basicas
estan el ganado ovino, bovino, porcino y las aves de corral, mientras que las complementarias son el
ganado caprino, equino, animales de caza y pesca.

3.1.11 Buenas Practicas de Manufactura — BPM. Principios basicos y practicas generales de higiene
en la manipulacion, preparacion, elaboracién, envasado, almacenamiento y servicio de alimentos para
consumo humano, con el objeto de garantizar que los alimentos en todas las etapas, hasta el
consumo se manipulen en condiciones sanitarias adecuadas y se disminuyan los riesgos para la
salud de las consumidoras y consumidores.

3.1.12 Buenas Practicas de Higiene — BPH. Conjunto de medidas preventivas y principios basicos
necesarias para garantizar la inocuidad y calidad de los alimentos en cualquier etapa de su manejo,
incluida su distribucion, transporte y comercializacion.

3.1.13 Buenas practicas de almacenamiento. Principios basicos de almacenamiento de alimentos
destinados a garantizar el mantenimiento de las caracteristicas y propiedades de los productos.

3.1.14 Calidad. Grado en el que un conjunto de caracteristicas inherentes al alimento cumple con los
requisitos de inocuidad.

3.1.15 Caracteristicas organolépticas. Caracteristicas fisicas que se perciben a través de los sentidos,
como sabor, textura, olor y color.

3.1.16 Centro de faenamiento. Establecimiento donde se procesa las especies pecuarias comestibles
(bovinos, ovinos, porcinos, aves entre otras), que consiste en la separaciéon progresiva de un animal
vivo hasta la obtencién de una canal, despojos comestibles y no comestibles.

3.1.17 Contaminacién. Introduccion o presencia de un riesgo bioldgico, quimico y/o fisico en los
alimentos o en el ambiente alimentario.

3.1.18 Contaminacion cruzada. Transferencia de potenciales riesgos en forma directa o indirecta
desde una fuente de contaminaciéon a un alimento, mediante equipos, utensilios, superficies de
trabajo, materiales de limpieza, corrientes de aire, manos o vestimentas de personas, traslado de
materiales o alimentos, de una zona sucia a una zona limpia, posibilitando la contaminacién de los
alimentos.

3.1.19 Contaminante. Cualquier agente fisico, quimico y/o biolégico, no afiadido intencionalmente a
los alimentos y que puedan comprometer la inocuidad y la calidad de los mismos

3.1.20 Control de plagas. Medidas preventivas y correctivas, naturales o artificiales, que dan como
resultado la prevencion, represion, contencion, destruccion o exclusién de una plaga aplicadas de
manera responsable para con el ambiente y la salud humana.

3.1.21 Consumidor. Persona natural o juridica, que adquiere, utiliza o disfruta de productos o servicios
como destinatario final de los mismos.

3.1.22 Desechos sodlidos. Material en estado sodlido generado en los procesos de extraccion,
beneficio, transformacién, produccién, consumo, utilizacién, control, preparacioén o tratamiento, cuya
calidad no permite usarlos nuevamente en el proceso que los genero.

3.1.23 Desechos liquidos. Material en estado liquido generado en los procesos de extraccion,
beneficio, transformacién, produccién, consumo, utilizacién, control, preparacién o tratamiento, cuya
calidad no permite usarlos nuevamente en el proceso que los generé.

3.1.24 Desinfecciéon. Reduccién y/o eliminacién del nimero de microorganismos presentes en el
ambiente, por medio de agentes quimicos, posterior al proceso de limpieza, a un nivel que no
comprometa la inocuidad del alimento.

3.1.25 Despojos comestibles. Subproductos de origen animal que han sido aprobados como aptos
para la alimentacién humana, por ejemplo: cabeza, corazén, higado, pulmones, mollejas, rabo,
lengua, grasas, intestinos, patas etc.
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3.1.26 Drenaje. Estructura, natural o artificial, que facilitan el escurrimiento y evita el almacenamiento
del agua en una zona particular.

3.1.27 Efluente. Liquido no apto para consumo humano proveniente de un proceso de tratamiento,
actividad o proceso productivo.

3.1.28 Enfermedad trasmitida por alimentos ETAs. Enfermedad que se produce por el consumo de
alimentos, agua o bebidas contaminadas, produciendo infecciones, intoxicacion o toxi-infecciones.

3.1.29 Escaldado. Técnica culinaria consistente en la cocciéon de los alimentos en agua o liquido
hirviendo durante un periodo breve de tiempo (entre 10 y 30 segundos).

3.1.30 Giros. Parte de una seccion del mercado que representa a un grupo especifico de productos
(ejemplo: carnicos, lacteos, frutas, etc.)

3.1.31 Higiene. Es el proceso de limpieza y desinfeccion.

3.1.32 Higiene de los alimentos. Condiciones y medidas necesarias para la manipulacién de los
alimentos destinadas a garantizar la inocuidad de los mismos.

3.1.33 Higiene personal. Los habitos de buena higiene que incluyen limpieza del cuerpo, cabellos y
dientes, vestir ropa limpia y lavarse las manos con agua y jabon con regularidad, especialmente
cuando se manejan comidas y bebidas.

3.1.34 Impermeable. Que no permite el paso de liquidos.

3.1.35 Infraestructura. Conjunto de locales e instalaciones fisicas donde se desarrolla una actividad
comercial.

3.1.36 Ingredientes. Componentes de una mezcla de alimentos.

3.1.37 Inspeccién post-mortem. Inspeccion visual de las canales y demas partes relevantes
incluyendo los despojos no comestibles con el objeto de asegurar que la carne es sana, libre de
enfermedades, y que no plantea riesgo alguno a la salud publica

3.1.38 Inocuidad de los alimentos. Garantia de que los alimentos no causaran dafio al consumidor
cuando se preparen y/o consuman de acuerdo con el uso a que se destinan.

