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Resumen
En la actualidad la industria de alimentos ha implementado técnicas y procesos
que ayudan a conseguir productos inocuos que duren mas tiempo sin
deteriorarse, pero existe técnicas como la pasteurizacion que pueden alterar las
caracteristicas nutricionales, principalmente el contenido de acido ascérbico. En
la investigacion se determiné la estabilidad de la vitamina C en un jugo de
guanabana (Anona muricata) y kiwi (Actinidia deliciosa) con la finalidad de
seleccionar un tratamiento térmico que reduzca la pérdida de vitamina C en el
proceso de pasteurizacién. La metodologia aplicada en la investigaciéon fue de
tipo experimental, donde se propusieron nueve tratamientos térmicos 60 °C (15,
20, 30 min), 63 °C (15, 20, 30 min) y 65 °C (15, 20, 30 min). Se determiné el
contenido de vitamina C por el método cuantitativo yodometria AOAC 967.21, el
T5 M2 (63 °C / 20 min) tuvo mayor concentracién de vitamina C, con un resultado
de 0.333 mg / ml, posteriormente, la muestra fue sometida a un analisis fisico-
quimico (Acidez titulable, pH y grados °brix) y microbiolégico establecidos en la
norma INEN 2337:2008 donde se determiné que el tratamiento con mayor
concentracion de vitamina C se encuentra dentro del rango permisible para el
consumo, en conclusién el T5 M2 fue el mejor con respecto al contenido de
vitamina C, los resultados del andlisis fisico-quimico y microbiol6gicos fueron

favorables luego del tratamiento de pasteurizacion.

Palabras clave: Bebida, pasteurizacion, sensibilidad, tratamiento, vitamina C.
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Abstract

Nowadays, the food industry has implemented techniques and processes that
help to get safe products that last longer without deteriorating, but there are
techniques such as pasteurization that can alter the nutritional characteristics,
mainly the ascorbic acid content. In this study, the stability of vitamin C in soursop
(Anona muricata) and kiwifruit (Actinidia deliciosa) juice was determined in order to
determine a heat treatment that would reduce the loss of vitamin C in the
pasteurization process. The methodology applied in the research was experimental,
where nine heat treatments were proposed: 60 °C (15, 20, 30 min), 63 °C (15, 20,
30 min) and 65 °C (15, 20, 30 min). The vitamin C content was determined by the
quantitative method iodometry AOAC 967.21, the T5 M2 (63 °C / 20 min) had the
highest concentration of vitamin C, with a result of 0. 333 mg / ml. Afterwards, the
sample was analyzed physico-chemically (titratable acidity, pH and degrees obrix)
and microbiologically according to INEN 2337:2008, where it was determined that
the treatment with the highest concentration of vitamin C was within the permissible
range for consumption. In short, T5 M2 was the best in terms of vitamin C content;
the results of the physico-chemical and microbiological analysis were favorable after

pasteurization treatment.

Key words: Beverage, pasteurization, sensibility, treatment, vitamin C.
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1. Introduccidn
1.1 Antecedentes del problema

La produccion nacional de kiwi y guanabana en los ultimos afos se ha
incrementado, cuenta con acogida en mercados extranjeros debido a las
propiedades nutricionales y antioxidantes que presentan estas frutas, sin
embargo, no se les ha anadido un valor agregado. Ambas frutas dentro de su
composicién cuentan con propiedades antioxidantes que pueden ayudar a
ralentizar el envejecimiento celular producido por los radicales libres, el
envejecimiento prematuro en las personas se puede dar por el estrés, falta de
actividad fisica, mala alimentacién, falta de descanso y exposicion prolongada al
sol, conllevan al deterioro de las células produciendo envejecimiento acelerado
del organismo (Carvajal, 2019).

La oxidacién celular es un proceso metabdlico normal en los organismos
vivos se desarrollan en condiciones aerobias. Los oxidantes naturales se dividen
en dos, el 20 % del aire en la respiracién es oxigeno que permite el correcto
funcionamiento de las células en nuestro cuerpo, una parte del oxigeno que entra
se transforma en una especie reactiva oxidativa y el otro oxidante natural son las
especies reactivas del nitrégeno. El aumento de los radicales libres producidos
por ambos oxidantes pueden provocar en organismos vivos un proceso de
homeostasis 0 muerte celular y producir enfermedades neurodegenerativas, el
cancer y diabetes tipo 2 entre otros (Sanchez y Méndez, 2017).

Para evitar el envejecimiento prematuro del organismo es necesario

consumir alimentos que en su composicion cuenten con antioxidantes como la
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vitamina C (4cido ascérbico) en las personas cumple la funcion de agente
antioxidante esta presente en varias frutas citricas, verduras y alimentos
procesados fortificados. El &cido ascérbico, junto con el glutatién, conforman un
grupo de agentes reductores capaces de donar electrones a especies oxidadas
como los radicales libres y los lipoperoxidos, neutralizando de esta manera el
potencial oxidativo.

Las industrias dedicadas a la elaboracion de bebidas frutales utilizan la
pasteurizacion para bajar la carga microbioldégica de organismos que puedan
afectar la salud del consumidor y alargar el tiempo de vida util inhibiendo la
accion de enzimas y microorganismos que se encargan de descomponer los
alimentos, por otro lado, la pasteurizacion afecta directamente el contenido
nutricional de las bebidas frutales bajando su capacidad antioxidante por la
pérdida de vitaminas debido a la termolabilidad que presentan, afectando la
composicion nutricional del producto terminado (Benitez, 2017).

1.2 Planteamiento y formulacion del problema
1.2.1. Planteamiento del problema.

Nieto, Chanin y Tamborrel (2017) mencionan que la demanda a nivel mundial
de alimentos procesados va en aumento debido a la creciente poblacion mundial.
Las industrias de alimentos han tenido que aumentar su produccién, adquiriendo
un gran compromiso con la poblacién, fabricando productos que no afecten la
salud de los consumidores. Para lograrlo, se requiere la aplicacion de diferentes
técnicas y tratamientos en los alimentos durante los distintos procesos

industriales. Los tratamientos térmicos son los mas empleados en las industrias
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porque que sirven para eliminar microorganismos e inactivar enzimas, alargando
el tiempo de vida util de los alimentos y cuidando la salud del consumidor.

El valor nutricional de los alimentos procesados y semi procesados que
pasan por un tratamiento térmico sufren perdidas en el contenido nutricional
debido a la termolabilidad de los nutrientes (Contreras, 2019). La pasteurizacion
en jugos puede eliminar gran cantidad de vitamina C perdiendo ademas la
actividad antioxidante.

Segun estudios realizados por Villareal y Mejia (2016), se demostr6é que la
perdida de la vitamina C por el metodo de pasteurizacién en una bebida frutal
puede ser de hasta un 80 %.

1.2.2. Formulacion del problema.

¢, Cudl es la temperatura y tiempo de pasteurizacion que permita una mayor
retencion de vitamina C en una bebida de guandbana (Annona muricata) y kiwi
(Actinidia deliciosa)?

1.3 Justificacion de la investigacion

Este proyecto esta disefiado con el objetivo de analizar diferentes
parametros de pasteurizacion para evaluar cual retiene mayor cantidad de
vitamina C, sin alterar sus caracteristicas sensoriales en una bebida de
guanabana (Annona muricata) y kiwi (Actinidia deliciosa). Es necesario encontrar
un equilibrio en la aplicacién de tratamientos térmicos para eliminar agentes
microbiolégicos y conservar las caracteristicas nutricionales dentro de la bebida,

reteniendo componentes nutricionales como la vitamina C (Tenisi, 2017).
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La produccién de frutas tropicales en el Ecuador, tales como la guanabana
(Annona muricata) y kiwi (Actinidia deliciosa) es principalmente para la
exportacién. En la composicion nutricional de estas dos frutas, destaca el
contenido de vitamina C. Por otro lado, la pérdida de la materia prima por falta
de herramientas para la cosecha y transporte son elevadas. Se propone
aprovechar las propiedades nutricionales del kiwi y guanabana para el consumo
en mercado nacional, mediante el desarrollo de una bebida que sea alta en
antioxidantes y mantenga la mayor cantidad de vitamina C posible luego de la
aplicacién de pasteurizacion.

1.4 Delimitacion de la investigacion
e Espacio: La presente investigacion se realiz6 en la Provincia del Guayas,
Canton Guayaquil, Parroquia Ximena, en la Universidad Agraria del
Ecuador.

e Tiempo: La investigacién se realizé en un periodo de 12 meses.

e Poblacion: Este proyecto se encontré dirigido a la poblacién en general.
1.5 Objetivo general

Evaluar la estabilidad de la vitamina C en un jugo de guanabana (Annona
muricata) y Kiwi (Actinidia deliciosa) aplicando diferentes tratamientos térmicos
(Pasteurizacién LTLT).

1.6 Objetivos especificos

e Desarrollo de una bebida de guanabana con kiwi y someterla a 3 distintas

condiciones de pasteurizaciéon (tiempo y temperatura) realizando el

analisis sensorial de los 3 tratamientos.



20

¢ Identificar mediante el método de titulacion yodomeétrico la muestra con
mayor concentracion de vitamina C en la bebida.

e Determinar las caracteristicas fisico-quimicas (pH, acidez titulable, grados
Pbrix) de la muestra con mayor contenido de vitamina C.

o Realizar el andlisis microbiologico establecido en la norma INEN 2
337:2008 a la muestra con mayor contenido de vitamina C.

1.7 Hipétesis
Los parametros térmicos planteados afectaran la concentracién de vitamina C

en el jugo de guandbana (Annona muricata) y kiwi (Actinidia deliciosa).
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2. Marco teérico
2.1 Estado del arte

Robles (2016) en su investigacion, observo que el tratamiento de pasteurizacion
por calor puede inferir la estabilidad de la vitamina C. Tiempo y temperatura a la
que se expone el jugo de Oca (Oxalis tuberosa). La investigacion dio como
resultado una concentracién de acido ascorbico superior a 44.02 mg/ 100 mL a 85
°C durante 6 minutos. En cuanto a la capacidad antioxidante de las bebidas, no se
encontraron diferencias significativas, con cambios en la temperatura de
pasteurizacion resultando en 683.04 pmol Trolox/ 100 mL a 75 °C durante 12
minutos.

Jijon (2017) determind que la exposicion del acido ascérbico a altas temperaturas
produce cambios debido a la resistencia al calor de la vitamina C. En su estudio, se
analizd el contenido de vitamina C en bebidas de pifia (Anonas comus) y soja
(Glycine max) por el método HPLC, y los resultados de la investigacion se
compararon por métodos estadisticos, demostrando que la cantidad de sélidos
solubles no permite alcanzar la temperatura de pasteurizacion establecida, el
contenido de vitamina C no es inferior al IDR, a pesar de que, utilizando una
temperatura de pasteurizacion de 89 °C, hubo poca variacion se puede concluir que
el factor principal es la cantidad de solidos solubles.

Cabenilla (2020) mencioné que existe una estrecha relacion entre el acido
ascérbico y el calor, el cual se considera un parametro de calidad clave debido a la
resistencia al calor del acido ascoérbico, para representar el modelo cinético de

primer orden descrito en el cual se describe la relacidén entre el calor y la presencia
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de vitamina C, en el estudio de la degradacién cinética, la dependencia de la
temperatura de la relacién degradacién es evidente.

Angulo (2021) analizdé varios pardmetros térmicos de pasteurizacion, para
determinar cual permite tener mayor estabilidad de acido ascérbico en muestras de
jugo de guayaba (Psidium guajava) y soja (Glycine max), los resultados fueron
analizados por un analisis de varianza (ANOVA). El tratamiento con mejores
resultados fue el T9 (60 % soya y 40 % guayaba; (90 °C / durante 2 min) con un
contenido de 6.07 mg/ L, tuvo una mayor aceptaciéon por parte del panel sensorial
no entrenado. El andlisis microbiol6gico en el T9 bajo la especificacion de la norma
INEN 3028 determiné la ausencia de colonias de microorganismos <10 UFC / g.

Borras (2020) mencion6é que la aplicacion de la pasteurizaciéon no logro el
propésito de la inactivacion de los microorganismos en los zumos de naranja. El
parametro con mayor contenido de vitamina C fue el de 83 °C durante 53.8 seg
obteniendo una concentraciéon de vitamina C de 54.62 mg/ 100 mL., la variacién
que pudo afectar el resultado puede ser una posible contaminacién cruzada en el
momento de tomar las muestras o una mala aplicacion de la técnica de

pasteurizacion debido a posibles variaciones de temperatura.
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2.2 Bases teoricas

2.2.1. Tratamientos térmicos en bebidas.

2.2.1.1. Pasteurizacion.

La pasteurizacion es un método térmico descubierto por el cientifico francés
Louis Pasteur. En honor a su descubridor, el método térmico adopto el nombre de
pasteurizacion. Es un método muy utilizado en la industria alimentaria en la
actualidad para alargar la vida util de los alimentos. El objetivo principal de este
método es reducir los agentes microbianos y enzimas, la investigacion y el
desarrollo de esta tecnologia ha permitido mejorar la conservacion del apartado
organoléptica y nutricional de los alimentos procesados y semielaborados, aunque
actualmente es un tema de discusion debido a la resistencia al calor de las
vitaminas (Arena, 2017).

2.2.1.2. Proceso de pasteurizacion.

Pupiales (2021) indica que la pasteurizaciéon es un proceso donde se involucra
el calor durante un tiempo predefinido y se dirige principalmente a los alimentos,
con el objetivo de disminuir la poblacién de agentes microbiol6gicos o inhibir
enzimas que alteran las caracteristicas organolépticas en los alimentos, las
temperaturas empleadas son por debajo de temperatura de ebullicion del agua, se
aplica estas temperaturas para no alterar tanto las caracteristicas nutricionales de
los alimentos y ofrecer al consumidor un producto de calidad libre de agentes que
puedan comprometer su salud y que un tiempo de vida util extendido para el

aprovechamiento del alimento.
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2.2.1.3. Aplicacion.

Segun Ledn (2018), la pasteurizacién se aplica ampliamente en las industrias
alimentaria principalmente en la industria de bebidas y lacteos. Los beneficios que
brinda este tratamiento térmico a estos sectores de produccion son lo que les
permite elaborar productos que no perezcan rapidamente y de esta forma poder
llegar a otros mercados donde se requiere mucho tiempo de transportacién. A
diferencia de la esterilizacién la pasteurizacion elimina parcialmente la presencia
de microorganismos, existen microorganismos terméfilos que son capaces tolerar
temperaturas elevadas de pasteurizacion por lo que las industrias obtén combinar
la pasteurizacidbn y esterilizacibn para asegurar que las esporas de
microorganismos patégenos sean eliminadas por completo.

2.2.1.4. Tipo de pasteurizacion aplicada en la investigacion.

2.2.1.4.1. Pasteurizacion LTLT.

El proceso industrial consiste en elevar la temperatura de grandes volimenes de
alimentos en recipientes o marmitas a 63 °C durante 30 minutos, para luego dejar
enfriar lentamente hasta llegar a la temperatura requerida, pasteurizacion a altas
temperaturas durante un breve periodo (Luruefa, 2020). Baja temperatura en un
tiempo largo (LTLT: low temperatura-long time): para este caso, seria mantener el
producto a 63° C durante 30 minutos, de manera que se consiga destruir
microorganismos patégenos sin que la temperatura empleada afecte las
caracteristicas nutricionales. El sistema de pasteurizacién elegido, condicionara el

equipamiento necesario para aplicarlo.
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El sistema LTLT se puede plantear en procesos por cargas o discontinuos, para
productos liquidos (que se calientan por conveccién) a granel (en marmitas) o
envasados; y el sistema HTST solo tiene sentido para productos liquidos en
procesos continuos, empleando equipos de intercambio térmico de suficiente
eficiencia para que la homogeneidad del tratamiento sea la conveniente pese a que
el tiempo es corto.

2.2.1.4.2. Pasterizacion LTLT por el método de bario Maria.

Hablamos de pasteurizacién artesanal cuando en el proceso se prioriza la mano
de obra sobre la mecanica. Con limitados recursos se puede realizar la
pasteurizacion tradicional, incluso prescindiendo de la electricidad y el empleo de
embalajes. Solo requerimos de una olla y de un termdémetro. El proceso se basa en
calentar el fluido a fuego directo bajo movimiento constante o en bafo Maria,
cuidando que se eleve la temperatura del fluido a 65 °C y manteniendo esta
temperatura por 30 minutos, a este procedimiento se le denomina también
“pasteurizacion lenta”, y fue desarrollado para pasteurizar leche de cabra, sin
afectar sus delicadas caracteristicas (Ministerio de agricultura de Peru, 2009).

Se realizara el tratamiento de pasteurizacién de forma artesanal, en una olla
pequena de acero inoxidable se llenara con el zumo de guanabana y kiwi en otra
olla de acero inoxidable mas grande se llena un cuarto de la olla con agua,
posteriormente se introduce la olla pequena en la grande y se la pone en la estufa
donde alcanzara la temperatura deseada, se controlara la temperatura con un

termdémetro y se regulara la temperatura adicionando mas agua.
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2.2.2. Vitamina C.

2.2.2.1. Generalidades de la vitamina C.

La vitamina C, conocida como acido ascorbico, es un nutriente hidrosoluble que
se encuentra en ciertos alimentos como frutas citricas. En el cuerpo humano, su
funcion es antioxidante, al ayudar a proteger las células contra los danos causados
por los radicales libres. Los radicales libres son compuestos que se forman cuando
el cuerpo convierte los alimentos que consumimos en energia. Las personas
también estan expuestas a los radicales libres presentes en el ambiente por el
humo del cigarrillo, la contaminacion del aire y la radiacién solar ultravioleta.

Ademas, el cuerpo necesita acido ascorbico para metabolizar colageno, una
proteina necesaria para la cicatrizacion de las heridas. La vitamina C también
mejora la absorcion del hierro presente en los alimentos de origen vegetal y
contribuye al buen funcionamiento del sistema inmunol6gico para proteger al
cuerpo contra las enfermedades (National Institutes of health, 2019).

2.2.2.2. Estructura quimica de la vitamina C.

El &cido ascérbico es una lactona de un azucar acido derivado del acido gluénico
que se metaboliza a partir de la glucosa (Ver Anexo 2, Figura 3). Desde el punto de
vista biogquimico, la vitamina C o acido L-ascorbico es un polvo cristalino, blanco e
inodoro, muy soluble en agua y relativamente insoluble en disolventes organicos.
En estado seco y protegido de la luz es estable durante periodos de tiempo muy
prolongados. La mayor parte de los mamiferos y de las plantas sintetizan vitamina
C de forma endogena a partir de la glucosa y de la galactosa. Sin embargo, los

seres humanos carecen de esta capacidad. No disponemos, al igual que sucede
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con algunos animales como los primates, la cobaya, los murciélagos frugivoros de
la India, el caballo, determinadas especies de peces, algunos insectos y otros
invertebrados, de una enzima denominada gulonolactonaoxidasa implicada en la
sintesis del acido ascérbico, la estructura quimica del precursor mencionado es
compleja (Valdés, 2016).