3.1.39 Limpieza. Eliminacion, con el uso de detergente y agua por accién fisica y/o mecanica, de
residuos de tierra, alimentos, suciedad, grasa y otras materias que puedan constituir una fuente de
contaminacién.

3.1.40 Materias extrafias. Cuerpos de origen mineral, animal o vegetal que no proviene del alimento.

3.1.41 Manipulador de alimentos. Toda persona que tenga contacto directo con alimentos envasados
o no envasados.

3.1.42 Mercado. Centro de comercializacion de alimentos que cuenta con infraestructura fija y
cerrada, en la cual los comerciantes compran y venden sus productos al publico en sus puestos
individuales distribuidos por giros.

3.1.43 Mercado saludable. Centro de comercializaciéon de alimentos que ha cumplido los requisitos y
practicas para la comercializaciéon y/o elaboracién de alimentos inocuos especificados en esta norma
técnica ecuatoriana.

3.1.44 Microorganismo patégeno. Cualquier organismo microscopico vivo que pueda ser causa de
enfermedad.

3.1.45 Peligro alimentario. Cualquier agente bioldgico, quimico o fisico presente en el alimento, que
puede causar un efecto adverso para la salud.

3.1.46 Plaga. Organismos vivos que producen alteraciones fisioldgicas y dafios econémicos.
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3.1.47 Programa de limpieza y desinfeccion. Conjunto de actividades que contribuyen a la inocuidad
de los alimentos, mediante el mantenimiento de las instalaciones fisicas del establecimiento en
buenas condiciones higiénico sanitarias.

3.1.48 Puesto de comercializacion. Espacio destinado a la elaboracién y comercializaciéon de
productos autorizados, situado en el interior de los mercados.

3.1.49 Riesgo. Funcién de la probabilidad de un efecto nocivo para la salud y de la gravedad de dicho
efecto, como consecuencia de un peligro o peligros en los alimentos.

3.1.50 Temperaturas de seguridad. Temperaturas que inhiben el crecimiento microbiano o eliminan la
presencia de microorganismos patégenos en los alimentos. Su rango debe ser inferior a 5 °C
(refrigeracion y congelacion) y mayor a 60 °C (hervido, coccién, horneado, etc.).

3.1.51 Trampa de grasa. Dispositivo que funciona como separador y recolector de grasas, jabones,
detergentes, desperdicios de comida y elementos soélidos de las aguas residuales de cocina.

3.1.52 Utensilios. Todo artefacto, recipiente o equipo utilizado en la preparacion, almacenamiento y
venta de alimentos.
4. REQUISITOS
4.1 Requisitos relativos a la infraestructura
4.1.1 Localizacion, disefio y construccion

4.1.1.1 El mercado debe estar alejado de fuentes de contaminacion que representen riesgo para la
inocuidad de los alimentos, en particular de zonas propensas a inundaciones y zonas industriales,

41.1.2 El mercado debe contar con infraestructura fisica, que impida el ingreso de animales y
facilite el control de plagas, asi como otros elementos del ambiente exterior como polvo y materias
extrafias, con la finalidad de mantener las condiciones sanitarias.

41.1.3 La construcciéon debe ser sdlida y disponer de espacio suficiente para la instalacion,
operacién y mantenimiento de los equipos y puestos de comercializaciéon, asi como para el
movimiento del personal, usuarios y el traslado de materiales y alimentos,

4.1.1.4 El mercado debe brindar facilidades para la higiene personal.

41.1.5 El disefio y la distribuciéon del mercado debe permitir un mantenimiento, limpieza y
desinfeccién de la infraestructura que minimice el riesgo de contaminaciones.

4.1.1.6 El disefio y construccion de la edificacién debe facilitar el control de plagas y evitar el refugio
de las mismas.

4.1.1.7 El mercado debe contar con una guarderia para el cuidado de los hijos de los trabajadores/as
de los mercados.

4.1.1.8 EIl mercado debe contar con un sistema de drenaje para las aguas lluvias y las aguas
residuales.

4.1.2 Area y estructuras internas
4.1.2.1 El mercado debe ser distribuido y sefalizado de manera que facilite el flujo de trabajo
siguiendo de preferencia el principio de flujo hacia delante. La sefializacién debe realizarse de

acuerdo a la NTE INEN 439.

4.1.2.2 Las areas internas del mercado deben estar divididas en zonas o giros segun el nivel de
higiene dependiendo de los riesgos de contaminacion y de los alimentos.

4.1.2.3 Los pisos, paredes y techos deben ser construidos de materiales impermeables, no porosos
que permitan la limpieza y mantenimiento.
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4.1.2.4 Las paredes de los puestos de comercializacién deben tener una superficie lisa de baldosa o
pintura lavable hasta una altura minima de 2 m.

4.1.2.5 En las areas donde se manipulan y preparan los alimentos, las uniones entre las paredes y los
pisos, deben ser concavas (redondeadas) para facilitar su limpieza y desinfeccion.

4.1.2.6 Las superficies y materiales, particularmente aquellos que estan en contacto con los
alimentos, deben ser de materiales que no contengan sustancias toxicas y deben estar disefiados
para el uso previsto, faciles de mantener, limpiar y desinfectar.

4.1.2.7 Los pisos deben ser de material antideslizante y liso, resistente a los golpes, libres de roturas
y grietas.

4.1.2.8 Los pisos deben tener una pendiente minima de 2 % que permita el drenaje de efluentes
liquidos provenientes de la limpieza.

4.1.2.9 Los drenajes del piso deben tener la proteccion adecuada, ser conducidos por cafierias y
estar disefiados de forma tal que se permita su limpieza y mantenimiento. Donde sea requerido deben
tener instalados el sello hidraulico, trampas de grasa y sélidos, con facil acceso para la limpieza.