2.2.2.3. Importancia de la vitamina C.

Segun Villagran (2019), el consumo de esta vitamina esta ligada a mdultiples
beneficios a la salud, la funcion principal del acido ascérbico es inhibir los radicales
libres que producen el envejecimiento. Se recomienda un consumo diario
recomendada (IDR) de entre 90 mg/dia a 75 mg/dia, aunque puede variar la
cantidad necesaria de acido ascorbico dependiendo del sexo y la edad, las
principales fuentes de vitamina C para el consumo humano son las frutas y
vegetales, en general frutas citricas representan un 44 % de su ingesta, las
verduras constituyen un 33,8 %, el resto en productos derivados de lacteos 12,5 %
para completar el indice diario recomendado.

2.2.2.4. Antioxidantes.

Los antioxidantes ayudan al cuerpo humano a disminuir la oxidacion celular, los
radicales libre que deterioran las células vivas son las causantes del envejecimiento
y el aumento o disminucion de radicales libres dependera de las problematicas a
las que se enfrenta el organismo humano en su vida cotidiana (Coronado, 2015).

Los antioxidantes son compuestos quimicos que el cuerpo humano utiliza para
eliminar radicales libres, que son sustancias quimicas muy reactivas que introducen

oxigeno en las células y producen la oxidacién de sus diferentes partes,
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alteraciones en el ADN y cambios diversos que aceleran el envejecimiento del
cuerpo. Lo anterior se debe a que el oxigeno, aunque es imprescindible para la
vida, es también un elemento quimico muy reactivo. El propio cuerpo genera
radicales libres para su propio uso (control de musculatura, eliminacion de
bacterias, regulacion de la actividad de los érganos, etc.), pero al mismo tiempo
genera antioxidantes para eliminar los radicales libres sobrantes, ya que estas
sustancias son muy agresivas.

2.2.2.5. Actividad antioxidante de la vitamina C.

La vitamina C actia como antioxidante y agente reductor. Interviene
proporcionando electrones a compuestos tanto en el interior de la célula como en
el exterior. Asi, puede actuar fuera de la célula, conjuntamente con la vitamina E,
en la prevencion de la oxidacién lipidica. Es de esta forma que actua frente la
oxidacién de las LDL, punto donde se inicia la lesion aterosclerética. También
puede actuar en la prevencion del dano oxidativo sobre el ADN, cuya oxidacion
estaria relacionada con ciertos tipos de cancer y envejecimiento (Vilaplana, 2017).

2.2.2.6. Cinética de degradacion de la vitamina C.

El acido ascérbico es el mas inestable de todas las vitaminas, pues se degrada
por oxidacién muy facilmente. La pérdida de nutriente esta ligada en funcion
dependiente de la temperatura del tratamiento térmico, la degradacion de la
vitamina C, se ha detectado que mantiene una cinética de primer orden en los
sistemas alimentarios. Por el contrario, con frecuencia se ha encontrado la
degradacion de acido ascérbico en los sistemas modelo que sigue una cinética de

pseudo-primer orden. Parece que la presencia de productos de degradacién
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modifica la cinética de degradacion de &cido ascérbico y, por lo tanto, su
concentracion inicial va a influir en su velocidad de degradacién la cual se puede
identificar empleando una ecuacion de Arrhenius (Ordofiez, 2013 ).

Yoshioka (2012) menciona que la cinética de degradacion térmica de la vitamina
C se calcula Donde, C es la concentraciéon de vitamina C; k es la velocidad
constante de primer orden (min-1); t es el tiempo de escaldado (min); Ea es la
energia de activacion en kcal/mol; R es la constante de los gases (1.987 cal/mol °
K); T es la temperatura absoluta en © K; A es la preexponencial constante (min-1);
Q10 es el cambio de la constante de velocidad de una reaccion al aumentar la
temperatura 10 °C; t0.5 es el tiempo requerido para reducir el 50 % de la
concentracion original de vitamina C; D es la reduccién decimal en min. Z es la
constante de resistencia térmica en °C, para hallar los parametros cinéticos y la
ecuacion de Arrhenius (Ver Anexo 2, Figura 3).

2.2.2.7. Energia de activacion.

Cortez (2015) define que la energia necesaria para que los reactivos formen el
complejo activado se le llama energia de activacion, Ea, y representa la barrera de
energia que han de salvar las moléculas para que tenga lugar la reaccién. En los
choques moleculares, parte de la energia cinética puede convertirse en energia
potencial. La energia de activacion de la reaccién directa es la cantidad de energia
libre que debe anadirse para ir del nivel de energia de los reactivos al nivel de
energia del estado de transicién. Para el célculo de energia de activacién se utilizé

la ecuacién de Arrhenius, relacionando la ecuacion de la recta con la expresién
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lineal de dicha ecuacién (Ver Anexo 2, Figura 4), los términos de la ecuacion
anterior relacionando con la ecuacion de la recta (Ver Anexo 2, Figura 5).

2.1.2.8. Estabilidad térmica de la vitamina C.

La vitamina C en procesos industriales se utiliza como un indicador de la calidad
nutricional, debido a que es sensible a la degradacion durante el procesamiento y
el posterior almacenamiento. Factores como la temperatura, el oxigeno, la luz, los
cambios de pH y los iones metalicos pueden degradar este micronutriente durante
el procesamiento de los alimentos, La diminucién de la concentracion de la vitamina
C probablemente se debe a la capacidad de esta molécula de ser un eliminador
eficaz de radicales que se producen durante el estrés oxidativo.

El uso de la vitamina C para mantener la estabilidad interna, desencadenando
reacciones quimicas que oxidan la molécula a la forma de hidroascérbico (DHAA),
hidrélisis del DHAA al acido 2,3-dicetogulonico y la generacién por polimerizacion
de productos inactivos nutricionalmente unido a la temperatura, el oxigeno es otro
factor decisivo en la degradacion de este compuesto bioactivo. Otro aspecto que
pudo influir de la pérdida de vitamina C durante los tratamientos de coccién puede
ser consecuencia de la baja concentracibn de otros antioxidantes como los
carotenoides, compuestos fendlicos, y tocoferol, ya que estos compuestos pueden
actuar directa o indirectamente en la oxidacién de la vitamina C.

2.2.3. Métodos para determinar vitamina C.

2.2.3.1. Metodo yodometrico.

El método de yodométrico para identificar vitamina C se basa en la reaccién que

produce el yodo al tener contacto con el almidén y como la vitamina C interfiere en
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la reaccion (Ver Anexo 2, Figura 6). En ausencia de vitamina C el yodo reacciona
con el almidén tornando un compuesto azul escuro, lo que indica la ausencia de
vitamina C, cuando si se encuentra la vitamina C el yodo es reducido a iones de

yoduro y el acido ascérbico a acido dehidroascorbato (Campos, 2020).

2.2.3.2. Fundamentos del método yodomeétrico.

La yodometria es un tipo particular de volumetria redox. A su vez, la volumetria
redox es una técnica que se basa en la reaccién rapida y cuantitativa entre un
agente oxidante y un agente reductor, pudiendo ser cualquiera de los dos el analito
y cualquiera el titulante (Canterbury, 2020).

2.2.3.4. Reaccion de Ia titulacion.

Chemistry (2018) indica que la yodometria se basa en una reaccién quimica
rapida que transcurre de manera cuantitativa. Esto quiere decir que la reaccion
progresa hasta completarse, consumiendo completamente todo el reactivo
limitante, lo que permite lleva a cabo calculos estequiométricos exactos. En el caso
del presente experimento, el agente oxidante es el yodo, el cual se encuentra en la
disolucion en forma de triyoduro, como se mencioné anteriormente, la
semirreaccion de reduccion del yodo (Ver Anexo 2, Figura 8).

Por su parte, el analito es el acido ascorbico, el cual se oxida a acido
dehidroascérbico por medio de la oxidacion de dos de sus grupos hidroxilo y
liberando dos electrones y dos protones, como se muestra a continuacién (Ver
Anexo 2, Figura 8), entonces, la reaccion global de la titulacion (Ver Anexo 2, Figura

9).
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2.2.3.5. Fundamento del indicador.

Como en toda titulacién, se debe tener alguna forma de detectar el punto final de
la misma. Para esto, se suelen utilizar indicadores, los cuales son sustancias
guimicas que reaccionan con el exceso de titulante o que sufren algun otro cambio
observable al alcanzar el punto de equivalencia. En el caso de las yodometria, el
indicador consiste en una disolucién de almidéon. Este compuesto forma un
complejo con los iones triyoduro que posee un color azul oscuro muy intenso, casi
negro (Ikewuchi, 2019).

Durante la titulacion, el triyoduro agregado desde la bureta reacciona con el
analito transformandose en yoduro, evitando asi la formacién del complejo
coloreado con el almidén. Sin embargo, al alcanzar el punto de equivalencia y
consumir todo el 4cido ascorbico presente, la siguiente gota de titulante tendra un
exceso de triyoduro que no se reducira a yoduro, por lo que inmediatamente se
formara el complejo negro dando un cambio de color dramatico a la disolucién.

2.2.3. Kiwi (Actinidia deliciosa).

2.2.3.1. Generalidades.

Garcia (2018) indica que el kiwi es originario de China, dbonde crece
espontdneamente. Fueron los neozelandeses en 1906 quienes comenzaron a
cultivarlo y comercializarlo. En 1910 se obtuvieron las primeras cosechas del kiwi
originario de China, el nombre kiwi se adopt6 en esta fruta debido a su similitud con
el ave Apteryx australis. En 1970 el cultivo de esta fruta se extendi6 en zonas
templadas que favorecieron el crecimiento. La demanda de esta fruta aumento

debido a su capacidad de conservacion.
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Segun Alvarez, Bedolla y Uribe (2017), el kiwi tiene una forma ovalada de color
marrdn, cubierta de pelos finos, la pulpa tiene muchas semillas y tiene un color
verde, regularmente pesa aproximadamente 74 g y proporciona a la dieta diaria 45
kcal, también se considera un fruto alergénico.

2.2.3.2. Produccion de kiwi en Ecuador.

Rodriguez (2020) menciona que el Ecuador es uno de los paises con mayor
cantidad de frutas exoéticas en el mundo, entre los cuales se encuentra el kiwi. En
los ultimos afos el pais ha seguido las tendencias globales de produccién vy
comercializacién entendiendo que una de las principales opciones de crecimiento
son la productividad y competitividad de nuestra produccién nacional, esto ayudara
a introducir nuestros productos en mercados internacionales, por lo tanto, se ha
optado en la produccién y comercializacién de productos no tradicionales como el
kiwi lo que se traduce en un futuro aumento de la produccién nacional de este fruto
para la exportacion y agroindustria, segun datos del banco central del Ecuador el
consumo de zumo de kiwi en Ecuador en el 2011 fue de 1.993 toneladas comparado
con cifras del 2018 el consumo nacional crecié un 33% 2.650 toneladas (Roman,
2012).

2.2.3.3. Zonas de produccion del kiwi.

lbarra (2019) describe que la produccién de kiwi se da principalmente en la
region Sierra del Ecuador, especificamente al noroccidente en la provincia de
Pichincha y también al norte de Esmeraldas desde estas zonas se distribuye para
el consumo nacional. El kiwi crece con mejores atributos en zonas frias, por eso se

destaca la produccién en la regidén Sierra del pais.
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2.2.3.4. Taxonomia del kiwi.

Cérdenas (2020) indica que la Actina deliciosa es perteneciente al conjunto de
la familia Actinidaceae y se clasifica (Ver Anexo 1, Tabla 2).

2.2.3.5. Caracteristicas nutricionales del kiwi.

Segun Mendoza (2017), el kiwi es reconocido a nivel nutricional, principalmente
por su alto contenido de vitamina C, E y fibra. En su composiciéon también cuenta
con otros nutrientes esenciales en la dieta humana como el fésforo, magnesio y
cobre.

Lépez (2016) menciona que el kiwi no contiene mayor cantidad de calorias ya
que 100 g proporcionan solo el 3 % de una dieta media de 2.000 kcal, sin embargo,
es destacable el elevado contenido en vitamina C, ya que 100 g de la variedad
verde permiten cubrir algo mas del 150 % de las recomendaciones de vitamina C
de un adulto de 20 a 40 afos, y mas del 260 % en el caso del kiwi amarillo (Ver
Anexo 2, Figura 3).

2.2.4. Guanabana (Annona muricata).

2.2.4.1. Generalidades.

La guanabana (Annona muricata) es una planta que tiene un aproximado de 8 a
10 m de altura, con hojas tipo ovaladas de 3 a 5 cm de ancho, con yemas axilares,
la raiz es pivotante con una ramificaciéon fuerte, las flores son hermafroditas, se
encuentran en el tallo y en las axilas. El fruto puede tener una longitud de hasta 30
cm 0 mas, con un peso aproximado de 4 a 5 kg, tiene cascara de color verde oscuro,

es jugosa y suave, cada fruto tiene alrededor de 200 semillas o0 mas, su pulpa tiene
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un 80 % de agua, 1 % de proteina, 14 % a 18 % hidratos de carbono, 24.05 %
azucares no reductores y vitamina B1, B2 Y C (Defaz, 2019).

2.2.4.2. Produccion de guanabana en Ecuador.

Trivifo (2018) menciona que en Ecuador la guanabana se considera un fruto
exotico que cada vez tiene mayor presencia dentro del mercado interno. En
Sudameérica, Ecuador ocupa el tercer puesto de producciéon de guanabana de la
regidon, esta fruta con mayor presencia en las costas ecuatorianas se vuelve
atractiva ante los mercados extranjero debido a su precio, ademas de calidad
nutricional, se estima que en el 2016 existian cerca 250 ha de guanabana

sembradas, entre cultivos tecnificados y aislados (Tiscama, 2021).

2.2.4.3. Zona de produccion de la guanabana.

Villagran (2016) indica que los puntos de produccion de guanabana en el pais
se ubican en la provincia de Santa Elena, Esmeraldas, Imbabura, Pastaza y Guayas
donde se encuentran producciones totalmente tecnificadas. También existen mas
zonas de producciéon como el sur de Manabi y zonas rurales de Santo Domingo,
donde los campesinos del lugar se dedican al cultivo y cosecha de esta fruta de
forma organica, dichas zonas de producciéon son 6ptimas por su clima lo cual
cumple las condiciones para el crecimiento de la guanabana, se considera que la
guandbana es una materia prima con mucho potencial de exportacion, se encuentra

como fruta exdtica y su precio es atractivo en mercados extranjeros.
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2.2.4.4. Morfologia de la guanabana.

La guanabana pertenece a la familia de las Anonaceas, y se caracterizan por ser
plantas lefiosas de hojas enteras, sin estipulas, de flores hermafroditas y frutos por
lo general en baya, frecuentemente reunidas formando frutos colectivos de los que
forma parte el eje floral carnoso (Sephu, 2010). El arbol de guanabana es tropical
siempre verde, pertenece a la familia de las Annonaceae y desarrolla frutos entre
0.9 y 10 kg. Estos tienen una epidermis con protuberancia de los carpelos y pulpa
fibrosa, por lo general con mas de 100 semillas de 1 a 2 cm de longitud, (Ver Anexo
1, Tabla 3).

2.2.4.5. Caracteristicas nutricionales de la guanabana.

La guanabana tiene grandes cantidades de carbohidratos y acido ascérbico,
constituye un 70 % de pulpa por lo que el rendimiento de pulpa es alto, en su
composicion esta la presencia de alcaloides (muricina, muricinina, N-metilcoridina,
N-metilcorituberina) flavonoides y acetogeninas, se considera de fermentacion
rapida aproximadamente entre 6 a 8 dias después de su cosecha (Armijo, 2020).
Ramos (2020) indica que la guanabana tiene una cantidad elevada de vitamina C
y acido malico lo que otorga un sabor acido, también tiene una alta cantidad de
sélidos solubles, alrededor de 17 °Brix, lo que balancea el sabor acido y dulce.

2.3 Marco legal
El presente proyecto investigativo se basara bajo la norma ecuatoriana INEN 2

337:2008.



Tabla 1. Requisitos microbiolégicos Norma INEN 2 337:2008

n m M c Método de
ensayo

Coliformes NMP/cm3 3 <3 - 0 NTE INEN

1529-6
Coliformes fecales NMP/cm3 3 <3 - 0 NTE INEN

1529-5
Recuento estandar en placa REP 3 <10 1 1 NTE INEN
UFC/cm3 0 1529-5
Recuento de mohos y levaduras 3 <10 1 1 NTE INEN
UP/cm3 0 1529-10

Requisitos que debe cumplir los parametros microbioldgicos.
INEN, 2008

Requisitos especificos para los jugos y pulpas concentradas
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e El jugo concentrado puede ser turbio, claro o clarificado y debe tener las

caracteristicas sensoriales propias de la fruta de la cual procede.

e La pulpa concentrada debe tener las caracteristicas sensoriales propias de

la fruta de la cual procede.

e Eljugo y pulpa concentrado, con azucar o no, debe estar exento de olores o

sabores extranos u objetables.

e El contenido de sdélidos solubles (°Brix a 20 °C con exclusion de azucar) en

el jugo concentrado sera por lo menos, un 50 % mas que el contenido de

solidos solubles en el jugo original.

Requisitos especificos para las bebidas de frutas

e En las bebidas el aporte de fruta no podra ser inferior al 10 % m/m, con

excepcion del aporte de las frutas de alta acidez (acidez superior al 1.00

mg/100 cm3 expresado como acido citrico anhidro) que tendran un aporte

minimo del 5 % m/m.

e El pH sera inferior a 4.5 (determinado segun NTE INEN 389).
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e Los °Brix de la bebida seran proporcional al aporte de fruta, con exclusion
de la azucar anadida.
Requisitos microbiologicos
e Elproducto debe estar exento de bacterias patégenas, toxinas y de cualquier
otro microorganismo causante de la descomposicion del producto.
e El producto debe estar exento de toda sustancia originada por
microorganismos y que representen un riesgo para la salud.

e El producto debe cumplir con los requisitos microbiologicos (Ver Tabla 1).
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3. Materiales y métodos
3.1 Enfoque de la investigacion

La presente investigacion se realizé a través de informacion de tipo bibliografico
y experimental, de tipo bibliografico debido a que se tomé informacién de fuentes
confiables como libros, documentos virtuales, articulos cientificos, entre otros, la
investigacién fue de tipo experimental porque se llevd a cabo analisis de laboratorio
como yodurometria para determinar contenido de vitamina C, analisis organoléptico
y microbiol6gicos (aerobios mesofilos, coliformes fecales, recuento estandar en
placa REP, esporas de Clostridium spp, mohos y levaduras).

3.1.1. Tipo de investigacion.

La investigacién fue de tipo documental donde se obtuvieron datos que
posteriormente determinaron el parametro térmico con mayor concentracién de
vitamina C, el nivel de estudio de la investigacién es ademas de tipo experimental,
se manipularon las variables de tiempo y temperatura de pasteurizacién donde se
evalué el efecto de estos parametros sobre la vitamina C de bebida en estudio,
también se realiz6 una investigacion comparativa a través de analisis fisico quimico
de la bebida desarrollada y los datos obtenidos en bibliografia.

3.1.2. Diseno de investigacion.

El estudio de la investigacion propuesta se realizé enviando las muestras a
estudio en un laboratorio acreditado, se analizé nueve tratamientos térmicos
aplicados a una bebida de guanabana y kiwi, obteniendo las muestras para el
estudio experimental, también se realiz6 un andlisis cuantitativo (yodométrico) para

determinar la muestra con mayor concentracién de vitamina C, la muestra elegida
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fue catada por un panel sensorial no entrenado los cuales determinaron las
caracteristicas organolépticas de la bebida, posteriormente la muestra con mayor
concentracion fue evaluada a través de un analisis microbiolégico (Ver Anexo 5).

3.2.1. Variables.

3.2.1.1. Variable independiente.

e Tiempo de pasteurizacion.

e Temperatura de pasteurizacion.

3.2.1.2. Variable dependiente.

Contenido de vitamina C.

o Parametros sensoriales.

e Parametros fisico-quimico (pH, grados °Brix, acidez).

e Microbiolégicos (aerobios mesofilos, coliformes fecales, recuento estandar

en placa REP, esporas de Clostridium spp, mohos y levaduras).

3.3.1. Tratamientos.

La investigacion propuso una formulacion de bebida de kiwi y guanabana la cual
prioricé el contenido de vitamina C, la cual fue sometida a parametros de

pasteurizacion especificados en la siguiente tabla.
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Tabla 2. Parametros de pasteurizacion

Temperatura
Tiempo 60 °C 63 °C 65 °C
30 min T1 T2 T3
20 min T4 T5 T6
15 min T7 T8 T9

Descripcidn de los parametros térmicos propuestos para medir el contenido de
vitamina C de la muestra en estudio.
Herrera, 2022

Tabla 3. Formulacidn de jugo de kiwi y guanabana

Ingredientes Cantidad % Unidades
Kiwi 30 30 g
Guanabana 20 20 g
Benzoato de sodio 0.3 0.3 g
Azlcar 10 10 g
Agua 39.70 39.70 mL

Descripcidn de la formulacion en porcentaje de la bebida de guanabana y kiwi.
Herrera, 2022

3.4.1. Diseno experimental.

Se desarroll6 un disefio completamente al azar (DCA) con arreglo factorial AXB
(3X3), para indicar el parametro con mayor concentracién de vitamina C. El
muestreo fue por triplicado a los tratamientos establecidos de acuerdo con los
objetivos planteados, las muestras se evaluaron mediante un analisis sensorial para
determinar el efecto de la pasteurizacién sobre las caracteristicas organolépticas
del jugo. La muestra con mayor contenido de vitamina C fue examinada para

conocer sus caracteristicas fisico-quimicas (pH, acidez titulable, grados °brix) y
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microbiolégicas (INEN 2 337:2008) luego de la pasteurizacién para indicar si la
muestra elegida cumple los estandares fisico-quimicos y microbiol6gicos
establecidos por la norma técnica.
3.4.2. Recoleccion de datos.
e Recursos bibliograficos
o Reuvistas cientificas
e Libros
e Articulos cientificos
e Sitios web
¢ Informes técnicos
e Tesis de grado
3.4.1.1. Recursos.
o Materiales
e Colador
e Frascos de vidrio esterilizado
e Placas Petri
e Agar PCA
e Vaso precipitado 250 mL
e Bureta25mL
e Piseta con agua destilada
e Probeta de 100 mL
e Pinzas

e Matraz Erlenmeyer (250 mL)



Tubo de ensayo (50 mm)
Pipeta (25 mL)

Soporte universal
Gradilla de tubos

Equipo de laboratorio

Balanza analitica - 321 LS 6200C Precision Balance with SmartBox

Microscopio - Akropol | 1111.2441
Mechero

Céamara de flujo laminar
Autoclave - MLS-3020U-PE
Incubadora - Cytomat™ Serie 10 C
Reactivos

Yodo

Insumos

Kiwi

Guanabana

Equipo de proteccién personal
Cofia

Guantes
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3.4.1.3. Métodos y técnicas.
3.4.1.3.1. Diagrama de flujo del proceso.

.

guansbana

e = S

(e »
s

b [eoc-mc
1 min

Ii e ) ® [®c.esc
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3 min
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Figura 1. Diagrama de flujo de la bebida de guanabana y kiwi
Herrera, 2023
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3.4.1.4. Descripcion del diagrama de flujo.

Recepcion: Se receptaron las materias primas e insumos para elaborar la
bebida de guandbana y kiwi, en este paso se tomé en consideracion la madurez
requerida de las frutas para entrar al proceso.

Seleccion: Se tipificaron las frutas para poder separarlas y elegir la que estaban
actas para el proceso, como parametro de seleccién se observé el grado de
madurez y se examind si no presentaba golpes o magulladuras.

Lavado: Las frutas fueron inmersas en una solucién de hipoclorito de sodio y
agua potable para extraer agentes patégenos y solidos extranos adheridos a la
superficie de la materia prima.

Pelado: Se retird la cascara que recubre la materia prima.

Despulpado: Las materias primas ingresaron a una procesadora donde se
extrajo el zumo de guanabana y kiwi.

Filtrado: Los zumos de las materias primas fueron filtrados por medio de un
colador de acero inoxidable se desecha las semillas y el bagazo de las frutas.
Mezclado: Se integraron los zumos de guandbana y kiwi, luego se homogeniza,
anadiendo benzoato de sodio para la estabilidad de la bebida.

Pasteurizado: Se realiz6 el pasteurizado por método bano Maria, controlar
temperatura con termémetro.

Enfriado: Se enfriaron las bebidas, hasta los 25 °C.

Envasado: En este paso se buscoé realizar un sellado hermético para evitar el

paso de microorganismos que puedan afectar la vida Gtil de la bebida.
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Almacenado: Luego de realizar el sellado se almacend la bebida a una

temperatura de 22 °C.
3.4.1.5. Analisis fisico quimico organoléptico y microbioldgicos del producto
terminado.

3.4.1.5.1. Coliformes NMP/cm?3 — Método de ensayo NTE INEN 1529-6.

Se realizo una dilucién con pipeta para transferir 1 mL de la diluciéon 10" a 3
tubos de ensayo con 10 mL de caldo BGBL, luego con una pipeta estéril transferir
1 mL de la dilucion 102 a 3 tubos de ensayo que contengan 10 mL del medio de
cultivo. Incubar los tubos a 30 °C para productos congelados y 35 °C para productos
a temperatura ambiente por 48 horas, luego todo los tubos con presuntos positivos
serdn separados y con una asa extraer la muestra, sembrar en placas con Agar
EMB, invertir las placas e inocular a una temperatura de 30 °C para productos
refrigerados y 35 °C para productos a temperatura ambiente por 24 horas, para
confirmar la presencia de coliformes se debe identificar colonias lactosa positivas
con centro oscuro o colonias mucoides de color rosa naranja (INEN 1 529-6).

3.4.1.5.2. Coliformes fecales NMP/cm?3 - Método de ensayo NTE INEN 1529-8.

Se agrego 1 mL de suspensién inicial a 9 mL de caldo lauril sulfato de
concentracion simple o 10 mL de caldo lauril sulfato de concentracion doble, incubar
los tubos a 37 °C + por 24 h, si no se observa opacidad ni produccién de gas incubar
hasta 48 h £ 2 h. Los tubos que presentaron opacidad o presencia de gas se deben
subcultivo, inoculando con un asa de muestreo a un tubo que contiene Caldo EC

(medio liquido selectivo) e incubarlos en el bafio de agua o en la incubadora a 44



47

°C por 24 h + 2 h, si no se observa la presencia de gas extender la incubacién hasta
48 h+ 2 h (NTE INEN 1529-8).

3.4.1.5.3. Recuento estandar en placa REP UFC/cm3 - Método de ensayo NTE
INEN 1529-5.

Todas las diluciones fueron por duplicado, en las cajas Petri se depositara 1 mL
de cada dilucién, verter en las placas inoculadas 20 mL de agar PCA, fundido y
templado a 45 °C. Para la prueba de esterilidad verter Agar PCA en una caja Petri
sin inocular, invertir las placas e inocularlas a 30 °C por 48 a 75 horas, luego contar
las colonias formadas en las cajas Petri (NTE INEN 1 529-5).

3.4.1.5.4. Mohos y levaduras UP/ cm3 - Método de ensayo NTE INEN 1529-10.

La inoculacion e incubacién fue sobre una placa de agar previamente fundido,
utilizando una pipeta estéril, transferir 0.1 mL de la muestra si es liquido, 0 0.1 ml
de la suspension inicial en el caso de otros productos. Sobre una segunda placa de
agar, utilizando una pipeta estéril fresco, transferir 0.1 ml de la diluciéon decimal
primera (10°") diluciéon (producto liquido), o 0.1 ml de la dilucién 102 (otros
productos). Para facilitar el recuento de bajas poblaciones de levaduras y mohos,
los volumenes pueden llegar hasta 0.3 ml de una dilucién 10! de muestra, o de la
muestra de prueba, si es liquido, puede ser extendido en tres placas. Repetir estas
operaciones con diluciones posteriores, utilizando una pipeta estéril nueva para
cada dilucién decimal. Si se sospecha un rapido crecimiento de mohos se
sospecha, extender el liquido sobre la superficie de la placa de agar con un
esparcidor estéril hasta que el liquido se encuentre completamente absorbido en el

medio.
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Se incubaron las placas preparadas aerdbicamente, con las tapas superiores en
posicién vertical en la incubadora a 25 ° C = 1 ° C durante 5 dias. Si es necesario,
deje las placas de agar de pie con luz natural difusa durante 1 dia a 2 dias. Se
recomienda incubar las placas en una bolsa de plastico abierta con el fin de no
contaminar la incubadora en el caso de la difusiéon de los mohos de los platos.

Recuento y seleccion de colonias para la confirmacién. Se Leyé las placas entre
2 dias y 5 dias de incubacion. Se selecciono los platos que contienen menos de
150 colonias y contarlas. Si estos mohos son de rapido crecimiento puede ser un
problema, al momento del conteo, por ello se recomienda realizar un recuento a los
2 dias y otra vez después de 5 dias de incubacién.

Se conto las colonias de levaduras y las colonias de mohos por separado, si es
necesario. Para la identificacién de levaduras y mohos, seleccionar areas de
crecimiento de hongos y examinar con el microscopio o inocular en el medio
adecuado para su aislamiento (NTE INEN 1529-10:2013).

3.4.1.5.5. Contenido de vitamina C por método yodomeétrico.

Se utilizo esta técnica como método cuantitativo se realizé una titulacién de la
mezcla de almiddn y vitamina C con Lugol. Sabiendo el volumen gastado de Lugol,
se puede calcular la concentracion de vitamina C de la muestra (Campos, Métodos
analiticos para la determinacién de vitamina C, 2020).

1. Se transfirié una alicuota de 10 ml de la muestra respectiva (preparada
segun los pasos anteriores) a una fiola de 250 mL utilizando una pipeta volumétrica.

2. Se agrego 100 ml de agua desionizada y 1 ml del indicador de almidén.
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3. Se Titulo la alicuota con la disolucién de triyoduro empleando una bureta
hasta que la disolucion en la fiola cambie de color a un color azul oscuro, casi negro.
4. Se tomo6 nota del volumen de titulante gastado y repita el procedimiento 2
veces mas para obtener asi un volumen promedio de titulante (Canterbury, 2017).
3.4.1.5.6. Calculo de acido ascorbico en la muestra.

Dado que la relacion estequiométrica entre el titulante y el analito es de 1:1, en
el punto de equivalencia podemos decir que los moles de ambos son iguales, es
decir:

001 M\ /17612 g 11

Crone = Viirutante X I x | ) x 1009
da o |;.» mL/  \ 1mol ) |<1,r:(:-z>,--,:'

C jugo: Concentracién de jugo

V iitutante: Volumen del titulante

0.01 M/20 mL: Agente titulante

176.6 g/1 mol: Masa molar del acido ascérbico

En la férmula anterior se colocd el volumen del titulante en mL. Esta
concentracion puede transformarse a un porcentaje o a un contenido por unidad
segun el tipo de muestra que se trate.

3.4.1.5.7. Muestra de jugo de fruta.

En este caso, la concentracion molar de la vitamina C en el jugo es directamente
la obtenida para la alicuota, asi que la masa por cada 100 mL de jugo se puede
obtener, (Ver Anexo 2, Figura 11) esta formula da como resultado los gramos de

vitamina C por cada 100 mL de jugo o extracto.
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3.4.1.5.8. Analisis sensorial.

Se realiz6 un panel sensorial compuesto de 30 panelistas no entrenados de la
Universidad Agraria del Ecuador, quienes evaluaran el jugo de guanabana (Annona
muricata) y kiwi (Actinidia deliciosa), mediante una escala heddnica de 5 puntos
para determinar si la pasteurizacion afecto las caracteristicas organolépticas de la
bebida.

3.5.1. Analisis estadistico.

Los datos que se obtuvieron en la investigacion fueron analizados en el programa
estadistico Infostat mediante un analisis de varianza a los resultados de las
muestras, se aplicé un método estadistico ANOVA, con un test de Tukey al 5 % de
significancia a las muestras sometidas a los parametros establecidos en la
investigacion para determinar si existe una diferencia significativa en las muestra,
comparando los resultados de las muestras, para determinar por método
estadistico el parametro con mayor contenido de vitamina C.

Tabla 4. Diseno estadistico

Fuente de Variacion Férmula Desarrollo Grados de libertad

Factor A (Temperatura) A-1 3-1 2

Factor B (tiempo) B-1 3-1 2

Interaccion (A-1) (B-1) (3-1) *(3-1) 4

Error (N-1) -(A-1) -(B-1) (27-1) -(3-1) -(3-1)- 18
(A-1) (B-1) (3-1) (3-1)

Total N-1 (27-1) 26

Diserio estadistico para determinar la muestra con mayor contenido de vitamina C.
Herrera, 2021



Hipétesis
Ho: Ninguna muestra tiene variacion de vitamina C

H1: Al menos una muestra mantendra un alto contenido de vitamina C.

51



52

4. Resultados

4.1 Desarrollo de una bebida de guanabana y kiwi, sometida a 3 distintas
condiciones de pasteurizacion (tiempo y temperatura) y analisis sensorial de
los 3 tratamientos

Se desarrollé la bebida con zumos de guanabana y kiwi, las materias primas
pasaron por un proceso de seleccion donde se descartaron las frutas con
magulladuras o defectos que puedan alterar el producto final, posteriormente, se
mezclaron los zumos con benzoato de sodio para procurar el tiempo de vida util de
la bebida, luego se sometidé a 9 tratamientos térmicos (60 °C/ 15, 20, 30 min - 63
°C/ 15, 20 ,30 min - 65 °C/ 15, 20, 30 min), aplicados a través del método Barfio
Maria, donde se control6 las temperaturas propuestas con un termémetro de grado
alimentario, se enfri6 las bebidas hasta llegar a 22 °C para su envasado y rotulado.

Los analisis sensoriales fueron realizados por un panel de 30 estudiantes de la
Universidad Agraria del Ecuador, unidad académica Campus Dr. Jacobo Bucaram
Ortiz - Guayaquil, donde cataron los diferentes tratamientos a través de una escala
heddnica puntuando del 1 al 5 (1. Muy malo, 2. Malo, 3. Regular, 4. Bueno, 5. Muy
bueno), los datos obtenidos se ingresaron al programa estadistico Infostat para
obtener los resultados de la varianza y determinar si existe una diferencia
significativa entre los tratamientos, el analisis estadistico usado fue Friedman con
un nivel de significancia del 0.05.

4.1.1. Color.

Segun los resultados obtenidos se interpreta que los tratamientos T1 (60 °C / 30

min) Y T7 (60 °C / 15 min) no presentan diferencias significativas, el color se
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mantiene, los panelistas determinan que el color no les parece tan agradable,
evaluando los tratamientos como regula, con respecto al tratamiento T4 (60 °C / 20
min), TS (63 °C / 20 min), T6 (65 °C / 20 min) y T9 (65 °C / 15 min) se los ubica
entre regular y bueno, esta ligera aceptacién puede deberse al pardeamiento
enzimatica que ocurre en la bebida tornando un color mas agradable para el criterio
de los panelistas, los tratamientos considerados como bueno fueron el T2 (63 °C /
30 min), T3 (65 °C / 30 min) Y T8 (63 °C / 15 min), estos tratamientos estuvieron
mas tiempos a temperaturas elevadas por lo que habia una diferencia en el color
que resulto agradable para los panelistas determinando los tratamientos como
bueno.

Los tratamientos determinados como regular estuvieron expuestos a una
temperatura de 60 °C / 15 min — 30 min, los tratamientos evaluados como regular y
bueno tuviera una exposicion de 60 °C — 65 °C / 20 min y los tratamientos
considerados bueno tuvieron expuesto aun rango mayor de temperatura 63 °C-65
°C / 20 min, es decir las temperaturas méas elevadas obtuvieron mejor calificacién,
el tratamiento con mayor aceptacion fue el T3 con una media de 4.15 y el que tuvo
menos aceptacién fue el T7 (60 °C / 15 min) con una media de 3.41 ubicandose

entre bueno y regular.
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Color N Medias
T1 27 3.44 (A)
T2 27 4.11 (C)
T3 27 4.15 (C)
T4 27 3.74 (A-B)
T5 27 3.52 (A-B)
T6 27 3.67 (A-B)
T7 27 3.41 (A)
T8 27 4.00 (C)
T9 27 3.96 (A-B)
n

Herrera, 2022

4.1.2. Olor.

Segun la evolucién sensorial del pardmetro de olor en la bebida, el tratamiento

T4 (60 °C / 20 min) tuvo mayor aceptacion por parte del panel sensorial,

considerado como bueno, obtuvo como resultado una media de 4.07 consideradas

de las mas alta con respecto a los demas tratamientos, el olor de la bebida es mas

agradable a 60 C / 20 min debido a la concentracidén de la bebida, el olor de la

guanabana resalta sobre el kiwi produciendo mas agrado en los panelistas, los

demas tratamientos se consideraron entre bueno y regular. El tratamiento con

menos aceptacién fue T2 (63 °C / 30 min) eso quiere decir que a temperaturas mas

elevadas por tiempos mas prolongados el olor se vuelva menos agradable.