4.1.2.10 Los techos, falsos techos e instalaciones suspendidas deben estar construidos de manera
que eviten la acumulaciéon de suciedad, condensacién, formacién de mohos, desprendimiento de
particulas y ademas faciliten su limpieza y mantenimiento.

4.1.2.11 Las ventanas y aberturas deben ser construidas de manera que eviten la acumulaciéon de
polvo o suciedad y en caso de comunicacion con el exterior estar provistas de malla contra insectos.

4.1.2.12 Las puertas deben tener una superficie lisa y no absorbente de facil limpieza y cuando sea
necesario desinfeccion.

4.1.2.13 Debe repararse inmediatamente toda superficie estropeada o irregular, asi como cualquier
rotura o desperfecto, tales como grietas, golpes u otra irregularidad, que facilitan la acumulacién de
restos de alimentos y suciedades.

4.1.2.14 Los pasillos no deben ser utilizados como areas de almacenamiento.

4.1.3 lluminacién y ventilacién

4.1.3.1 Lailuminacién puede ser natural y/o artificial, debe ser adecuada para permitir la realizacion
de las tareas para que no comprometa la higiene de los alimentos y no alterar la vision de los colores

de los alimentos que se venden.

4.1.3.2 El sistema eléctrico debe estar en buen estado y contar con un generador alterno de energia
eléctrica de encendido automatico de acuerdo a los requerimientos energéticos del mercado.

4.1.3.3 La ventilaciéon puede ser natural o artificial, directa o indirecta para reducir al minimo la
contaminacién de los alimentos transmitida por el aire.

4.1.4 Instalaciones sanitarias

4.1.41 El mercado debe contar con instalaciones sanitarias como servicios higiénicos, duchas y
vestidores dotados de facilidades higiénicas, en cantidad suficiente e independiente para hombres y
mujeres de acuerdo a lo detallado en el Anexo A y con accesibilidad para personas con discapacidad
segun la NTE INEN 2293.

4.1.4.2 Las instalaciones sanitarias deben mantenerse permanentemente limpias, ventiladas y con
una provision suficiente de agua e insumos de higiene personal (papel higiénico, jabon liquido, gel
desinfectante, toallas desechables o secadores eléctricos).

4.2 Requisitos relativos a los servicios

4.2.1 Suministro de agua
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4.2.1.1 El mercado debe disponer de un sistema de abastecimiento continuo de agua potable, en
caso de no contar con el abastecimiento continuo se debe disponer de instalaciones para el
almacenamiento, distribucién y asegurar la calidad del agua.

4.2.1.2 El agua potable debe cumplir con lo establecido en la NTE INEN 1108, se debe realizar
analisis de la calidad microbiolégica y composicion fisico-quimica del agua al menos dos veces al afio
en laboratorios acreditados para verificar su cumplimiento.

4.2.1.3 En caso de existir un sistema de abastecimiento de agua no potable debe ser independiente
y estar identificado, el agua no potable se podra utilizar para el sistema contra incendios, generacién
de vapor, refrigeracion y otras aplicaciones similares que no contaminen los alimentos.

4.2.2 Desechos liquidos y drenaje

4.2.2.1 El mercado debe tener un sistema de eliminaciéon de desechos liquidos, que cuente con
dispositivos de separacion de grasa instalados individual o colectivamente, previo a la descarga de
efluentes, de acuerdo a la normativa vigente.

4.2.2.2 Los drenajes y sistemas de disposicion de efluentes deben ser disefiados y construidos para
evitar la contaminacién de los alimentos, del agua potable o de las fuentes de agua potable
almacenadas en el mercado.

4.2.3 Desechos sélidos

4.2.3.1 El mercado debe contar con un sistema de recoleccién diferenciada interna de desechos
(organicos e inorganicos), almacenamiento provisional en un area especifica cubierta, con piso
impermeable, con ventilacién y sefalizacion, accesible para su recolecciéon y su posterior disposicion
final.

4.2.3.2 Los desechos sodlidos se deben retirar frecuentemente de los recipientes destinados para este
fin ubicados en los puestos y demas areas del mercado. Los desechos deben disponerse de manera
que se elimine la generaciéon de malos olores para que no sean fuente de contaminacion o refugio de
plagas.

4.2.3.3 Los recipientes para desechos sélidos en los puestos deben estar en buen estado higiénico
cubiertos con una tapa, y con una funda plastica en su interior que facilite el retiro de los residuos.

4.3 Requisitos relativos a los equipos y utensilios

4.3.1 Los equipos y utensilios para manipulacién de los alimentos deben estar en buen estado, ser de
materiales que no contengan sustancias téxicas, ni emanen olores, sabores, ni que reaccionen con los
ingredientes o materiales con los que entren en contacto.

4.3.2 No se debe utilizar materiales que no puedan limpiarse y desinfectarse.

4.3.3 Las tablas de cortar deben ser de madera, plastico u otro material, facil de limpiar y desinfectar.
Las tablas de cortar deben ser reemplazadas cuando se evidencie su deterioro.

4.3.4 Las tablas de cortar de madera deben ser duras y no astillables, se recomienda el uso del pino,
caoba, teca, roble, aliso, nogal.

4.3.5 Las caracteristicas de los equipos deben ofrecer facilidades de limpieza, desinfeccion e
inspeccion y deben contar con dispositivos que impidan la contaminacién del alimento por lubricantes,
refrigerantes, sellantes u otras sustancias que se requieran para su funcionamiento.

4.3.6 Los equipos deben lavarse y desinfectarse al final de la jornada, desmontando las partes
removibles y utilizando agua potable en cantidad necesaria.

4.3.7 Los utensilios deben lavarse con detergente y agua potable, no se pemite el uso de baldes o
recipientes con agua reutilizada sin renovar. Una vez limpios deben desinfectarse y almacenarse
limpios, secos y protegidos.
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4.4 Requisitos relativos a la adquisicion, comercializacion, transporte, recepcion y
almacenamiento de alimentos

4.4.1 Adquisicion y comercializacion

4.4.1.1 La adquisiciéon y comercializacion de alimentos deben efectuarse en areas limpias y protegidas,
deben conservarse segun el giro del producto sobre estantes, cajones, canastas, entre otros, que
impidan su contaminacién. No deben adquirirse nunca insumos e ingredientes colocados directamente
sobre el suelo.

4.41.2 Las cames que se adquieran deben contar con el sello del centro de faenamiento como
garantia de haber realizado la inspeccién post-mortem Las carnes y productos carnicos de procedencia
clandestina deben ser rechazados.

4.4.1.3 Deben adquirirse y comercializarse alimentos cuyas propiedades organolépticas (olor, sabor,
color y textura) correspondan a alimentos frescos.

4.4.1.4 Deben adquirirse y comercializarse alimentos procesados que presenten una garantia o marca
de fabricacién con registro sanitario y excluirse los de origen informal, sin etiquetado, ni rotulado.

4.41.5 Los alimentos procesados no deben superar su fecha de vencimiento y cumplir con los
requisitos de etiquetado estipulados en la NTE INEN 1334-1, 1334-2 y 1334-3

4.4.2 Transporte, recepcion y almacenamiento

4.4.21 Los vehiculos que transportan alimentos para proveer al mercado deben ser exclusivos para
este fin, estar limpios, libres de contaminantes (sustancias o productos indeseables), contar con
condiciones de refrigeracion segun el tipo de alimento, contar con espacio suficiente para asegurar la
calidad e inocuidad de los alimentos. Los mismos no deben estar en contacto con el piso del vehiculo, al
ser transportados.

4.4.2.2 El area del vehiculo que transporta alimentos debe ser de material de facil limpieza, que proteja
al alimento de contaminaciones, alteraciones y efectos del cambio de temperaturas

4.4.2.3 Los vehiculos transportadores para proveer al mercado de carne de animales de abasto, deben
contar con una guia de movilizacién del centro de faenamiento de origen

4.4.2.4 La recepcion de alimentos deben efectuarse en areas limpias y protegidas; las carnes, los
despojos comestibles y el pescado se colocaran en bandejas, y los productos a granel en envases
limpios.

4.4.2.5 Los productos y alimentos procesados deben almacenarse en condiciones que impidan el
deterioro, eviten la contaminacién y reduzcan al minimo su dafio o alteracién.

4.4.2.6 Los alimentos perecederos y altamente perecederos deben conservarse refrigerados, de
acuerdo a las temperaturas recomendadas para cada alimento, como es el caso de carnicos, lacteos y
derivados, productos pesqueros y acuicolas, ver anexo B.

4.4.2.7 Los productos y alimentos procesados deben ser almacenados sobre tarimas o estanterias
ubicadas a por lo menos 20 cm del piso y la pared, para permitir la circulacién de aire y evitar que la
humedad los deteriore y facilitar la limpieza. Los distintos tipos de alimentos deben ser almacenados por
clase, especie u origen.

4.4.2.8 Los alimentos de origen animal y vegetal deben almacenarse por separado para evitar la
contaminacion cruzada.

4.4.2.9 Los alimentos crudos y cocidos deben almacenarse en recipientes individuales y por separado
para evitar la contaminacién cruzada, ver anexo B.

4.5 Requisitos relativos al puesto de comercializacion

4.5.1 El puesto de comercializacién y sus alrededores deben mantenerse limpios y ordenados.
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4.5.2 El puesto de comercializacion del mercado debe ser utilizado solamente para el uso y en el giro
autorizado y bajo ningiin motivo podra ser empleado como dormitorio o vivienda.

4.5.3 Los puestos de comercializacion deben agruparse por zonas o giros de acuerdo a la naturaleza
de los productos que expenden, con secciones especificas para la comercializacion de carne, aves,
pescado, mariscos, frutas, hortalizas, cereales, productos lacteos, embutidos y otros.

4.5.4 Las mesas y los mostradores dentro de los mercados deben conservar uniformidad en su
alineacidn, evitando dificultar el transito.

4.5.5 Las estanterias deben ser de material anticorrosivo o plastico que no contamine los alimentos, en
cantidad suficiente y con una estructura que facilite la limpieza y desinfeccion.

4.5.6 Los alimentos no perecederos deben ser exhibidos y protegidos en vitrinas, los alimentos
altamente perecederos (lacteos, carnicos, pescados, mariscos y derivados) deben ser exhibidos en
vitrinas frigorificas y colocados en recipientes individuales.

4.5.7 Los puestos de comercializacion y manipulacién de alimentos altamente perecederos y
perecederos deben disponer de agua potable, de instalaciones para la evacuaciéon de las aguas
residuales, asi como de recipientes diferenciados para los desechos sélidos.

4.5.8 Para mantener los productos del puesto de comercializacion de alimentos, libres de
contaminacion, se deben:

-  Separar los alimentos de otros productos.
- Eliminar y separar todo alimento en mal estado

- Proteger los alimentos y los ingredientes de la contaminacion de plagas o de contaminantes
quimicos, fisicos o microbiolégicos, durante la manipulacion y el  almacenamiento.

4.5.9 Higiene del puesto de comercializaciéon
4.5.9.1 Los pasos que se deben seguir para la limpieza deben ser:

a) Eliminar los desechos de las superficies

b) Aplicar una solucién detergente para desprender la capa de suciedad y de microorganismos y
mantenerla por un periodo de 5 min.

c) Enjuagar con agua, para eliminar la suciedad suspendida y los residuos de detergente.

d) Aplicar otros métodos apropiados para quitar y recoger desechos o desinfectar, en caso necesario.