Tabla 6. Analisis de varianza de la bebida de guanabana y kiwi (Olor)

Olor N Medias
T1 27 3.66 (A-B)
T2 27 3.59 (A-B)
T3 27 3.74 (A.B)
T4 27 4.07 (C)
T5 27 3.85 (A-B)
T6 27 3.74 (A-B)
T7 27 3.88 (A-B)
T8 27 3.66 (A-B)
T9 27 3.93 (A-B)
ntes (

Herrera, 2022

p > 0.05).
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4.1.3. Sabor.

Se analizdé el parametro sensorial de sabor, obteniendo como resultado el
tratamiento T3 (65 °C / 30 min) como el mejor con una media de 4.00, obteniendo
la media mas alta en comparacioén a los tratamientos que se ubicaron entre regular
y bueno, segun los resultados estadisticos el sabor de la bebida mejora a mayor
temperatura y tiempo de exposicion esto se puede dar a la concentracién de solidos
solubles de la bebida lo que intensifica el sabor de la bebida. El tratamiento con
menos aceptacioén fue el T1 (60 °C / 30 min), obteniendo la media mas baja de 3.66,
es decir que a mayor temperatura se consigue mejor sabor en la bebida.

Tabla 7. Analisis de varianza de la bebida de guanabana y kiwi (Sabor)

Sabor N Medias

T1 27 3.66 (A-B)
T2 27 3.85 (A-B)
T3 27 4.00 (C)

T4 27 3.70 (A-B)
15 27 3.96 (A-B)
T6 27 3.77 (A-B)
T7 27 3.77 (A-B)
T8 27 3.81 (A-B)
19 27 3.92 (A-B)

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0.05).

Herrera, 2022
4.2 Identificacion mediante el método de titulacion yodométrico la muestra
con mayor concentracion de vitamina C en la bebida desarrollada

Se evalué el contenido de vitamina C en un jugo de guanabana y kiwi, donde se
analizaron nueve parametros térmicos propuestos en la investigacién, las muestras
fueron rotuladas utilizando las siguiente siglas (T1, T2, T3, T4, T5, T6, T7, T8, T9)
el muestreo se realiz6 por triplicado para tener un resultado mas preciso, en la

obtencién de la concentracion de vitamina C se utilizé el método cuantitativo AOAC
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967.21 (Yodometria) avalado por la INEN (Instituto Ecuatoriano de Normalizacién)
mediante el cual se obtuvieron las siguientes concentraciones de vitamina C

especificados en la siguiente tabla.

Tabla 8. Resultados de analisis de vitamina C por método de yodurometria

AOAC 967.21
Muestras Tratamientos Parametros térmicos Resultado

g/ml
M1 30 min/60°C 0.300
M2 Tratamiento 1 30min/60°C 0.120
M3 30 min/60°C 0.180
M1 30min/63°C 0.300
M2 Tratamiento 2 30min/63°C 0.300
M3 30 min/63°C 0.182
M1 30min/65°C 0.210
M2 Tratamiento 3 30min/65°C 0.290
M3 30 min/65°C 0.305
M1 20 min/60°C 0.276
M2 Tratamiento 4 20min/60°C 0.260
M3 20min/60°C 0.301
M1 20 min/63°C 0.298
M2 Tratamiento 5 20min/63°C 0.333
M3 20min/63°C 0.320
M1 20 min/65°C 0.278
M2 Tratamiento 6 20min/65°C 0.318
M3 20min/65°C 0.320
M1 15min/60°C 0.289
M2 Tratamiento 7 15min/60°C 0.320
M3 15 min/60°C 0.332
M1 15min/63°C 0.301
M2 Tratamiento 8 15min/63°C 0.300
M3 15 min/63°C 0.322
M1 15min/65°C 0.290
M2 Tratamiento 9 15min/65°C 0.320
M3 15min/65°C 0.318

Resultado de los analisis de concentracién de vitamina C realizado a 9 tratamientos con 3

repeticiones.
Herrera, 2022
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En los resultados obtenidos por medio del método de titulacién yodometria AOAC

967.21 a la bebida de guanabana y kiwi, se interpreta que la muestra con mayor

concentracion de vitamina es el tratamiento 5 M2 (20 min/ 63 °C ) con una cantidad

de 0.333 mg/ml esto quiere decir que la bebida mantiene una concentracién alta de

vitamina C a pesar del tiempo al que se expuso, para comprobar el resultado se

utilizé el programa estadistico Infostat, determinando la media con un test de Tukey

al 5% de significancia, donde el T5 tuvo la media més alta con 0.32, evidenciando

que T5 tuvo mayor concentracién de vitamina C, los resultados del analisis de

varianza evidenciados en la siguiente tabla.

Tabla 9. Analisis de varianza a los resultados obtenidos de vitamina C a las

muestras de jugo de guanabana y kiwi

Tratamientos  Medias g/ml n E.E.

T1 0.20 3 0.03 A
T2 0.26 3 0.03 A
T3 0.27 3 0.03 A
T4 0.28 3 0.03 A
T6 0.31 3 0.03 A
T8 0.31 3 0.03 A
T9 0.31 3 0.03 A
T7 0.31 3 0.03 A
T5 0.32 3 0.03 A

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0.05).

Herrera, 2022

Se calculd la media de los tratamientos, los resultados que se interpretan (Ver

tabla 11), no existe diferencia significativa entre los tratamientos, el error
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experimental es de 0.03 en todos los tratamientos, el T5 se representa con la letra
(A), es el que presenta mayor contenido de vitamina C, los demas tratamiento
presentan valores similares, comparando con el IDR que una persona promedio
deberia consumir de vitamina C, tendria que tomar tres jugos de 275 ml de
guanabana y kiwi para satisfacer su requerimiento de vitamina C.

En los resultados obtenido se puede determinar que el T5 M2 que fue sometido
a 63 °C durante 20 minutos presenté un porcentaje mayor de vitamina C en
comparacién a los demas tratamientos propuestos en la investigacién. En el andlisis
estadistico realizado en el programa Infostat para comprobar la hipétesis, se utilizé
un test de Tukey al 5% de significancia con un arreglo factorial A*B, la hipo6tesis
nula y alternativa:

Ho: Ninguna muestra presentaron diferencias significativas en el contenido de

vitamina C.

H1: Al menos una muestra tubo diferencia significativa en el contenido de

vitamina C.
4.3 Determinacion las caracteristicas fisico-quimicas (pH, acidez titulable,
grados °brix) de la muestra con mayor contenido de vitamina C

Posteriormente al andlisis de contenido de vitamina C, se realiz6 un andlisis
fisico quimico a la muestra con mayor contenido de acido ascorbico (T5), los
resultados obtenidos de las caracteristicas fisico-quimicas sirvieron para identificar
si la muestra cumple con la normativa técnica, obteniendo los resultados en la

siguiente tabla.
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Tabla 10. Resultados del analisis fisico-quimicos a la muestra con mayor
concentracion de vitamina C

Muestra Parametros Método Resultad Unidad Requisitos
os
Acidez INEN 381 0.75% m/m <10 m/m
T5M2 pH Potenciémetro NTE 4.05 - <4.5
INEN-1SO

1842:2013 2013-09

OBrix (sélidos  INEN 273 1020 % > 8.0 kiwi

solubles) > 11.0 guanabana
Presentacion de resultados fisicos quimicos de la muestra con mayor concentracion
de vitamina C.
Herrera, 2022

Se analizé el T5, los resultados obtenidos en los parametros de acidez fueron de
0.75% m/m analizados por el método INEN 381 indicando que la acidez de la bebida
de guanabana y kiwi se encuentra dentro de los parametros de aceptacion. El pH
segun la tabla es de 4.05 obtenido con la ayuda de un potenciémetro, indicando
que el pH se encuentra dentro del rango permitido, por ultimo, se analizé la cantidad
de sélidos solubles donde presenté un 10.20% encontrandose dentro de los rangos
permitidos segun la norma INEN 273.

4.4 Realizar el analisis microbiolégico establecido en la norma INEN 2
337:2008 a la muestra con mayor contenido de vitamina C

Se determind el apartado microbiolégico del TS M2, segun lo estipulado en la

norma INEN 337:2008, comprobando que los resultados microbioldgicos se

encuentran de los rangos de aceptacién, especificados en la siguiente tabla.
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Tabla 11. Resultados de analisis microbiolégicos

Muestra Parametro Método Resultado  Unidad Requisitos

INEN 337:2008

Mohos y levaduras BAM-FDA CAP. #5 <9 UP/cm3 <10
2007 NTE INEN 1529-
10
T5M2  Aerobios mesobfilos NTE INEN 1529-5 <8 UFC/cm3 <10
Coliformes totales NTE INEN 1529-6 <2 NMP/cm3 <3
Coliformes fecales NTE INEN 1529-8 <1 NMP/cm3 <3

Presentacion de resultados microbiolégicos realizados a la muestra con mayor
concentracion de vitamina C.
Herrera, 2022
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5. Discusiones

En la presente investigacion se elabor6é una bebida de guanabana y kiwi con la
finalidad de someter la bebida a diferentes parametros térmicos (60 °C/ 15, 20, 30
min, 63°C/ 15, 20,30 miny 65°C/ 15, 20, 30 min) de pasteurizacién para identificar
si los tratamientos térmicos a los rangos propuestos pueden alterar el contenido de
vitamina C con respecto a otros tratamientos con temperaturas mas elevadas. Se
obtuvo el siguiente resultado donde el T5 (63 °C / 20 minutos), obtuvo una
concentracion de 0.32 g/ ml de vitamina C en la bebida, en cambio en la
investigacién Robles (2016), en un jugo de Oca (Oxalis tuberosa) propone un
parametro térmico donde usa una temperatura de 85 °C durante 6 minutos,
obteniendo una concentracién de 44.02 mg/ 100 mL, segun los datos obtenidos se
puede comprobar que no existe una diferencia significativa en los resultados, en la
investigacién de Robles, tuvo que usar mayor cantidad de recursos para tener
resultados similares, esto quiere decir que utilizar temperaturas mas bajas a mayor
tiempo tiene resultados positivos en la concentracién de vitamina C en la bebida en
discusion.

El método para alcanzar la temperatura de pasteurizacién en la bebida fue bano
maria, donde se usé un termémetro de grado alimentario para monitorear constaste
mente la temperatura, al usar temperaturas entre un rango de 60 °C y 65 °C es mas
facil controlar la temperatura, Jijén (2019) en su investigacidon expone una bebida
de pifia (Anonas comus) y soja (Glycine max) a una temperatura de 89 °C utilizando
bafio maria, también argumenta que debido a los sdlidos solubles de su bebida tuvo

problemas para determinar la concentracién de vitamina C, en comparacion a la
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investigacién de Jijon (2019), al manipular temperaturas mas bajas, como las
empleadas en la presente investigacién es recomendable utilizar el método de barno
maria pero a la temperatura experimental que propone Jijon es necesario emplear
un equipo especifico para pasteurizar debido a que a dicha temperatura se pierde
el control provocando errores experimentales como la perdida de vitamina C en la
bebida de Jijon.

En la investigacion luego de obtener la muestra con mayor concentracién de
vitamina C se procedié a realizar analisis fisico-quimico y microbiol6gico
establecidos en la norma INEN 2 337:2008 a la muestra T5 (63 °C / 20 minutos),
obteniendo mayor concentracién de vitamina C, luego de analizar todos los
parametros térmicos en investigacién. Angulo (2021) analizo la concentraciéon de
vitamina C en una bebida de guayaba (Psidium guajava) y soja (Glycine max), los
resultados fueron analizados por un analisis de varianza (ANOVA) el cual arroj6
como resultados el T9 (60 % soya y 40 % guayaba; (90 °C / durante 2 min) con un
contenido de 6.07 mg/ L. El analisis microbiolégico en el T9 bajo la especificacion
de la norma INEN 3028 determiné la ausencia de colonias de microorganismos <10
UFC / g, en comparacion a mi investigacién en el apartado microbiol6gico la
muestra analizada también se determiné la ausencia de aerobios mesoéfilos <10
UFC / cm?3, coliformes totales <3 NMP/ cm?3, coliformes fecales <3 NMP/ cm?,
mohos y levaduras <10 UP/ cm?adicional andlisis fisico quimico acidez 0.75% m/m,
pH 4.05 y °brix 10.20% por lo que en comparacién con los resultados de Angulo
(2021) los resultados de la presente investigacion tuvo mayor concentracién de

vitamina C y aprobacién por la norma INEN para su consumo.



63

6. Conclusiones

Con base en los resultados se concluye que la bebida de guanabana y kiwi
sometidos a tres distintas condiciones de pasteurizacion tuvo los siguientes
resultados, el T5 (63 C°/ 15 min) logré6 mantener una concentracion de 0.32 g/mL,
no obstante, el analisis sensorial arrojo como resultado que la muestra con mayor
aprobacion fue olor (T4) con una media de 5.80, sabor (T3) con una media de 5.53
y color (T3) con una media de 6.00, concluyendo que la bebida de guanabana y
kiwi tuvo una excelente acogida por parte de los panelistas, indicando reiteradas
veces que la combinacion de estas materia primas permite obtener una bebida con
potencial de comercializacién.

Se utilizd el método de titulacién yodométrico como indicador de la concentracién
de vitamina C de las muestras en estudio, el total de muestras analizadas fueron
27 debido a que los nueve parametros térmicos se analizaron por triplicado, se
concluye que teniendo en cuenta la cantidad de muestras analizadas este tipo de
analisis resulta de beneficio para estudiantes que no cuentan con los recursos para
analizar contenido de vitamina C por métodos més especificos con el HPLC.

Las caracteristicas fisico-quimicas y microbiolégicas de la bebida fueron
evaluadas en base a la norma INEN 337:2008 para jugos y zumos de frutas, todos
los resultados estuvieron dentro del rango de aprobacién por la norma con los
siguientes resultados fisico-quimico (Acidez 0.75 % acido citrico m/m, pH 4.05 y
solidos solubles 10.20%) y microbiolégicos (Aerobios meséfilos <9 UFC / cm?

coliformes totales <1 NMP/ cm?3 , coliformes fecales <2 NMP/ cm3 , mohos vy
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levaduras <8 UP/ cm?®) concluyendo que el parametro térmico empleado fue

efectivo para asegurar la calidad fisico-quimica y microbiol6gica de la bebida.
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7. Recomendaciones

Posteriormente a los resultados obtenidos se puede sugerir las siguientes
recomendaciones:

Utilizar tratamientos térmicos con una brecha mas amplia en temperaturas y
tiempos, esto con la finalidad de encontrar una diferencia significativa en los
resultados, esto permitirdq al investigador hallar datos relevantes de contenido de
vitamina C. Se propone utilizar métodos mas exactos como el método HPLC para
evaluar la cantidad de vitamina C en las muestras de jugo.

Se sugiere evaluar todo el perfil nutricional de la muestra con mayor contenido
de vitamina C, con la finalidad de indagar que sucede con las demas vitaminas
relacionadas con la bebida de guanabana y kiwi, el enfoque que se puede sugerir
en una nueva investigacion es vincular los tratamientos térmicos con el perfil
nutricional en la combinacion de materia prima propuesta o de otras que el
investigador desee proponer.

Se propone evaluar la carga microbiol6gica usando temperaturas mas bajas a la
propuesta para identificar cual es el rango minimo de temperatura para pasteurizar

bebidas.
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9. Anexos

9.1 Anexo 1. Clasificacion taxondmica

Tabla 12. Taxonomia del kiwi

Reino: Plantea
Division: Magnoliophyta
Clase: Magnoliophyta
Orden: Ericales
Familia: Actinidiaceae
Geénero: Actinidia
Especie: A. deliciosa

Clasificacion taxonémica del kiwi.

Cardenas, 2020

Tabla 13. Taxonomia de la guanabana

Reino: Plantae
Division: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Orden: Magnoliales
Familia: Annonaceae
Género: Annona
Especie: A. muricata

Clasificacion taxonémica de la guanabana.

Leiva, 2018
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9.2 Anexo 2. Desglose global de titulacion para determinar presencia de

vitamina C

Figura 2. Estructura quimica de la vitamina C
Serra, 2014
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Figura 3. Ecuacién de Arrhenius
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9.3 Anexo 3. Desarrollo de bebida de guanabana y kiwi

Figura 10. Recepcidn, limpieza y pelado de la materia prima
Herrera, 2022

Figura 11. Despulpado de la materia prima
Herrera, 2022



Figu?a 12. Adicién de benzoato de sodio
Herrera, 2022

Figura 13. Filtracién de la materia prima
Herrera, 2022
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Figura 14. Toma de temperatura
Herrera, 2022

AP

Figura 15. Mezclado de la materia prima
Herrera, 2022
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Figura 16. Pasteurizacion por método bafio Maria
Herrera, 2022

Figura 17. Toma de datos de temperatura primer parametro térmico (60 °C/ 15, 20
y 30 min)
Herrera, 2022
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Figura 19. Toma de datos de temperatura segundo parametro térmico (60 C/ 15, 20
y 30 min)
Herrera, 2022

£

Figura 18. Toma de datos de temperatura tercera parametro térmico (65 C/ 15, 20
y 30 min)
Herrera, 2022



Figura 20. Embazado de las muestras
Herrera, 2022

Figura 21. Enfriamiento de la bebida de guanabana y kiwi
Herrera, 2022
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Figura 23. Evaluacion sensorial
Herrera, 2022

Figura 22. Recopilaciéon de datos
Herrera, 2022
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Figura 24. Panelistas

Herrera, 2022
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9.4 Anexo 4. Normas técnicas INEN 2 337: 2008

INEN

INSTITUTO ECUATORIANO DE NORMALIZACION

Quito - Ecuador

NORMA TECNICA ECUATORIANA NTE INEN 2 337:2008

JUGOS, PULPAS, CONCENTRADOS, NECTARES, BEBIDAS DE
FRUTAS Y VEGETALES. REQUISITOS

Primera Edicion

FRUIT JUKCE, PUREES, CONCENTRATES, NECTAR AND BEVERAGE SPECFICATIONS

First Edoon



o o INEN e
8 arme AL 22 03408

PEIRt0 Eou @ eneno de NormaREacion. INEN -~ Casila 171 3994 ~ Bagquersen Momno E5.29 y Akmagro ~ Ou o Bcuader ~ Profvied & s reprodaccion

Norma Técnica JUGOS, PULPAS CONCENTRADOS, NTE INEN
Ecuatoriana NECTARES, BEBIDAS DE FRUTAS Y VEGETALES. 2 337:2008
Voluntaria REQUISITOS. 200812
1. OBJETO

1.1 Esta norma establece los requesitos gue deben curmplir 108 jugos, puipas, concentrados, néctares,
bebudas de fritss y vegetales

2 ALCANCE

21 Edta norma Se apica 8 108 productos (rocesados que 56 expenden Dara Consamo directo. No se
aplica a |08 COnCOMIatos gue 0N UtiZAados como Matona prma on las ndustrias,

3. DEFINICIONES

3.1 Jugo (zumo) de fruta - £5 &l producto liguedo sin fermentar pero susceptible de famantacion,
cbtenido por procediimuentod tecnoldgicos adecuadon, conlome a practicas cormoctas de fabricacion,
procedente de la parte comestible de frtas en buen estado, debsdaments maduras ¥ frescas 0, &
£anr ge frutas conservadas por mados Nsicos.