4.5.9.2 Los implementos de limpieza deben ser de uso exclusivo y ser limpiados y desinfectados
frecuentemente.

4.6 Requisitos relativos a la preparacion de los alimentos

4.6.1 Preparacién preliminar

4.6.1.1 Las superficies que entren en contacto con los alimentos, previo al inicio y al final de la jornada,
deben lavarse y desinfectarse de acuerdo al programa de limpieza y desinfeccion de acuerdo al
subcapitulo 4.8.

4.6.1.2 Los utensilios a utilizarse deben lavarse con agua y detergente.

4.6.1.3 La mezcla de ingredientes, deben hacerse en recipientes destinados especificamente para tal
fin y que no constituyan un riesgo para la salud.

4.6.1.4 No deben utilizarse, bajo ninguna circunstancia, recipientes o utensilios que hayan contenido
anteriormente alglin producto téxico o hayan quedado impregnados por éste (ejemplo: envases de
insecticida, envases de pintura, aceite de motor, detergentes y otras sustancias quimicas).
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4.6.1.5 Los manipuladores de alimentos deben lavarse las manos con agua y jabon liquido,
desinfectarse las manos con gel antibacterial o alcohol antes de comenzar a preparar cualquier
alimento, o cuando cambie de actividad.

4.6.1.6 Las hortalizas y verduras deben lavarse con abundante agua potable corriente, teniendo
especial cuidado con las que se consumen crudas. Se puede afadir soluciones desinfectantes con
notificacién sanitaria obligatoria.

4.6.1.7 Todo alimento que se vaya a preparar debe ser lavado previamente, incluido las carnes y
productos carnicos.

4.6.1.8 EIl agua que se utilice para lavar debe ser potable y corriente, para que su efecto de arrastre
disminuya la presencia de contaminantes de los alimentos.

4.6.2 Preparacion de alimentos

4.6.2.1 Los alimentos deben estar cocidos completamente, en especial carnes, pollos, huevos y
pescados.

4.6.2.2 Si los alimentos no se sirven de inmediato, deben mantenerse en un lugar fresco, ventilado o,
refrigerado.

4.6.2.3 Los alimentos deben mantenerse a temperaturas de seguridad, refrigerados por debajo de los
5 °C o hervidos, cocinados, horneados y calentados por sobre los 60 °C. Los alimentos que requieren
ser congelados deben mantenerse al menos a -18 °C, ver anexo C.

4.6.2.4 Un alimento congelado debe descongelarse bajo condiciones controladas y no puede ser
congelado nuevamente como se indica en el anexo D.

4.6.2.5 Cuando haya que recalentar un alimento, se debe calentar solamente la porcién a servirse, y no
mas de una vez.

4.6.2.6 Las mezcla de los ingredientes de las ensaladas deben prepararse empleando utensilios y
nunca directamente con las manos.

4.6.2.7 Para probar los alimentos que se preparen debe utilizarse utensilios destinados para este fin y
no deben ser introducidos en el alimento en preparacion bajo ninguna circunstancia. Cada vez que se
vaya a probar el alimento se debe disponer de un utensilio limpio y desinfectado para que en él se
deposite el alimento a probar.

4.6.3 Proteccion y servicio de alimentos

4.6.3.1 Los alimentos preparados que se exhiben para la comercializaciéon deben estar protegidos en
vitrinas y/o cubiertos con campanas de malla metélica o material plastico a una altura no inferior a 60 cm
- 70 cm. Las bebidas preparadas deben estar protegidas con material plastico o tapas.

4.6.3.2 Los alimentos y bebidas preparadas deben servirse en platos, cubiertos y vasos en buen
estado de conservacién y limpieza.

4.6.3.3 Los alimentos preparados que no se hayan vendido durante el dia no se deben expender ni
utilizar al dia siguiente.

4.6.3.4 Los alimentos preparados que se expendan para llevar a casa, se deben empacar de manera
higiénica con materiales de primer uso. No se debe usar papel impreso en contacto directo con los
alimentos.

4.6.3.5 Los alimentos preparados deben manipularse con utensilios (pinzas, tenazas, etc.), evitando el
contacto directo de las manos con el alimento o la superficie que entre en contacto con él.

4.6.3.6 Los alimentos y bebidas preparadas de consumo directo, deben ser sometidos periédicamente
a andlisis fisicos, quimicos y microbiolégicos de acuerdo a un plan de muestreo técnicamente
establecido, para verificar la inocuidad de los mismos.
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4.6.3.7 No debe manipularse simultaneamente dinero y alimentos preparados. La persona que
manipula alimentos no debe tocar dinero, pero si ello fuera inevitable, debe lavarse y desinfectarse las
manos antes de volver a manipular alimentos.

4.6.4 Higiene de los manipuladores de alimentos preparados
4.6.4.1 El manipulador de alimentos preparados debe contar con el certificado salud ocupacional

4.6.4.2 El manipulador de alimentos preparados debe usar vestimenta de protecciéon acorde a la
actividad que realice segun el giro, la cual debe mantenerse limpia, y en buenas condiciones; la
vestimenta debe ser de color blanco o colores claros.

4.6.4.3 El manipulador de alimentos preparados debe lavarse las manos y desinfectarlas, antes y
después de actividades laborales, manipuleo de alimentos , luego de usar el bafo, toser, luego de
manipular envases, desechos, basura y otras actividades que representen riesgo de contaminacién. En
el caso de uso de guantes de latex es obligatorio cumplir con el lavado de manos y deben ser
reemplazados frecuentemente.

4.6.4.4 El manipulador de alimentos preparados debe mantener el cabello cubierto totalmente con
malla, gorro u otro medio, debe usar una mascarilla, ufias cortas y sin esmalte, sin joyas, libre de
magquillaje, sin barba y bigotes al descubierto.