3.2 Pulpa (purd) de fruta.- Es & producko camoso y comestibde de is fnta sin fermentar pero
suscepible de farmantacion. obtenido por Procescs ScNOIOOCos S3eCUados Dor ejemplo, antra otros:
ameando, rtuwrando o desmenuzando, condorme & busnas prachicas de manafachurs, & partr de ia
parte comestibie y sin ekminar o jugo, de frutas enteras o peladas en buen estado. debidamente
maduras o, a partir de frutas conseryadas por medios fiscos.

3.3 Jugo (zumo) concentrado de fruta - Es ol producio obtendo a pardir de jugo de fruta (definico
&n 3.1) al que se Je ha eliminado fisicaments una parte del agua en una canhidad sufickenie pars
elevar los solicos solubles (* Bix) en. al menos, un 50% mas que el valor Brix establecdo para el
jugo de o fruta,

3.4 Pulpa (puréd) concentrada de fruta.- Es &l producto (defido en 3.2) obtenico medants 1a
eliminacion fisica de parte del agus contenida én ta pulpa

3.6 Jugo y puipa concentrado sdulcorado.- E£5 & producio defimdo en 3.3 y 34 & que s& le ha
adicionado edulcomnias pira Ser reconstitedo 4 un ndclar o bebida, of grado de concensracdn
dapancari de 05 yolumenss de AgUs 4 sar Adicionados PArR BU reconstitucion ¥ gue cumpia con los
requisnos de |atabia 1, 0 & numeml 541

3.6 Néctar de fruta- Es o pioducto pulposo © 10 pulposo mn fermental, peto suscoptible de
fermentacsdn, oblenido dg i& mezcia del jugo de frda o pulpa. concentrados 0 =n concentrar o 18
mezela de £5t0s, provenientes de una o Mas Tulas con agus & ingredwenies andulzanies 0 no.

3.7 Bebida de fruta - Es el producto so famentar, pero farmentabie, obtendo de @ clucon oel
00 0 pulpa c= fruta concentracos o sin concentrar o i@ mezcia de éstos, provenientes de uns 0
mis frutas con agun, Ingredientes endulzantes y atros sditivos permitidos.

4. DISPOSICIONES ESPECIFICAS

4.1 El jugo y ia puipa debe ser extraldo bap condiconas sanitarias apropiadas, de frutas maduras,
sanss, lavsdas y sandizades, aplicanda jos Prinopios de Buenas Practicas de Manufactura

4.2 La concentracidn de plaguicidas no deben soperar oS limites maximos establecidos en el Codex
Almentano (Volumen 2) y &l FDA (Par. 183}

(Contirua)
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4.3 Los poncipios de buenas pricticas de manufactus doben propender reducir # minimo Ia
presencia de fragmentos de cAscara de samilias, de parmiculas gruessas o duras proplas de la fruta.

4.4 Loo producios deben estar Mres do insecios © sus restos. larvas 0 hueyos O Jos Mesmon.

4.5 Los productos puedan levar en suspensidn parte de ia pulps del fruto finamenta dividda.

4.6 No se permite 1a adwion de colorantes artificales y ssomatizantes {con excepdon oe o indcado
an 4.7 y 4.9) ni de ctras sustancias que deminuyan la caldad del producto, moddiquen su naturaleza
© den mayoe valor que el real

4.7 Uncamente a las bebidas de fruta se pueden adicionar colorantes, aromatizantes, ssborzantes y
OO AGHVOS tecnaldgaments necesarnos pam su elaboracion establecdos on ta NTE INEN 2 074

4.8 Como mcidificante podrd adconarse jugo de mén o de lima 0 ambos hasta un eguivilents de
3 gt como scido ciwico anhidio.

49 Se permite la restitucidn de jos componenies volMies naturales. perdidos durante jos procescs
08 ExXtraccon, CONCENIBcon y Iratamentos 1EMMICOS de conservacion, con arnmas naturales.

4.10 Se permite ubizar S00 Ascirbico como antkaxidante en limees mixmos de 400 mg'kg

4.11 Se puede adiclone enzmas y otroe aditivos lecnoldgicamente necesanos para e
processmmento do kos productos, aprobados en la NTE INEN 2 074, Codex Almentario. o FDA o en
otras disposicones legales vigentes.

4.12 So pamite W Adoon de los edulcoranims aprobados por W NTE INEN 2 074, Codex
Almentano, y FDA o en otras disposiciones jegales vigentes.

4.13 830 & los ndctares de fruta pueden afadirse miol de abeja yo azicares denvados de frutas

4.14 Se pueden adicionar vitamings y mineraies de acuerdo con o esisblecdo en ia NTE INEN
1 334-2 y en las Otras Glposiciones legales vigentes,

4,15 La conservackdn del producio por medios fisicos puede realizarse por procesos ténmicos
pasteurizacion, estenlzacon, refngeracion, congelacian y otros métodos adecuados para ese fin, se
exchuye fa radiscidn lonizante,

4.18 La consarvacdn de o8 production Dor medios quimiccs pueds reakzarse medante 1a adiodn de
ias sustanoas indicadas en la tabla 15 de la NTE INEN 2074,

417 Los producios consavados pof Medos quinucos 0eben Sar SOMelcos 8 Mocesos 1&nmicos

4.18 So parmite |a mezcla de una 0 Mas varededes de frutas. parm slaborr estos productos y o
contenido de solicos solubles (“Bex), sera ponderado al aporte de cada fnata presente,

4.19 Pupde afndinse |Ugo obterndo de la mandanna Cirus reticutafa yio hibridos o jugoe de naeanja
en una cantidad gue No exceda oel 10% da sdlidos solubles respecto del Intel de sdldos solubles del

jugo de nasanja.

4.20 Puece sfadrse jugo de liman (Citrus Amon (L.) Burm, f Cevus imonum Rissa) o jugo de ima
(Cerus swrantifoliz (Christm }, 0 ambos, & jugo de fruta hasta 3 g/l de equivalente de acido citnico
anhidro paca finos de acidficacion a jugos no endulzados

4.21 Pueds afadirse |ugo de limén o jugo de Wma. o0 ambos. hasta 5 9/l de squivalente de #cido
clinco anhidro B néctiwes de frutas

422 Puede anadres &l jugo de tomata (Lycopersicum esculentum L) sal y sspecas aal como
herbas Bromatices (v sus extractos natursies).




NTE NEN X237 nes-u2

4.2) Se permite la adickdn de didado de carbono, mayer & 2 g, para que al producto se o
considere como gasificado

4.24 A a5 bebidss ge frutas cuando e les adcione gas CarbOmco 56 |as considerard bedwias
Qass0sas y cebeardn cumple los requisitos de ia NTE INEN 1 101

§. REQUISITOS

5.1 Requisitos especificos para los Jugos y pulpas de frutas

§.1.1 El jugo pueds ser lublo, claro ¢ danficado y dsbe Lenar 138 CRaCIsrisicas Sensonales propias
de la fruta de & cual procede.

512 Lapupa deba Wner las carpcteristcas sensoniales propias de a fruta de la cual procede
513 B jugo y la pulpa debe ostar sxento de clores 0 sabones extrafios u objetables.
8.1.4 Requistos Msico- Quimico

5141 Los jugos y las puipss ensayndos de BOUardo & s NOMMAs MACNCAS SCUBONENas
comespondientss. deben cumplr con las especficacionss establecidas en ia tabla 1

5.2 Roquinitos sspecificos para loa néctares de frutas

§.21 El néctar puede ser et © claro o chwiicado y debe tener Ins caractensticas senscriales
propias de |a fruta o frutas de kas que rocsoe.

5.2.2 El néctar debe estar exento de olores ¢ sabores sxtrafios u objetabizs.
523 Requistos fsico - quimicos
5.2.3.1 B néctar de fruta debe tenar un pH menor a 4.5 (detarminado segen NTE INEN 280)

5.23.2 B contomdo minimo de s0Ldos solutdes ("Brx) presentes an ol néctar debe corresponter of
minemo de aporie de jugo o pulpa, refendo en i3 tabla 2 de 1a prasents nomMma.
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NTE INEN 2 337 2008-12
TABLA 1. Especificaciones para los jugos o pulpas de fruta
FRUTA Nombre Botanico Solidos Solubles ™
Minimo
NTE INEN 330
Acetola Maphigia sp 8.0
Albaricogue (Damasco) Prunus armemaces L 11.5
Arandano Vacciium myrtiusg L. 10.0
(mirlilo) Vactinum corymbosum L.
Vaccinium angustifolum
| Asaza Eugena stipdsts 48
| Babaco Carnce penfagona Heilb 5.0
| Barano Musa, spp 21.0
Barojo Borgjos spp 7.0
Carambola (Grosella china) Averrhoa carambols 5.0
Claudes cirusa Prunus domestica L 12.0
Coca (1) Cocos nucifera L. 5.0
Coco  {2) Cocos nucifers L 40
Duramo [Mefocoldn) Prunus péraica L 9.0
Frutika Fragaria spp 8.0
Frambuesa rojs Rubus idseus L 7.0
Frambuesa negra Rubus occidentabs L 11.0
Guanabana Anons muricals L. 1.0
Guayaba Psidum gusisvs L. 5.0
K Actinids deiciosa 8.0
Lilchi Lichi chinsnsis 1.0
Lima Cilrus surantfols 45
Limén Citrus §mon L. 45
Mandarina Citrus reficuists 10.0
Mango Mangrers maca L 1.0
Manzana Malug domestica Bockh 6.0
Maracuy# (Parchila) Passfiors edulis Sams 12.0
Marshan Anscardium ocodentake L 115
Meldn Cucumis melo L 5.0
Mora Rubus spp. 6.0
Naranja Cilrus sinnensis 9.0
Naranjilla (Luto) Solanum quicenss 8.0
Papaya (Lechosa) Cavics papsys 8.0
Pera Pyrus communis L 10.0
Pifia Ananes comosus L 10.0
Sandia Citruflss lanatus Thund 8.0
Tamarindo Tamarindus ndics L 18.0°
Jomate de #rbol Cyphomarndra batsces 8.0
Tomate Lycopersicurn escukénium L. 45
Toronia (Pomelo) Citrus paradisi a0
Uva Vitis spp 11.0
" En grados Brix a 20 "C (con exdusitn de azicar)
(1) Este producto se conoce como “agua de coco”™ o cual <& exirae directamente del frulo sin exprimir ta
pulpa.
(2) E= i emulsitn extraida de endosperma (almendra) maduro ded coco, con © Sn adicion de agua de
coco
*  Para exiraer & jugo del tamarindo debe hacérselo en exiraccidn acuosa, o cual baja & conlenido de
soidos solubles desde 60 "Brix que &s su Brix natural, hasta los 18 "Brix en el eatracto.
NOTA 1. Fara s Futas que no se encuentran on ia tatia of minimo de gradas Brix serd o Brix ded jugo 0 pulipa oblenico
directamenie de & huta




53 Requisitos especificos para l0s jugos y pulpas concentradas

531 B pjgo concentrado puede ser turblo, claro o clanficadn y debe tener las caracteristicas
sensoriges propias de 10 fruta de la cusl procede

532 L= pulpa concantrads debe tensr las caractenisticas sensondles proplas de is fnta de |a cual
procede.

8§33 Bl jugo y pupa concenirado, con azicar O o, debe estar axento de olores o sabores extranos
u otyetables.

5.3.4 El contersdo de 90lidos solubles ("8rix o 20 "C con exchusitn de axioar) en o Jugo concentrado
se78 por 1o menos, un 50% mas que & contenido de sdlicos solubles en & jugo onginal (Ver tabla 1

de esta norma).

54 Rogquisitos especificos pars las bebidas de frutas

541 &mmamanmummosﬂm cON excapctn del aporte
de las frutas de alta acider (acidez superior & 1,00 mg 100 om’ expresado como &cdo citrico
anhidro) gue tendrdn un aporte minimo del 5% mém

542 £l pH samd infanor a 4.5 (Osterminado segun NTE INEN 386)

543 Los grados brix ¢ |8 bebida serdn proporsonales al aporte de futs, con exciusion del azicw
anadida

5.5 Requisitos microbiolégicos

5§51 E producid debe estar exento de bactenas patdgenss, ioxinas y de cusiguer otro
microorganismo causante de 12 descomposicion &sl producio.

8§52 EI producto debe estar exenio de fods sustancis originsds por micioorganismos y que
fEpresentan un nesgo para s salud.

553 © producto debe cumplir con kos requistios microbiokdgioos establecidos e la fabia 3 tabin 4,
cconenumernsl 554

TABLA 3. Requisitos microbiolégicos para productos congelados

89

N n m A c Método de ensayo
Coliformes NMPiom” 3 <3 - 0 NTE INEN 1529-6
Colllormes fecales NMPiom 3 <3 . 0 NTE INEN 1529-8
de esporas clostidum 3 <10 - ) NIE INEN 1529-18 |
raductoras cm’
Recuento astandar en place REP 3 1.0x50" 1.0x10" 1 NTE INEN 1529-5
%mm,m 3 | Loxi¢ | 10100 | ¢ NTE INEN 1529-10
UP/ em’
" Para procucios eniaacos
(Continum)
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TABLA 4. Requisios microbloiégicos pars los productos pasteurizados

“Calormes NMPom g g ! g N‘E%i&
| Coiformes facales NMPicm”™ 3 <3 - 0 NTE INEN 1529-§
Recusnio estand en placs REP | 3 <10 10 1 NTE INEN 1520-5
| UFClom” Y
Moomofuybvm 3 <10 10 1 NTE INEN 1520-10
UM am

En donde:

NMP = ndimero mas probable

UFC = unidages formadorss de colonias

UP = unidades

n = numero de undades

m = nwvel de aceptacion

M = nivel O rechazo

c = numero de uncades parmadas entre m y M

5.64 Los productos envasados asépticaments deban cumplir con eslenlidad comencial de acuerdo
ala NTE INEN 2335

56 Contaminantes

5,61 Los limiles maximos o contamnantes nO deden suparnr 1o sstatéecido en |a tabin 5

TABLA §. Limites maximos de contaminantes

Limito maximo Motodo de
ensayo
As 02
Cobtra. Cu 5.0 NTE INEN 270
Estano, Sa mg/kg * 200 NTE INEN 385
T P o 5 >
TWL‘LF’_"'EB 15.0 NTE INEN 400
[ Plomo, Pb mohg 0.05 NTE BEN 271
Patuding (en |ugo 0 Manzana) -, Mgkg = ADAC 49.7.01
de =Y
*  En &l producto envasado en recpientes estafados
* Lapatuling es una micotoxing formada por una Iactons himaacetdcs, producida por
espacies 0l génaro Aspergiiius, Penicllium y Byssoclamys.

5.7 Requisitos Complementarios
571 El espacio hbve fendra como valor méximo & 10 % del volumen total del envase (ver NTE

INEN 364)
572

El vacsd rafendo a la presion stmosfénca normal, medido a 20 *C, no debe ser menor de 320

hPa (260 mm Hg) en los anvases de vidno, i mencr de 1680 hPa (125 mm Hg) eén los envases
metaicos (ver NTE INEN 392)
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& INSPECCION
61 Musstreo. £ musstreo debe reslizarse de acuerdo & i3 NTE INEN 378
6.2 Aceptacion o Rechazo. Se acepian los productos S CuM@Een Con 0 feqUIsios ESIAbeCIcOs
£ eSta NOIME C350 CONrano se rechezs.
7. ENVASADO Y EMBALADO

7.1 B materiad de envase dede sor mmistore & la accidn del producto ¥y no debe alterar las
caracieristicas del mesmo

7.2 Los producios se deben envasar en racipientas que aseguren su inegndad & hwgene Ouwante &f
almacenamiens ranspone y expendio.

7.3 Los envases metalkcos deban cumplir con la NTE INEN 190, Codax Alimentarnio y FDA.

8. ROTULADO

8.1 El motutaco debe cumplir con los regquesitos establecidos en (a NTE INEN 1 3341 ¢ 1 3342 yen
otras dsposicones |egaies vigentes.

8.2 En el rotulado dobe catar caramente indicads i forrna de reconstitulr of producta

8.3 No debe =ner leyendas de significado ambsguo, v Gescnposdn de caracteristicas del producto
QUE DO pUBCAN M COMprobadas

Figura 25. Presentacion ...
INEN,
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9.5 Anexo 5. NTE INEN 1 529 5 control de microorganismos aerobios

mesofilos

INEN

INSTITUTO ECUATORIANO DE NORMALIZACION

Qutes - Bryaty

NORMA TECNICA ECUATORIANA NTE INEN 1 529-5:2006
Primera rovision

CONTROL MICROBIOLOGICO DE LOS ALIMENTOS,
DETERMINACION DE LA CANTIDAD DE
MICROORGANISMOS AEROBIOS MESOFILOS. REP.

CRUDOLOION. CONEROL s 10008 DERDMASATION OF ThE CAMNTTY OF aLRUDC MLBORSALE

BT TN Vecdaenass @ vn mew ben waas B
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Irwiteto Busteriane e Wormmis scion, TIEN - Canlite 17-01-2009 - Bayes i Muweo ER-29 y Ayegis - Cutte-Toumter - Probibels b 1oy otoccan

e INEN e
©5 0F W N AT I AL 2% 28308

Worma Tecrilcn | CONTROL MCROBIOLOGICO DE LOS ALIMENTOS. iR
D& TERMNACION MICROORGANISMOS
Scustorians OF LA GANTIDAD DE e

AEROBIOS MESOFILOS. REP. 200808

1. OBJETWO

11 Ega nonra ewmatiece @ métods pars cuolicy B cRgs OF MICDOIGETTETOS setobos
Ifhon o0 U massn e AEMecto deshinkadd 8! Cormmo famea o atmsl

2 ALCANCE
21 S5le mstonn de srsayo SO0 PeIILeR CUaNON (N PISRANCS N QDS 8 IPECIOSIZA N YO
astcbios resdlios
3. DEFINICIONES

AT Vicroorgenamos sercbeon mesdfios 800 sguelion MACICOIGarINTOs que s Oesarmollan en
roserow de uwigeno ibre y 3 une lemgershan comgrenads entre 20 C ¢ 49°C con une 2ore
dptana witvs X)°C y AT

32 REP o ¢ mcuents de mcoorganeTos seobos mesdhios (or gevo o cortimats slbcn de
MWEA O alrretie

4. RESUMEN

A1 Esfe mdtoos se Dt on it ootess de QuE W ITECTOONANENTIO VA8l fresenie a e musstie O
mimeri, 8 sar INoCUSdO &N WY medo NUYSVE B0 Se reprocUOFS formando LM colne
vl viatie Fam gue el conteo de las colonias 300 posbic %0 haoen gfuciones decaraies oo
M SORDRtR 1ol e L MUSID y 8 FCCUR # Tedic Autive O CUtve Se rcuts ol PSGE0 8
30T pox T2 horus y g0 S0 Custla o NOMers de colonim fomades £ comtes srve pans calcular
A cantidad OF MICIOSAZATAINGS NOf GrAIMO0 O PO! CONtimetio DUDCO de simertn

A2 Limitaciones del mélodo S0 0oL SONSoeial (e o YL PUMENcs Chtendd pusce no reflgar
o romeo eal 08 MIsoEERRIOE VNS (dabies) @0 (0 MUSSTE ORS00 & e uZsoTiee
conaciones

A28 Lan cdhdas mMcioBanes Suslon agrupane 10Mano0 CadRies. gRUmos. faOInOos O pares y fo
BEQAATE 8 peEudt de 4 haTEgENHIAON y Aluadn de s musstie por At U Colona puede
rovens de urm OMUR POV O 30 U RRERMEntD Sacte e
422 Las cifuden microtaanas que han sutnd graves eGnes 507 MCopaces oo mutpecarne
423 s mnocones inecotusdis g6 seroDoss. nUrCiin y empecsture e presanca de
PHDA0S ¥ & U0 Noderesin

§ DISPOSICIONES GENERALES
61 Tooo el mateny o uieee e in deferMINADOn dete suta parfectamecte g0 ¢ estenl

£2 5 35es 00 Palu0 0000 SN CONMILAGE DOf LNE MSSd Nelaci, 08 SLDSMED ReTela, limow
desirfecings Dien dumrads, Mhuach on uns sals e e g | e do DOWvD i coetienies de ake

DRRCEPTLRRES Wersangie 6 06 Srwnoes ouan Wes
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B3 La cargas miciobiana del sve Gebe e cOnrolada GLramnts ol enisty0 ¥ PR Uni sxpesicion oel
medo de cuftive a & par 15 min, no debe esoecer de 16ufGplaca e suDetarse esle valor los
OOSAYOR Selon M anS0oN

54 Tocss les cemds dress del labortono Oeten estar (tyes de poivo, de Insectos v guarda
profegiios of matecel y suminist:os

6. MATERIALES Y MEDIOS DE CULTIVO
6.1 Materiales

611 Poetas swoldgcas 05 purta ancha 0w 1, 5om’ y 10 om’ gracuadas sn 130 ds unidea
61,2 Cajas Petn o 90 mmn v 45 e

6.1.3 Erlenmeyer o frasco de baca ancha de 100 om” 250 cm®, 500 em” y 1 000 om” con tape de
foscs autociovatie

614 Tutos de 150 mon « 18 mm

815 Gradlias

G168 Cortaclor de colomam

61.7 Salarva oo capaociad no supenor 8 2 500 g y de 01 g de sermibfidac
618 Bafo de agua reguiado a AS*C 2 1°C

€18 Incubador reguiatie (25°C - 50°C)

61,10 Alzocleve

61,11 Refrigeracons pacn martenes las mussires y medos de cultivo

6112 Corgeincoe para marterer |ns musstras o lemperturs os -15°C 4 20°C
6.2 Medios de cultivo

%Mmmuommtmww Praparacion (ver Agares an la NTE INEN
1820.1}

822 Agus petonada & 0.1 % [Glyents) Frepaacidn (var dikyeetes on i NTE INEN 1 529-1)

7. PREPARACION DE LA MUESTRA
7.1 Preparar la muestm segun uno de 108 procedimientos indicados en ta NTE INEXN 1 529.2

8, PROCEDIMIENTO

B  Para cadn dhucidn of #nsayo s tard por dugtcedo En cade une O as Cmms Petn bien
iderdificadas se depostnrd 1 o de cads dhucon Pors cade dedeilo s usard une pipets dstirds
y eseriigaca

8.2 Inmedatamerte verler an coda Una O e plocas socundse apranmadimente 20 cm’ de

agar para recuerso e paca-PCA furdds y templado 2 45°C + 3'C La adnidn ded meda no debe
Pasar de mas Jo 45 MINUIDS & PO OF 1B PeRDarasan 00 I8 POmerns dcion

(Contny)

> e, ot
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8.3 Cudadosarrmrie mezclsr & NOCUO de sembns con ¢ medio de CAIVE oRIiMendo & ia placs
moviImiermos de vaivdn 8 veces en ol sontico de s aguies de telo) y 5 veces en el comtrre

B84 Como prusta de snicias vestar ager an ura caja que contenga of diwenta sin inccular o
debo haber desarioilo de colomas

8.5 Dojar reposar las pRacEs par que s GORdlague o agar
B8 Inverty las cajas & incubatian s J0'C + 1°C por 48 a 75 horm

B7 No apiar més de S placas Las pAas 0o (rocas dobof estar seperadas ertre si. o s pareces ¥
Gel lecho de 'a incutadore

BE Pasad ¢ tempo de incuteckdn soleccionar s pacos do dos GACIDNSE CONSICLLVAS e
presecten entre 15 y 300 ol v ulheando un cortadyr e colonias. cortal jodss las colomas
U Puyan crRcian on of medo INCRRO Lk pRGUNtEs, POrs e Sebe lener cuGMS  pare Mo
Gonharrdrias con particulas de Shmentos 0 PIECIOTACDS. Fara ssto, IR LOas 3= Mayor sumento

8.9 Las colorym de crecrmenio dfusc deben comstomrse como uma soln coloma 8l of crecimients
de esle 200 de coloninn CUDIe MANCE e U CUBTo O 1p pIOcH, & Cubre Mmds 18 Copa NO serk fomaca
on cuenta on ol ensayo

B0 Anctur of AGmeno de colonas ¥ I respactiva tiucion
9. CALCULOS

1 Caso genersl (placas gue cortenen entre 15 y 100 colrvas)

011 Calculsr of rumero N de mcroorgansimo por gramo o om’ de producta como |8 meds
Porcerada 02 dos SUCONSS SUORRYES WIAZANGD e Siguisnts S

(S
N=

w4+ 00 M

En conde:

Suma 00 10080 18 COIOMAS COMBoNE &N 10004 138 PSS SENCONSas
Valumen Inocidads en cada caga Petl

NUMwIo a% pIRCES 38 1 prmsm diueitn selscoonsdn

NOMer de placas de 1 segunda diuciin seleccionide

Factor de dlucian ce (n prmers iLaon sefecoanads (3 * 1 cuando s ha inocuaco
muestra Nqods sin Siur)

9.1.2 Redordear los Iesutaccs chienicos A 0os cifras migndicatvas  Cuando fa warceca ofra
comenzands por 1a eguedda es mence gue 8 mardenar iralierada I segunda ofia St s tercena
Crm &% Mayor O Qual & ONCO, INCrEMmENtal &N UNE unidad 1§ segunas cifte. Expresar como un
namern entre 1,0 y S5 mutiphcado por 10" dorde x o5 la conespandiente potenca de 10

Eprpla

amqmmmsmmm
prmara dlucan seleccionadn (10- 2)' 225 y 175 colarvas
segud Alucon selecocnads (10-3) 28 y 15 coloras,

Rpr<re
TN
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,‘mum-xsus

N 7
W2+ 01x200°

20000 = 20% 10"
9.2 Recuwentos sstimados

921 35idos placas inoculodas con muestra re cluds (procuctos iguedos), © con ia suspensidn
inioal [obroe producion) o con la pomerns dlucdn inoculads O retervda conbenen mence de 15
oglonias, calouler 8l NCMern smade N O MICICOMPANIBMCO (HOSANtes por grame o om’ de
producto como una meda artméhica m de las colonias contadas en las dos placas Wizandd @

BOMRILR SCUSCIAN

Franxd
S0 % SUMAGE 38 COMES CONAMAS &0 1N 008 places,
V = volumen noculado én cads placa
no=  nimero o placas selecconndes fen asle caso n = 2)
d =  {actor de ducon oe s sspenson svoial o de la pimets dlucidn inooulada o
SHECCIONSCE (d * 1 CUSNOD 58 Ol UN DIDAUCTO [IQuedo Sin déur)
Ejpmpic
Se obtiene 108 wgLertes residincos

Prisnens Qlucon retenaa (10- 2) 12 ¢ 13 colanes

v 12413
2 R iy
1#2x10

.3

N
"am

N, =1250
Redordeanca

N, = 1300

N, = 1310
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Enlos productons lguidos. W, = m
922 5 los dos placas incculadas con fa muestra ain diur {proauctos qudos). © con la prmen

dlucdn 0 con fa suspermidn mical [ovos productos) no presertan colomas, Expresst 0s resutados
o 3 siguante manera

.\',s}{,
Enaoede.
Ny * cantaed 0n MICIOXEAISTOS PO Mo O por Dertimetno cutseo
d = facioe de dluodn fver nunersl G 2 1)
10. INFORME DE RESULTADOS

101 Informa como NOMErD N OB MICIO0IGARSINOs PO QMO 0 CM' d8 MUEEt LEIandD S0
s Clias wgrilicalivan. sogun ko ndicady en o numecal B 1

10.1.1 Bl resultndo cblericdo an of memplo indicado en § 1.2 se sxpresails oo s siguientes manets
N demuroorgansmost oo’ = 20 s 107

10.1.2 £ resutaco cbtenco an ol semelo indicado on § 2 1 so expresaria de la sigaents manera
« Ny do mcroorgarsamcsy dem’ = 131 10

10.1.3 El resctocty obienco en o spenpio indicado &n 8 2 2 se sxgresatin 08 ln siguiends manes
Ny de mvoroorgorysmosg ocm’ € 1,080
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APENDICE Z
Z.1 DOCUMENTOS NORMATIVOS A CONSULTAR
Norma Téonce Ecuatonana NTE INEN 1 525-110888 Conr morodoidgon o8 08 almenias,
Freparacan de medos o8 oUWV
Norma Técrsca Ecuatonana NTE NEN 152921888 Conby microovoidpeoo de /o8 akmerros
FrROaransn 0o MumSIRS
Z.2 BASES DE ESTUDO

lMWl&MG'ﬂNWrmVMd and armal
fooctrg LTS - Genersd nies Ay marchwoges smamiwions  Internationsl Oegarzation for
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INFORMACION COMPLEMENTARIA
Dhox aamenter T CONTROL  MICROMIOLOGICO  DE  LOS Célign:
NTE INEN ALIMENTOS.  DETERMINACION DE LA CANTIDAD DFE AL 0105303
15265 MICROORGANISMOS AEROIIOS MESOMLOS REY.
pC F
REVISION
Fecha de auctacsin Jel enuds Fecha de apecbecsn anterice o Cimeno Duective
Obomlizscion oon of Cardcter de
poy Acsamdi N e
pubhicndo en el Regmaro Ohaal No £
Ferha d2 tucsaon &l sauho

Fochan e commia pebthien o

Chomite Emdermo ded INEN
Focha de mumcon 20050112
Tntegranies del Comang Tntesiin
NOMBSRES

Dy Ry Gallegss (Presdenta)
Dra. Hipetia Novas

Ix Thge Aynle
Ing Ok Arteags | Secreture T eanmey)

Fechua dv aprvhacaon. 208.01.12

INSTITUCHON REPRESENT ADA:

DHERECTOR DEL AREA THONICA DE
EERVICIOS TECNOLOOKOS

AREA TRONICA DE SERVICIOS
TECNOLOIOOS

AREA TECMICA D CERTIFICACION
ANEA TEONICA DE NORMALIZACTON

Otros tramites

T Coveyo Divoctive del INEN apeobo exle proyocts de norma o sesecn g¢ | J005. [0-36

Obenhmads como  Voluntarm
Nagasto Oficaad No. 10N de 20060116

e Aardo Minssteriad No Un.008 de 000107
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I ttitn Foestertang de Nomeadzacsar IMEN - Caxita 1 7-01- 3068 - Ragaan Moreno B8 29 y Amegrs - Cutd Eoendor - Prafytese & aprodeccicn

o INEN ki

Norma Tecnics CONTROL MICROMIOLOGICO DE LOS AUMENTOS. NEN 1 5295
Ecuatoriana | DETERMINACION DE MICROORGANSMOS COLIFORMES POR
Oblgmora LA TECWICA DEL NUMERO MAS PROBABLE 1000 a2
LOBJETO

11 Esfa romma estabiece @ Wonca oo AuneD A piobatie pars W delormeacidn  ow
MEINIGATAOOS Cotormes.

2 TERMINOLOGIA

2.1 Colitcrmes {cobl serdgenes). Bacterins o 1ormma Badiler, (ham fegateas. aoritans y o iy
tacutaivas movies o MOvios. N0 EEPOTLIBCAS QUD BN EIESENCA 00 Jakes DEANeS U CINE Agenid
SHOCVOS QQuivaenios fermentan 13 IBCIosa Con Profuoson do 3000 § §is Cuands Se incuban § 30 &
1C 108 procucios IWlegueidon y 4355 1C 1os [rOOUCINE GUN S8 MANSRS I InEpicaie s anbinnts ¥
sa Utlice of medo y méocn desorin. Este grupo &5 UIIA00 0omo sakcadnr del rada de igene

2.2 Recwenio do coddormes. E3 ln detorminacion del numeo do coldormes vablas por gramo 0
e’ g s 0o Mimenc

3 RESUMEN

21 E1 miado se basa wn le detenninacitn del imerc mia probetde (NMP) por (e thonics de
dhckn un o, ioando o meda Mguo sectvo Geldo wwrde Srllantn bl lactoss o simiee
parm @ ensayo peeTuntivo y K03 Nibos Quo presentss gas 5on corfirmados en ager Eosina azul de
mottons (E M B, La temperatun de incutacde para o ensoys presunivo y condermatve es 30 ¢ 1
T pon precuctos mirigendos y 35 1 1 'C para rOduCIon GUO 98 Bantieren A BMDeAtin anbients.

4 EOUIPO ¥ MATERIAL DE VIDRO
4 Equpo wsudl en un Inderatonn morabologco. En parbaule
1.1 Pipetes sensiogicns de punta sechs oo 1. 5y 10 om” grackiaaas e 1110 e uridad.
4.1.2 Cajas petn
4.0.3 Tubos ow 150 x 16 sun y de 125 x 12mm
4.1.4 Tubos Ourhan 0w 50 & 6 son
4.1.3 Edenmoyer 06 500 y 1 000 em’

. LT
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4.1.6 Frascos e boca ancha de 250, 500 y 1 000 om’ con 1apa de rosca aulociavabin.
4.1.7 Asa de woculaoon

4.1.8 Gracitas

4.1.9 Balarua do capacidad ro infurior a 2 500 g y do 0.1 g de sersibiicad

2.1.10 Incutiador raguiabie, ranga oe temperalua do 25 TO £ 10

41,11 Autochave

41,12 pH-metro

5. MEDIOS DE CULTIVO ¥ DILUYENTE

51 Caldo verde britaste S actosa (SGBL); war DIepaiacion caldos de culliva o e Noema INEN
15291

$.2 Agr eosina azul g0 meblens (EMB), ver prepardcdn agares on 1a Norma INEN 1 5291
5.3 Solwodn de Peprona al 0, 1% ver prepanodn diluyortes en la Norma INEN 1 5281

6. PREPARACION DE LA MUESTRA

.1 Proparir |7 Muosts 30000 LnG ov 15 procedimianton nocacos A0 i Novmy INEN | 520.2

7. PROCEDIMIENTO

7.1 Inmedatamonte despuss do realizadas las diuciones con una ppota eswil tansters | em’ de ln
diucion 10" & cada uno de los tres tubos que contengan 10 cm’ de caldo BEBL o smdar (5. 1)
(V¢ OBQUema 1),

7.2 Con olra fueva pipota estord, transtork 1 om’ do & dilucion 10 * en cads uno de los tres
wibos que comengan 10 em’ del medio. Procede: de igunl manera con ciras diucones.

7.3 Ircubar fos tubos 4 30 ¢ 1'C pam prodactos refrigorades v 35 & 1'C para producios Que 50
mantiene a lemperatura ambsonie por 48 horas.

TA Transturidas fas 48 horas anctar e cata Glutdn Como plesunos POGAVOS 1000S 06 ROOS Quit
presoniun crecminnta con produccitn suliconin de pas como pars lener ol forndo concavo dol tuvo
Durran
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on docr. ol menmco Segarks Nasta donde Bs paveces ool LOO se hecen parskins. Taerbide se consden
COMO pIesunto pOsitvo & of wbo Durhan conbens mencs gas ol indicado, pen Al golpow
delcadaments al Ko de cultwo hay dosprendimionto do burtus. Solo 1 turticez ne es indicasivo do
U DSt DOtV

7.5 Agtar cada wro de los 10bos presuntamente Posivos y con un asa de inoculacan a parir de cada
uno de ellos sembear por asfria en I superfice de places ndvdudes secas de Agy EMD (5.2} dertificar
las placas

7.8 Inverth tas pracas @ Incubartas 2 30 = 1 'C para producins refrgerados y 35 = 1'C panm producios
que se mantonen a temperatura ambiorie por 24 ¢ 2 horas.