4.6.4.5 El manipulador de alimentos no debe Fumar, comer o masticar chicle, estornudar o toser sobre
los alimentos.

4.6.4.6 El manipulador de alimentos no debe manipular alimentos cuando se sospeche que padece una
posible enfermedad trasmisible a los alimentos (ETAs), con sintomas como vomito, diarrea, dolor
abdominal, fiebre y escalofrios o cuando tenga heridas o irritaciones cutaneas.

4.7 Requisitos de higiene del comerciante de alimentos

4.7.1 El comerciante de alimentos debe contar con el certificado salud ocupacional

4.7.2 El comerciante de alimentos debe usar vestimenta de proteccién acorde a la actividad que realice
segun el giro, la cual debe mantenerse limpia, y en buenas condiciones; los comerciantes de alimentos
altamente perecederos (carnes, lacteos, pescados y mariscos) deben utilizar vestimenta de color blanco
o colores claros.

4.7.3 El comerciante de alimentos debe lavarse las manos y desinfectarlas, antes y después de
actividades laborales, luego de usar el bafio, luego de manipular envases, desechos, basura y otras
actividades que representen riesgo de contaminacion.

4.7.4 El comerciante de alimentos altamente perecederos debe mantener el cabello cubierto
totalmente con malla, gorro u otro medio, debe usar mascarilla, ufias cortas y sin esmalte, sin joyas,
libre de maquillaje, sin barba y bigotes al descubierto.

4.7.5 El comerciante de alimentos no deben fumar, comer o masticar chicle, estornudar o toser sobre
los alimentos.

4.8 Requisitos relativos a la limpieza y desinfeccion
4.8.1 Limpieza y desinfeccion de las instalaciones

4.8.1.1 El mercado debe contar con un programa de limpieza y desinfeccién, que garantice que el
mercado esté limpio en todas las areas.

4.8.1.2 Se debe verificar el cumplimiento del programa de limpieza y desinfeccion.
4.8.1.3 Los programas de limpieza y desinfeccion, deben especificar lo siguiente:

- superficies, elementos del equipo y utensilios que han de limpiarse y desinfectarse;

- responsabilidad de tareas particulares;
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- método y frecuencia de la limpieza y desinfeccion; y
- medidas de verificacion de cumplimiento

4.8.1.4 Los productos quimicos de limpieza y desinfeccion deben estar registrados y autorizados,
deben manipularse y utilizarse con cuidado de acuerdo con las instrucciones del fabricante.

48.1.5 Se deben almacenar los productos quimicos, separados de los alimentos, en
contenedores claramente identificados, a fin de evitar el riesgo de contaminacion de los alimentos.

4.9 Requisitos relativos al control de plagas y roedores
4.9.1 Se debe disponer de un programa de control de plagas y roedores.

4.9.2 Los plaguicidas utilizados deben ser los aprobados y registrados; y deben ser usados segun las
instrucciones de la ficha técnica.

4.9.3 Todo vendedor debe adoptar las medidas apropiadas para mantener su puesto libre de animales
y plagas, en particular de roedores, moscas, insectos o infestaciéon por gusanos, con el fin de impedir la
contaminacién de los alimentos.

4.9.4 Todo alimento que haya sido contaminados por plagas debe ser retirado, destruido o eliminado.
410 Requisitos relativos a capacitacion

4.10.1 Todos los vendedores y manipuladores de alimentos de los mercados deben estar capacitados
en Buenas Practicas de Higiene BPH, Buenas Practicas de Manufactura BPM, Buenas Practicas de
Almacenamiento BPA, gestion integral de desechos, mercado saludable y productivo con un enfoque
de inocuidad de alimentos.

4.10.2 Los administradores de los mercados, inspectores y demas personal que labore en el mercado,
deben contar con los mismos cursos de capacitacion de acuerdo a las funciones y responsabilidades de
los mismos.

4.10.3 Deben existir programas de entrenamiento especificos que incluyan normas, procedimientos y
precauciones a tomar.

411 Requisitos relativos al control y aseguramiento de la inocuidad

4111 EIl mercado debe contar con un programa de control y aseguramiento de la inocuidad, el cual
debe ser esencialmente preventivo y cubrir todas las etapas de manipulacién y elaboracion del alimento,
desde la recepcion hasta la comercializacion.

4.11.2 El mercado debe contar con un responsable o responsables de la supervisién del programa de
control y aseguramiento de la inocuidad.

4.11.3 Losresponsables de la supervisién del programa deben realizar inspecciones frecuentes en todo
el mercado, presentar un informe escrito y ponerlo a conocimiento de los involucrados.

4.11.4 El programa de control y aseguramiento de la inocuidad debe contener como minimo:
- Criterios técnicos para la recepcion de  productos frescos alimentos procesados y alimentos
preparados, que incluyan parametros para su aceptacion o rechazo.

- Documentos técnicos del mercado como manuales, procedimientos, instructivos, registros,
documentacion de equipos de uso comun que incluyan planes de mantenimiento, programas, planes
de muestreo entre otros.

- El programa debe contener programas de promocién y divulgacién de mensajes sobre la inocuidad
de los alimentos a los vendedores, manipuladores y consumidores.
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- El programa de control y aseguramiento de la inocuidad debe incluir muestreos frecuentes de
alimentos para garantizar su inocuidad. Los resultados de los analisis deben ser realizados por
laboratorios acreditados y ser comunicados a los vendedores/manipuladores y autoridades
competentes.

4.11.5 El programa de control y aseguramiento de la inocuidad debe incluir controles diarios de
temperaturas en equipos, en alimentos y areas de almacenamiento, los cuales deben ser registrados.
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ANEXO A
A.1 Baterias sanitarias en comercios y oficinas
A.1.1 Para la dotacién de servicios sanitarios en comercios se considerara las siguientes relaciones:

e Para comercios con area de hasta 100 m? de &rea utilizable: media bateria de uso privado.

e Para comercios agrupados o no en general, mayores a 100 m? y hasta 1 000 m? de area utilizable:
media bateria de uso y acceso publico por cada 250 m? de area utilizable, distribuidos para hombre y
mujeres.

e Para comercios agrupados o no en general, mayores a 1 000 m? y menores a 5 000 m? de area
utilizable, con excepcion de las area de bodegas y parqueos, seran resueltos con baterias sanitarias
de uso y acceso publico distribuidas para hombres y mujeres, a través de la siguiente norma:

. 2 2 ope . g
- 1inodoro por cada 500 m* de area utilizable o fraccién mayor al 50 %.
- 2 lavabos por cada cinco inodoros.

- 2 urinarios por cada cinco inodoros de hombres, al que se afiadira un urinario de nifios por cada
dos de adultos.

- Una estacién de cambio de pafiales de 0,60 metros x 0,60 metros, que estara incorporada en el
area de lavabos de las baterias sanitarias de mujeres.

- Seran ubicados en cada piso, de tener varios niveles.

- Se incluirda una bateria sanitaria adicional para personas con movilidad reducida, segun lo
especificado en la NTE INEN 2293
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ANEXO B
REFRIGERACION DE LOS ALIMENTOS
B.1 La temperatura ideal de refrigeracién oscila entre 0 °C y 5 °C.

B.2 Dentro del frigorifico, debemos procurar disponer los alimentos separados unos de otros, para
que circule correctamente el aire. Dentro del frigorifico es importante que coloquemos cada alimento
fresco en una zona especifica:

o En la rejilla inferior: alimentos crudos: came, ave y pescado (separados correctamente), productos
de origen animal en descongelacién.

e En la rejilla del centro: alimentos cocinados (sobras de comida, etc.), embutidos, mayonesa,
productos en descongelacion (de origen vegetal).

e En la rejilla superior: productos lacteos (yogur, queso, natillas) y huevos.

e En la puerta: bebidas o alimentos que se consumiran en menos de 3 o 4 dias, como leche o zumos
de frutas.

e En el verdulero: verduras, hortalizas y frutas.
B.3 La conservacion es limitada, y cada alimento tiene una duracién limite en el frigorifico:

e 1 dia: pescado fresco y carne picada.
e 2a 3dias: came cocida, pescado cocido y carne cruda.

e 3 a4 dias: leche pasteurizada o leche esterilizada previamente abierta, verduras cocidas y postres
caseros.

e 4 a5 dias: verdura cruda y conservas abiertas.
e Hasta 5 dias: platos cocinados.

e 2-3 semanas: huevos.

B.4 También debemos limpiar con frecuencia el interior y tratar de no dejar mucho tiempo abierta la
puerta del frigorifico.
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ANEXO C
CONGELACION DE LOS ALIMENTOS

C.1 Para conservar por mas tiempo los alimentos crudos y cocidos, debemos almacenarlos a
temperaturas inferiores a la de refrigeracion, mediante la congelacion.

C.2 Por lo general, cuanto mas baja es la temperatura de congelacién, menor es la velocidad a la que
se reproducen las bacterias de los alimentos. La temperatura ideal para conservar alimentos
congelados es -18 °C o menos.

C.3 Para una correcta congelacién de carnes y aves, debemos sacar el producto del envase inicial,
eliminar la grasa visible y los huesos. Con el pescado, se procede a descamar, destripar, separar la
cabeza, lavar y secar.

C.4 Es conveniente envolver los productos en porciones mas pequefas (las justas para una comida).
De esta forma, no tendremos que descongelar la pieza entera si deseamos consumir una menor
cantidad. Cuantas mas pequefias sean las porciones a congelar, mejor y mas rapida sera la
congelacion.

C.5 Para envolver los productos a congelar, podemos utilizar bolsas de plastico herméticas, tratando
siempre de quitar la mayor cantidad de aire posible. También es conveniente anotar la fecha de
congelacion en la bolsa de plastico. Asi, sabremos qué productos deberemos consumir primero.

C.6 Antes de congelar verduras y hortalizas (con excepcioén de la cebolla y el ajo) debemos cocinarlas o
blanquearlas. El "blanqueado” o "escaldado” consiste en sumergir la verdura durante 2 minutos en agua
hirviendo.

C.7 Asi, logramos detener el proceso de deterioro de las verduras y eliminar bacterias. Habiendo
escurrido la verdura debemos secarla y colocarla en las bolsas herméticas, tratando de extraer todo el
aire posible antes de cerrar el envase.

C.8 Es importante tener en cuenta que no es cormrecto congelar los huevos enteros debido a que se
romperia la cascara. La mejor opcién es congelar el huevo batido, la yema batida o la clara en frascos
de cristal etiquetados con la fecha de inicio de congelacion.

C.9 Para envasar platos preparados, podemos utilizar recipientes de plastico rigido, sin grietas ni
fisuras, y aptos para congelador y microondas. Estos permiten la descongelacion y el calentamiento
posterior en el propio envase.

C.10 Es conveniente no congelar patatas ni pastas, ya que las patatas se endurecen y las pastas se
ablandan en el congelador.

C.11 Los tiempos de conservacién de los distintos alimentos son aproximadamente los siguientes:

e Pescado azul y mariscos: hasta 2 meses.

e Pescados magros o blancos: hasta 5 meses.

e Aves: 6 a9 meses.

e Hortalizas y verduras: de una temporada a la otra (12 meses).
e Cames rojas: entre 8 y 12 meses.

o Visceras de cualquier animal: hasta 6 meses.

e Huevo batido: hasta 6 meses.

e Cordero: hasta 8 meses.

e Cerdo: hasta 6 meses.

e Pany bollos: hasta 3 meses.
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C.12 Es mejor dejar un espacio de aproximadamente 2,5 cm entre la tapa y los alimentos, debido a que
éstos se expanden cuando se congelan.