7.7 & 3 jormino del penodo do Incubacion hay desanoio do calomas (actosa postvas Be cusles son no-
PFas O POSOen Cuniro 0sturo con perlonas rarsparontes incokyis O Bien coloning mucoxdes do cokr
1088 raranja. confinnen Ix presencia de colliormes.

7.8 Do cada diucian anotar ol namorno de tubos postives confirmados de colformes.

8. SELECCION DE DILUCIONES

8.1 Elogr la dhucn mas aka on la gue B presencia de colformes ea confemacda o0 tres ubas y Ins doa
diluciones wpenores mis prowimas. Por spemplo, o1 4 diuciones 107 y 107 prestetan renultados
poAEvOE Confrmados on los Yes bos, 14 10" presenta un bo y 1 A 10 reguno, ancty ke
TRSURRSOE 30 kR GGG MANErE:

10'10* 10" 1w

NV1N M A
Las dlucones olegidas serdn b 107, 10,10 cuyn retacion de 100s posiives ¢ 3-1/0 guo 500N I
Tabtéa 1 o comeaponde un NMP do 43,

82 S ninguns de las iucicnes prasenta el WEOS pOstives confinados seleccions U ire (Ruciones
il altas CoN MoUN WO POMING. Por @emiio. 56 TH0e F Sguentes cans:

10w’ w' 1w
2923 13 1A

Lan cHuoones Que cohon sor sokccnadan $on las 107, 107 y 10, dando uma combinacidn do Aos
posknvos e 2141 gue segun i Tabls 1 ke comespande un NMP de 20.
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9. CALCULOS

9.1 Cuanco ias tas diuciones decimalns sucasvas 3on ins 107, 107 y 10" y 3¢ hin inocutado 3 alicuotas
da 1 em’ do cada una de ostas. anotar la relacidn de lubos positives confimmados y vor en ta Tabin
1 o eapectvo NP & e’

$.2 Para caloudar of NMPg 6 6m' cuands se inccula tros alicuotas de ' om' do mis do bes
diluciones decamales sucoaivas, mutphicar el NMP por el factor adecuado: 10, 100, 1 000, etc.
Por wamplo. 8l K8 tubos seksccionadon comesponcen 4 ks dhcomes 10° 107 y 10% multiplicar
por 100, multplical por 1 D00 & las diluciones seseccicnagas son 10° 10" y 10% y asi
SLCOSHUMaeY.

Completande los eermpios do los Mamalos 8.1 y 82 teremos respectvamecto: NMP de 430
colformesig 0 e’ (43 x 10): NMP do 200 coliformes/g 6 cm’ (20 x 10),

93 Pam ol caso de producios con ba@a canga microbiana se puede wilizar sohoones mas
concentradas. En eale caso, dvich #f NMP para o inctor adecusdo. Por eyemplo, si al moodar 3
wicuotas de 10 cm’ da la ditucién 10, 3 alicuctas oW 1 om’ e 10’ y 3 licuotas de 1 cm’ on
5 107 50 coteng uma relackn de tubos posiives oonfirmados de 321, & onta refacion e
correponde un NMP de 150 que dvidido pam 10 se cbtione un NMP do 15 colormes’g 6 on” do
et

9.4 Mayores detalles vor o0 la Noema INEN 1 5294

10. ERRORES DE METODO

101 & AMP as realmente una estmacion del nimaro do bacterias mistentes an cualguns MURSES, ¥
o5la estmacion esth sujela o erroees Inhomeies ol mEtodo, aungue 530 N Invalida la Idonexdad de n
prueba parn deteciar i cortameacan

10.2 Las combinacones de 1ubon posives do s categoring 3-4 y las qua no Bguran ol Tatk 1,
500 Imury paco probablos y no pueden sorvi do Sese para deodr. devolver yo rprocosar of prodocio

103 Cuando hecuentarmania 30 ODINNGAN COMDNASIONSS IMProDabion. rovialr Cucacusamenmo of
matode y elmingt fodas las peobabies causas de eror (mozcie debcionte de ln muestra o
diuciones, presenca de ntitsdores 00 ok Fimentos, ofc )

11, NFORME DE RESULTADOS

11.7 Reportar: NMP de coliformas'g 6 om” oe musstra

11.2 indicar ol metodo de ensayo Mencionar cualguior condeion no especificada an esta
natma 0 considecads come opoonal, asli cumo cusiguaer circunsiancea que pueds haber miluido en of
MR, Inciulr looos los detalios g Idenificacdn de & muosiia.
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tren alicuotas de 1 em’ por dilucion.

TABLA 1. Indice del NMP de bacterias cuando se utiliza

m UM NYM-=M NYMS = NY~NS ~ANT - -
~225 AARRs IS8R BEERR RySRY ¥

2F
m B985 ~maen areSe ~En2R 2REAE B

mo
umd pnave nIzex 2RRER 233e® s323E 8
~w Br-00» OmQO0r Q=m0 "NO=~N OrNO~ M~

3
m%. OO0 ==NOO =="HNNO O0ww= NANNA®S »

8
RleOO -~ ———NN NNNAN ARAns anann n

(Contirua)
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DETECCION Y RECUENTO DE ESCHERICHIA COLI
PRESUNTIVA POR LA TECNICA DEL NUMERO MAS PROBASLE

1. OBJETO Y CAMPO DE APLICACION

ESla nooma roporcions un méloso para 13 Seteccin, recuenid y conlemacidn oe Eschencig coll
prosuntive por las pruebas boguimicas INVAC y la idcncs del nimero mias probabie,

El mdtodo Gescrto an esta norma sirve para determingt Eschenchin cod presuntva por i onca
Gl NGmere Mk probabile y s proshas DIOGUIMIcss canfimascrias s

o productos destinados ol comsumo humane y s alimentacdn de o8 animales,
o Muesines amblentales an of AmBio e & producodn alimentaria y manpuincdn de almenios.

2. REFERENCIAS NORMATIVAS

Los siguienies dooumentos e Su INGGA0 O an pane, son NdRponsables para la apicacidn 0w
esle documentd, Para referenciss  fechades, solamenns aglica B edicion ceada. Pa
relorencias sn fecha, apica a Uma edicion (ncluyendo cusiquier enmienda)

BOTS 11133, Mcrabology of food and auma edng sty - Guanines 00 roparaton and
prochacbon of cutiure Mmedi - Part 1) Genorsl Quideines an Qually assxance R Ihe préparabon of
Crftune e i Mw Mboratory

NTE INEN-ISO 4831, Confrol mcroduaiOgoo 0o Ios ahmentos - Dedirrranacsd do meroorpaniamas
colfornos por ks Monics dof ndmoero mas prodabie

NTE INENJSO 68571, Moroboiogi @ (o8 almevios D 0ONREN0 Nameno y avmad -
Proparscidn do s MUREYas 00 ersayt, MARenN0n inicinl y (Nucones docinales pws cxumen
vroNoiogico - Fade 1) /eglos Qenoraes para o pvepavackin de (o suspensidn isck y lae
Cones dectnales (IS0 685711999, 1DT)

NTE INEN-ISO 6887-2, Mavoliclogia 0w 108 slvnwiios AWs CONsumo Hmeio v alimetasion
- wummam SUARenSOn Mvoky) Yy Cones deceniaies parn

SXITEN ISrbOICe - 2. oplas 83000iScas pave i DEDVICK 08 CaMe y Aoduckos
mqmmnmon

NTE INENJSO 68873 Mcroboogia o 05 almendds pava 0ONSum0 humano y animal -
FIROARCION OF (RS MUSSYas 08 Snsays. Suspensin incial y cTRoones Jecmales Dar aramwn
AVerotNaidgico - Parde 3 reglas espaciicas pars o prepanscdn de pescados y prodkcios de a
pasch (150 6887-2: 2002 1DT)

NTE WNENJSO 38874 Mooondgia o0 105 aimevdos pars CONsAmd Mamana y  aema
Prepanscadn o 188 MuSYES 0% SNdayQ. SuSDENLON NG y IUOONSS CECIMales Ol Scamsn
NCTOOIIOGICD - Pade 4 rogias especilices pard & pragavackn de productos autinios a che y
Mﬂm came y prodcios CAMIOOS y, Pescacon y producton o M pesca (15O 6887-

NTE INENASO 6837.5 Membologis do s albmendos pavg CONSWmo Aumano y ammal -

Proparscidn 00 a8 MUesias 08 SNSay0, SUIpensiin il y ARCIONES (BCAMARS DO Sxamen
worl;un! mmmhthymwm

NTE INEN 152681, Condml imeraioligico dn ios almenfon. Frepamcitn s medios de culthe y
rpactvos
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NTE INEN 1528-8, Controd micrabitgioo de Jos aimenios. Determinacedn de colftrmes fecales y
£ coli

3. TERMINOS Y DEFINICIONES
Para la apicacdn de esta norma se apican 2 siguenes Wyminos y delnicionex

b
mu

Bacietia partenscente # grupo de los colformes fecales Capaz de fermestar lncloss & 44 °C con
PrOuOciOn g g 65 Capaz de produck ncol A pantic de Mpldtano, reacciona positivmente & la
pruelis de roj de metio y negativo o la prusta de Voges Proskauer y no usa ef Gizalo COMO rica
fuorie ou carbona

32
recuento de Escherichia coll presuntive
Numen mas probabie de Eschercha coll por mitiro © por gramo de & muasTa analzaca

13

MVC

Grupo de pruetas ullizadas para @ dentificacidn bacterana. Se compone do cuatro proabas
ncet (1) Roio de metio (M), Voges-Proskauer (V) y Citnto (C) £ resulact de esie lesl s sxpress
meciante 3iMboios de pasitive O POgaiive (¢ 0 «) segun o resultado de oada prueba,

34

Mtodo del numero mads probable (NMP)

Estiratega eficends do estimacon de dersidades poblacknales especalmente cuanda una
ovnhancon cusobintive e couias ndividusies no as tchibie.

4. METODO PARA DETECCION Y RECUENTO DE Escherichis coll PRESUNTIVA POR LA
TECNICA DEL NUMERO MAS PROBABLE

4.1 Poncipso
4.1.1 Método de deteccion de coliformes

LOS WDoS Gue pESAnien OpeIed 0 produccdn de gas an 4l medi) Soudo O SNNGUECKTIMMD
selective y ouyos suboulives han producido gas en Caldo EC @ indal en agus de peptona a 44 °C,
5S¢ ponwders gue contionen Eschenchio ool presuntiva,

4.1.2 Motodo de recuento

B numero mas protetde de Eschoriohis cof prasuniivie. ef dalominedo por medo de i abie
NMP (ver Aneo A), scorde Con of rumero de tubos can medos de concenyacon simpls 0 doblke,
OUyOs SubCultvas han produciao gas en ol cakdo EC & ndal en agua de peptona a 44 °C

4.1.3 Pruebas IMVIC para determenacion de Escherichia colf

La detmwacdn  de Eschercig ool se realuzs medante a aphcackin de las prustas
Bioguimcas IMVC.

4.1.3.1 Prueba de indod. Detorming & I Daciona poses und onzima (Inpifanssa). Le wpsatanasn
Padrolize of tnptdfano en Indol y slanna Bl ndol se Getects ompleando on feactivo especifico

(REactve 00 Kovacs) B! 1iplofano 1onme pane o8 6s pegtonas dsl madio. Eschericing cof &
POSND & la prueba de ndol

4132 Prucbe de rojo de metilo. Detecta ' fermentacdn dodo-minta Se acumulan dodos
(D0deco, Memico. ot ). relatvamento fueries. roducwndo of pH dul Mot entie S y 4. Dcho

RUALR L) 2

112



NTE S&EN 15088 PALS

cambeo de pH o delecta afladendd un indikador (rofo de metio) & cultive. Eschencia col es
PO A ln prusbo te o0 de metic.

4133 Prueba de Voges Proskauer. Detocta la fermentacidn butanodoica En esta
formentacidn so producen manor cardidad do Addes que on & farmentacion Acdogmixta, y una
@ran cantidad de butsnodiol. Medants 105 1escivos. afs-nafol @ hdrdedo oa polaso (KOH) ¥
40 %, se detecta o presencis de un precunsor del Butanodiol (scesimeticartinot 0 acetone) La
sculoing an presencil du oxigena s ool & discetio Bl dacutio orgne e colonstion oga W
roocconar con los resios guandinicos de algunos aminododos de la peptora del medio (E)
Argring). Eschevicing col 3 negabiva i 13 pruets de Voges Proskauer

4134 Prusba de citrato. Detarmna lé iiizecion def citalo comb Gncs Narde de catono y
erevgin. Se wuiitza ol medo de Smmons que corsisie en un Medo sAhdo con Giralo SO y un
Indicador doidobase (azul de Dromotimal). En eslo cano 56 Selocts I Mcalinumcon dol media por
ol consumo del Glrno, Eschencivs cof e negatva & I prustis e ciralo.

4.2 Reactivos y matenales

4.2.1 Medio de endiguecimiento sslectivo (Culdo de lawl sulfato)

TABLA 1. Composicion del medio de enngueciniento selectivo

Comgpanente ‘2) Medio de concentracidn | b) Medio do concentracion
Vi doble m..ﬁ;‘_.«
= 2 b
“Fostalc monoacao de potaso Ui' 2189
%“m de pomso 559 750
mamm 60g 50y
M oo do  so00 029 019
gy T TO0 AL
42.1.1 Preparacion

Dsolver los componenins dal meso complets deshicestodo an agua, por calentamientn 5 e
recusarno.

Aust of o 5l 88 necesaro, nmumnnmuutnu‘cu a
"CLos leadtivos afadidos para ajusty ol pH se pueden utEzar segin

fatricarte. so mcomends usar Ndrdido de sodio (NaOM) (4 223) 0 dado dorhidico mu)
(4 2 24) 0c concemmoon 0,1 moliL, segin sea e casa.

En @l caso det madio de conoconirackin simplo, dspensar of medio on cariidades de 9 ik denro
o0 Whos v 18 mm x 160 mm gue contengan fubos Dutam, En of caso ool medo de
concentraciin dotile dnpensar of medo on cantidades ge 10 mi. dentro de fubos de 18 mm x 100
e que comengan Laos Durtuen.

Estariizar por 15 mn af un sutociawe (4.3 1) 121 °C, con uni peesion do 103 4213 Pa (15 P81

Los uton Durnamm no 0eben contenes Durtasss 00 &ra despuds 00 W wser i zacicn
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422 Caldo EC
TABLA 2. Composicion del Caldo EC
 Componenis Canticad
Trpina gam_
___ Sules bliares wo.d ng
MM‘ 4 ']
_Fostulo dpothsco WHPO,) | 1,59
Clonuo e 5030 (NACH) 509
Agia desidata 1000 mk.
4221 Preparacidn

Dsohar o8 componentes dol medo camplelo deshidestodo an agua. por calantmmento M od
Mecosanc

Ajustor of pH, Si £3 NecEsano. amumaummlﬁ’cautna
‘'C Los mecSvos Afadoos Dars ajust ol pN 86 pusden Uiz segun W especicacdn del
fabricarts, 30 recomienda usar hidrdwido de sodio {NaOM) (4 223) o sodo dochidrico  (HCH)
(4 2.24) 90 concammcadn 0,1 mobL, 5600 560 of COB0

DRSDENSAT #] Mae o0 CANLARIHR G 10 Ml duntro o8 RIDOS dw 18 mm x 180 mm qus coninagsn
ubos Durham

%ﬁhwismmnmwlnlﬂ‘l *C ., con una preson de 103 £21 3 Pa (18

Los luton Durham no deben contener Durtuyas 0o e sespuds de a eserlizacon.
4.23 Agua de peptona Bore de indol
TABLA 3. Composicion del agua de peptona libre de indol

_ Compaonenie

. Peptons 100g |
Cloruro oe sodo (NaCT) 0g |

| Agea gestiada 1000 mL, |

4.2.3.1 Preparacidn

Dolver 108 compononies 0ol MBS0 COmMPIeIo deshoratndo on Bgus, Por calonamonto B o8
MeCosanoc.

Ajustar of DM, d-muwuma-m-ntaut.a

«zmmmotmmmum
Dspansar of medo an candtedes do 5 ml & 10 mi deniro de lwbos de 18 mm x 180 min
Esterihznr por 15 min an una sutoclave (5 3.1) & 121 "0 con una peesidn de 103 421 3 Pa (15 P51

&gfmmumamuuywmumm
1 N

4.2.5 Solucivn de rojo de metilo, ver NTE INEN 1528-1,
4.26 Solucion do creating af 0,8%, vor NTE INEN 1520.1.
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427 Salucion de a-naftol, ver NTE INEN 15281,

4.28 Solucion de hidroxido de potamio (KOM) al 40%, ver NTE INEN 18281,
4.2.5 Agar citrato de Simmons, ver NTE INEN 1526.1,

4.2.10 Solucion de alcohol celona, ver NTE INEN 1520.1,

4.2.11 Solucion de cristal de violeta al 1 %, ver NTE NEN 1825.1,
4.2.12 Solucion de fucsina basica al 1 %, ver NTE INEN 1529.1.

4.2.13 Solucion de hugol, ver NTE INEN 15261,

4.2.14 Reactivo de Kovacs, ver NTE INEN 1528-1,

4.2.15 Agar nitritivo, ver NTE INEN 1528.1,

4.2.16 Agar de cantaje en placa (PCA), ver NTE INEN 1529-1,

4217 Agar de eosing anul de metilo (EMB), ver NTE INEN 15281,
4218 Agar cristal violetaojo neutro bills (VRB), ver NTE INEN 1520-1,

4.2.19 Tubos de ensayo, do demansooes do sproxensdamenrts de 10 min = 180 myn y 18 men x
120 mwn 0 20 mam x 200 mm

4220 Tubos Durham, deo lamafio adecundo para que pueda colocarne dentro de los lubos de
R0

4.2.21 Pipetas pars entregar (TD) 0 plpetas automiticas, Gue Wngan una capacded nominal de
CimLatmiyde YmLatOmb

4.222 Asas de muestren, hechas de plabnodndo o mquelicmmo, aproomadaments de 3 mm de
camelro 0 g8 10 ul. & 50N 350 sSlSMes desachaties

4.2.23 Hidroxido de sodio (NSOH), de concantracion 0.1 (molill)

4.2.24 Acido clornidrico (HCT), de concentracion 0.1 {mebil )

4.3 Equipos

Se MQUenen 10% EGWD0S USACOS COMUNMENts o ol WHOMIDND Je MICrobIiog ¥, &N DaFtiour,
los siguanies:

431 Aparsto de sstenlizacion seca (estufs) o estarilizacion hameds (stoclave)
432 Incubadors, capas de cporr 4 17 'C21 ' Cy8a'Ca1°C
433 Bano de agua, Gaouz o8 mantenerse 4 44 ‘C =1 °C.