C.13 No olvides dejar enfriar los alimentos antes de introducirlos en el congelador, ya que al
introducirlos calientes, puedes afectar negativamente a la temperatura de otros.

C.14 No debemos re congelar los alimentos, ya que sucesivas congelaciones, restan calidad a los
alimentos y facilitan su contaminacion.
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ANEXO D
COMO DESCONGELAR CORRECTAMENTE LOS ALIMENTOS

D.1 Podemos descongelar los alimentos en el horno microondas o en el frigorifico, nunca a temperatura
ambiente.

D.2 En el microondas: usando la opcién "defrost" o "descongelar”. No es adecuado para descongelar
trozos grandes de carne.

D.3 En el frigorifico: la descongelacién también puede comenzar la noche anterior a la preparacion.
Los alimentos congelados se deben colocar en la rejilla inferior unas horas previas a la coccién, para
que el exudado que desprenden las carnes o pescados no caiga encima de otros alimentos y los
contamine.

D.4 No es necesario descongelar las hortalizas. Podemos introducirlas congeladas al agua hirviendo, o
al aceite de fritura, siempre en pequefias porciones para no disminuir la temperatura del mismo.

D.5 Una vez descongelados, los alimentos deben cocinarse rapidamente. Si es un plato cocinado, debe
llevarse a ebullicidon por unos minutos, asi, nos aseguraremos de que desaparezca cualquier bacteria
que haya podido contaminar el producto.

D.6 Importante: nunca se debe congelar de nuevo un alimento que se ha descongelado; no es seguro
colocar los alimentos en una superficie de cocina o en el fregadero para descongelarlos a temperatura
ambiente porque asi se permite el desarrollo rapido de bacterias.
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APENDICE Z
Z.1. DOCUMENTOS NORMATIVOS A CONSULTAR

Norma Técnica Ecuatoriana NTE INEN 439 Colores, sefiales y simbolos de seguridad

Norma Técnica Ecuatoriana NTE INEN 1108 Agua potable. Requisitos

Norma Técnica Ecuatoriana NTE INEN 1134-1 Rotulado de productos alimenticios para consumo
humano. Parte 1. Requisitos

Norma Técnica Ecuatoriana NTE INEN 1134-2 Rotulado de productos alimenticios para consumo
humano. Parte 1. Requisitos

Norma Técnica Ecuatoriana NTE INEN 1134-3 Rotulado de productos alimenticios para consumo
humano. Parte 3. Requisitos para declaraciones
nutricionales y declaraciones saludables.

Norma Técnica Ecuatoriana NTE INEN 2293 Accesibilidad de las personas con discapacidad y
movilidad reducida al medio fisico. Area higiénica
sanitaria

Z.2. BASES DE ESTUDIO
Norma Boliviana NB 329033:2009. Mercado Saludable. Requisitos.

Codex Alimentarius, Cdédigo internacional de practicas recomendado - Principios generales de higiene
de los alimentos CAC/RCP 1-1969, Rev. 4 (2003).

Codex Alimentarius, directrices regionales para la formulacién de medidas de control de los alimentos
que se venden en la via publica en africa, CAC/GL 22R-1997.

Codex Alimentarius, Cédigo de préacticas de higiene para la elaboracion y expendio de alimentos en la
via publica (Norma regional - América Latina y el Caribe) CAC/RCP 43-1995.

Registro Oficial 696 (4 noviembre, 2002) Reglamento de Buenas Practicas de Manufactura No. 3253.
Ministerio de Salud Publica, Asociaciéon de Municipalidades del Ecuador y Organizacion
Panamericana de la Salud, Guia para el establecimiento y certificacién de mercados saludables en el

Ecuador, versién por validar localmente, Mayo 2011.

MINTUR, Manual de Buenas Préacticas de Manipulacion de Alimentos para Restaurantes y Servicios
afines, Lima-Pert 2008.

Sociedad Espariola de Nutricion Comunitaria SENC, Guia de alimentacion saludable, Madrid 2004.
Distrito Metropolitano de Quito, Ordenanza Metropolitana N° 0172 que establece el Régimen

Administrativo del Suelo en el distrito metropolitano de Quito: Derogatoria de las Ordenanzas
Metropolitanas Nos 3746, 0031 y 255, Quito 30 de diciembre de 2011.
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INSTITUTO NACIONAL DE PESCA-INP
MINISTERIO DE AMBIENTE ECUADOR-MAE
MINISTERIO DE AMBIENTE ECUADOR-MAE
ASOCIACION DE MUNICIPALIDADES DEL
ECUADOR-AME

ORGANIZACION PANAMERICANA DE LA
SALUD-OPS

INSTITUTO ECUATORIANO DE
NORMALIZACION-INEN

Otros tramites:

La Subsecretaria de la Calidad del Ministerio de Industrias y Productividad aprobé este proyecto de norma

Oficializada como: Voluntaria

Registro Oficial No. 934 de 2013-04-16

Por Resolucion No. 13035 de 2013-03-13
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Instituto Ecuatoriano de Normalizacién, INEN - Baquerizo Moreno E8-29 y Av. 6 de Diciembre
Casilla 17-01-3999 - Telfs: (593 2)2 501886 al 2 501891 - Fax: (693 2) 2 567815
Direccién General: E-Mail:direccion@inen.gob.ec
Area Técnica de Normalizaci6n: E-Mail:normalizacion@inen.gob.ec
Area Técnica de Certificacién: E-Mail:certificacion@inen.gob.ec
Area Técnica de Verificacién: E-Mail:verificacion@inen.gob.ec
Area Técnica de Servicios Tecnolégicos: E-Mail:inenlaboratorios@inen.gob.ec
Regional Guay E-Mail:inenguayas@inen.gob.ec
Regional Azuay: E-Mail:inencuenca@inen.gob.ec
Regional Chimborazo: E-Mail:inenriobamba@inen.gob.ec
URL:www.inen.gob.ec
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