434 Potenciometro, que g uns resoiucdn de 0.01 unkietes dé pH y una sactiud 0e &
0.1 unscades On pH 2 25 °C

435 WMechero de Bunsen o cabina de fhugo lanminar, clase |
4.4 Prusba de calidad del medso

Para prober of rendhrsento v aseguramiento de ta calidad del medio de culthvo se puede usar Ia
SOTS 11133

RURL L) n
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A5 Preparacion de las muestras y de las dduciones

So proparn y luy® 1 Muesie 0o SCU00 & OGO § A2l Dl ANMONtoS 00 CONBUMO
humano y animal segun NTE INENJSO 68871, para caime y producios GHmico Segun

NTE INEN-SO 6887-2. pars pescacos y producios o pescs segin NTE INEN-SO 6887.3, panw
leche y productos Scieos segin NTE INEN-ISO G88T.5 y pard otros producias dferenies a s
actenommarte Glados segun NTE INEN-ISO §8874

4.8 Procecwmiento
461 Mitodo de deteccicn

Agregar 1 mbl de susperssdn inical 8 9 mi de caioo unl sultie (medo de snngueckmato
selochivo) de concontracion sample (4.2.1) 0 10 mi de suspensidn imcol a 10 mL de cuido lawaw
sultato de concentracan doblo (4.2.1)

nouby 0% bos & 37 °C 2 2 h por 26 I & o w0 chserva opacdad i productdn de gas noubsr
bt d8he 20

NOTA | Fers matacos wems o 790 38 ncitaceds scrwnabe s 48 b 21

NOTA 2 Pass sigunas prodetios dciecs como I tcsacra, o Tuto Durtan posde pegarse = Ia paw infleror de e
WB0S G0N PG M SCGQUECITID BeTIVE. N et Bl 2ero00 G MOS0 e NI Ofecei [ee) e
srodocodn de gas nocer © wetie EC tor ow saido § oroceder conm se detetls on = smic sganrts

Los wd0s que pretentaron opacadad 0 presencia de gas se deden subculivar, INOCUlando con un
a5 e muestred [42322) & wn lubo que contiene Calda EC (medio Squido setectivo) (42.2) &
ncutianios &n el tefio de agus (433) 0 en s incutwdons (32184 ‘Cpor 26 h 2 2h Sino se
cbserva ia presentin o gas extender | NOLOACON hasta48h s 2N

NOTA T Farm mathces es. & Berps 0 rasbaoier sorsaete s 2 h 22 6
4.6.2 Pruebas IMVIC pars detarmenacion de Escherniciva coll
A NS MuSSras MIEMEs Gue S8 ha aplicado o procedmiento Glacs en 461 y fen mosrado
presencia de 0DAOOAT y gas, Sambr POr esinackn Con un asa en una placa ndwidual de agar
aching and de metlo (EMB), 0 sgar cristyl volntarco restro biis (VRB) previdmano sech o
\dontficaca
INCUbar IS plachs rweicas do S C o )7 "Coor 26K 220
Para confemar & presencia de Eacheachin co0 0= cada placa escoger 2 # 3 coloras ten alsladas
¥ lipicas inegta 0 nuclenda con Do verde metdico do 2 & 3 mm 0e Gameto). y semibrar DOf
estrackdn con 0sa en tubos de sgar de contaje en placa (PCA} o agar nutitive ncknado & ncubar
eadivos e IS*Cal7Cpor 4h2 20

Tomar coloniis Gue AN Creckio an jos Medion Siados antencrments v spiicat Srckn Goaen, & s
crlonies que sean Baclos grivn Negativos Ne saponuiados. Jtlzanos para las prusbas WG

El procadumientts pacs WS crusbas confimasonas NVIC &5 of sguerts.
4.6.2.1 Prueba pars determinar b produccion de indol

Subculinwr moculanto con un asa de mussirso (4 2.22) & @ DO CON Bgus de peplona (42.3)
peocalentaca 0 44 'C inoubar por 48 he 2 hadd 'C

Agregar 0.5 mi del mactivo de Kovacs (4.2.14) Mezolar blan y oxameae después da 1 min La
PrEsancia 88 un color (50 en o faBe MoohNtA Ndcs | produccidn de indol
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4622 Prueba de rojo de metilo

En un tubo con calido MR-VP (4, 2.4) inocudar of cultivo puro  uthzando un asa (ctondo del wbo
cuzn-awnmmnmmwu ncubor de I5°C ad7‘Cpor M40
£2n

Agregar 3 gotas e soMOON G0 140 ot metio (4.2 5) merdr ben. S ef oultivo s& e 1ojo s
Proobs 95 POSEVE & hary vicsie 0o color b smankc 18 Drouba es negatva

4.6.2.3 Prueba de Voges Proskauer

En un uibo con caico MR-VP (4.2.4) Inccuter of cullive puro  utirando un ass (cttendo del tubo
= agar de contaje en placa (PCA) 0 agar nutrivo incinado) incubar de 35 °C 237 'Cpor MK
22h

Luogo ool periodo de noubacin agrogar 2 gotas oo soluckin de omating o 0.5 % (42 4) 3 gotas
o solucdn de a-nanal (4 2 7) y 2 gotas de Ndrdaddo de potas (WOM) al 40 % (4 28)

Observivr despuda de 15 mn & rmacdn de un color roeado o rojo beflane, ndca un resutiado
POative, Cas0 CONIND &% negativn

NOTA  Cararaioemn Geaputs 5 5 ur g6 0 Saarvd o sl posiivi
4.6.2.4 Prusba para & utdizacion de carato

Semboy en un Wwho COn g CaD e Simmons (4.29) Incinado un #sa 2on cultvo
m”'c u;:ao;n-am‘ en placa (PCA) 0 agar nulrivo intlinndo), ncuber de 38
L] por t2h

L3 prusha €5 pORtVA CURNGD 58 COSGNEA UN Wiae g0 coior ool Medo da verde & axul, caso
contravio #s negativa.

Considerst como Exchenchve coll 8 08 micooiganismos Que presectan las  sgusenies
carcteristcas. bacion Gram megaivos, O esporulaion que producen gas A parte de I
formantacidn de la lsciosa y cumplon los rmsutados a las proobas IMVIC sogun |a tabla 4.

463 Matodo de recusmio

Eslh previsto, una sene de e lubos e caoe AlOOn, S &8 NEOMIND. 38 INGAN Une sane de
o Whos (vor Anexo A) para MANScos vivos U OUos productos especiales. 0 Cuando 5e reguen
parn fener ung mayor axactitud de rosultados

Toma wes LLos On Medo 08 SNGUecimento selecive (Caido el wullaio) de dobie
concentracidn.  LSIce una pipeta esiénl 0 porda esténd pari posta msomatca, ransfien & cada
G0 do estos bos 10 ml de susponscn ncisl Estas poroones e enssyo comesponden & 1 g de
muesira por tubo

o5

Luogo, tomar bos tubos de modio de ennguecimionio saloctive (caldo lsunl sultato) de simple
CONCANtTacion LUNiks uné peeth estdnl nuevi. iransierlt & ccs und 0w los tubos 1 ml de
Suspenson nioal. Estas porciones de ensinyo corfesponden @ 0.1 § de muesin por tubo

Cada una de tas deuciones tuturas (gual o 0.09 g 0,001 g. e, de muesia por o) proceder
COMO on o PASO Antercr. LSO uni Nueve POote DA Cada diucion O Durta estéct parm DHME
automiitica Cudadosamaenie mezciar ol indauso con of medio.

Incubar oa medios INoGuiedos de sempee y dable concentracan en e noubedom (432 e 37 °C
por 240t 20 5 no exsie presencia de gRa Inooul hasta 48 he 2 0

NOTA T Pars raracos whiss o Iego 28 Noubecon atecuadd Gele ber 487 3 2 8

RUALR L) ’
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NTE S&EN 15088 PALS

NOTA 2 Pan shyurem prodotion Moteos soove (8 cosera & Tube Dutham uode seporse 8 ie pate et do e
B0 (0N Fede 38 erQUACITEn) seactra (Tab Mt sutan | o deapeds de periodo de INGUONGEN se dlmerve
WS Pe0 00 (TORCTN e pas. Tecite & cads EC car sem cacn y acede come we detals en ¥ wpeents
ezl

Lom tubos de concanitncidn smgie o dotde que prossntan opacdnd 0 prasancis de ga visitie
deben sbcultivarse en Un lubo gue comenga Caloo EC nocfundo un asa de muestra

Incubar astos dubas inoculacos on bafo de agus (4 33) o en naubadom (437 add ‘Cpor 24n
2181 0O 58 ObSEVE Dossancal On i InCUbr hasta 4B N e 2 0

Fara marscos vives, of jotal e Sampo O mcubecidn dete surde 24h e 2 h

4.7 nforme de resultados

Bl pformne o sndlns gube cstalin

) 1008 |8 ImBcGn NEcosaNa Pars W OeriRcacOn compiots 0o W muesrs;

) ol método 0o OMma 4 MUSSIas VIZO00, W 58 CONGOe,

C) o M0 eMpleRdo, RATiendo referercii & Bsta noImE necional, &5 Geck NTE INEN 15295,

dl 0dos 108 delales epedmeniies N0 JESCIIOS 0N OMA NONNE NECIONEL O CONBUNAI0Y
opoonsies. junio con e detales de 10do bipo de inodencins que puteran haber nado scbre
ORIO5) NS MAS0(8 ).

0] ok resutnoos cttenicos en B prualia expresacios de B sguienie ManeTs segon of mésods

4.7.1 Meétodo de deteccion de Escharichia coli

Consicenar omo positivas @ las muosios tataccs acorde & 4.6 1 que han presentaco presencia

o2 gas an &l caldo EC y que cumpian con s resulados de Eschavichu cofl 8 108 prosbes IMVIC

Reportar & presencis 0 awsencla de Sschenchia ool poesundva o0 [a porcidn de ensayo,

eRpaciiCANGO |0 Mans #n gramos o & vokamen an Mlliros de i mussios ds snsayo.

4.7.2 Motodo de determinacion de Escherichia coli

Bl resutaco 08 8618 proeba 88 exress medants SNDOIOS e PORvD O NBJANVO (+ 0 +) Segun &

rosstaco do oada proeba, ver tabla 4

TABLA 4. Rosultados de Eschenchia coll a las prusbas IMVIC

Nombre de a Resuttado
prueba

Produccion o8

S -

Prusta 0o o

| e metio
Pruatba de
Voges- .
Proskaue
Utitzacdn de
citrato

4.7.3 Método de recusnio con la tabia del numero mis probable
Utlizar & tabla dol Avero A

EJEMPLD  Usansto s masns e sO00S y e tubon, en o 5575 o s Gans. o (iied de corfriaa wartan o 1) &
200 Eactwerchis cof rewurtivg por Famo por on NP o T4 00 Fastencig cof preserivs por gara y S d a 8
Esxtarciue ool pravurdus poe grae de un NP de 34 X 10 ExchercAs cof pesurtng oo rame.
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ANEXD A
(Intoirmativo)

TASLA AN vuuamnp:.oom"mumumd

% (tres tubos)

(Cuando s Utizan fres porcones de andises die 1 g, s 0 0.1 g y tres e 0,01 )

Numero de resultados Limiton de
POSItives por volumen de confianza al 98%  Indice do
noculo, mi o g Nup anomata
oo | oo | ™% IO i [vperor

“ M' 0 1 ’ﬁ

030 043 004 i3 0.0%

0.4 o8| Z7 1.00

073 | =01 091 | 63| 30 | 6ed

3 I C N F LR Y I S
(K] 0T 6| ST oee

o2 032 021 40 1,00

14 026 04z 48 004

15 27 0.4 50 043

023 | o8 6.0 002

o o7 &2 0o7

0N | ol ey 1.00

083
oes| W8 | 106
-]

1 026 06

100

100

umnﬂwQUuuuuuummnmwd-‘oos

quﬂuqnq—-ﬁoom-oow-onno
u»-ou}—uuﬁaoaoeuo-ooq—noo

20

21

23

EY)

(%)

15

2 LY N

o8 | 097 @ T 23| w | 0o
AL} =
2 | “

24 100

R 17 034 (1) 0 100
110 = )

100

ndnu‘anuuqd‘.‘uanla{.ﬂn..n"{

|
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NTE S&EN 15088

TABLA A2 Valores de NMP por grama de muestra (Coco tubas)
{Cuando s wsiizan cinoo porcones de andkss oe 1 g, onco de 0.1 g y cnco de 0,01 g)

imare g resutndo] | Co0one clando dmerede |
posiivos e 2 | 3| 85 | 10 |295w|2esw2esw| 209w
9] 01 0 |8 000 | 065 | 0,00 | 093
0 o 1 08 2 2 2 1 1 000 | 005 | D00 | 083
[} | =] o 2 2 2 1 1 00 | 068 | COO | 083
o | 1 t |os| 3| 3| 3| 2| 2 | oor| ces| ooz | 140
o | 2| o|oear| a | 2| 2| 2| 1 |oor|ose| cox| 140
o 2 1 0,88 0 0 0 3 3 017 | 140 ] 008 | 210
o | 3| o |ose| o | 3| 3| 3| 3 |o0w| 140|000 210
1 0 0 020 1 1 | ) 1 002 | 000 | 007 1.40
1 0 1 0,40 2 1 1 1 1 007 | 100 ] 002 | 140
1| o| 2 ]|os| o | of| 5| 3| 3 |07 40| 000|200
1 v | o |o4]| 1 1 1 1 1 | oor | 110 oo | 140
1 | 1 00t 3 2 2 2 1 0w 140 | 008 | 210
1 v | 2 |om| o| o o o | 3 | o3| 220020
1| 2| o |os| 2 1 ' 1 1 | 018 | 140 | oo | 210
1 | 2 1 |os2| 3| 3| 3| a| 2 | o3| 2202|200
1| 3| o|osm| a | s | 3| 3| 2 |o03| 22| 00|20
1 3 t |10 o] of| of| o| s | o3| 22| 02| 28
1| «| o || o]l o| of| of| 3|03 22| 02| 28
BRI L) AL
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NTE EN 152808 X
TABLA A2 (conbmuacking
Namero de resultados| indsce n-m-' por sote .:....‘, : Limites de confianzs

pasitivos NP | 2 | 3 8 | 10 [298%|205% ]  200% 209 %

[] 2 ‘.! 0 0 3 3 3 04 25 02 34

2 2 o | o8| 1 1 1 1 1 | 034 | 220 o020 | 280
2 2 1 12 ] b ] 2 2 2 04 25 02 34
2 2 2 14| © ] 0 0 3 | o8| 34| 0a | as
2 3 0 12 3 2 2 2 1 04 25 02 34
2 3 1 14| o 3 3 3 s | os | 3¢ | 04 | 44
2 4 0 15| o 3 3 3 3 | 08| 34| 04 | 44
3 0 0 ore 1 1 1 1 1 021 | 220 | 012 | 280
3 0 1 1,1 1 1 1 1 1 | o | 22| 02 | 20
3 0 2 13 3 3 b 2 2 0s 34 04 44
3 1 0 1.1 1 1 1 1 1 04 | 25 | 02 | 34
a 1 1 14| 2 1 1 1 1 | 06| 34 | 04 | 44
3 1 2 7| 3 3 3 3 2 | o8| 234 | o4 | 44
3 2 0 14 1 1 1 1 1 006 | 34 | 02 | 22
3 2 1 7| 2 2 2 1 v | o7 | 38| os | 51
| 2 2 20 Q 3 3 3 3 o7 39 0s 52
3 3 0 wvr| 2 2 1 ' 1 | 07| 39| o5 | 52
3 3 1 21 3 3 3 2 2 | o7 | 39| o8 | 82
3 3 2| 24| o o 0 3 3| 10| 68| o7 | 94
3 4 0 rAl 3 3 2 2 2 07 40 05 52
3 4 1 24 0 3 3 3 3 10 68 07 94
3 ] 0 25 0 0 0 3 3 10 68 07 04
4 0 o | 12| 1 1 1 1 1 | 04| 55| o3 | 44
4 0 1 1.7 1 \ 1 ' 1 | o8 | 34| o0a | aa
4 0 g | 2t 3 2 2 2 2 | o7 | 38| o5 | s2
4 0 3 25 4 0 0 0 3 10 L1 07 94
4 1 0 1.7 1 1 1 1 1 | 06| 39| 04 | 51
f 1 1 21 1 1 1 1 1 | o7 | «t | o5 | 53
4 1 2 | as | s 3 2 2 2 10| 66 | 07 | 04
“ 1 3 1N 0 0 0 0 3 10 68 07 94
4 2 0o | 22 1 1 \ 1 1 | o7 | 48| os | &1
< 2 1 20 2 1 1 1 1 10 60 07 ER Y
4 2 2 32 3 3 3 2 2 10 68 o7 94
4 2 3 38 0 [+} 0 0 3 13 0o 0oe 47
4 3 o | 27 1 1 1 1 1 1w | 65 | o7 | 94
< 3 1 33| 2 2 1 1 1 10| 68 | 07 | 94
2 3 2 | 39| 3 3 3 3 2 | 13| wo| os | w2

"
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TABLA A2 (conbmuacking

NTE S&EN 15088

47

“wy

197

w7

"y

4

84

w7

"7y

wy

70

200

30

80

a0

)

)

0R
09
05

o7

o0

14 | 200

o7
0s

14 | 200

21

o

14

21

15

w

0o | o9
0.0

1"ns | o

ns3
&8

68

0.0

ue

0.0

na

40

220

13
13
14

13 | 0o

14
oy

0
03
21

10
14
21

15 | We

22 | W8

34

23 | 20

Uimstes de
10 [285% (295 % [ 200% 200 %

1

1

1

Catogoria’ cuando el nuemero de
muestras paor lote examinado es
3

1

=

41

kR

12
15

n
"
7w

3
"7

2

NN SN TR ..

Parm une saphioanion de lus snteguiins ver (50 7008
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9.7 Anexo 7. Analisis organoléptico de las muestras

Escala hedonica

Malo

Bueno

Tratamiento 1

Muy malo

Resular

Muy buene

Atributos

Color

Olor

Sabor

Tratamiento 2

Atributos

Color

Olor

Sabor

Tratamiento 3

Atributos

Color

Olor

Sabor

Tratamiento 4

Atributos

Color

Olor

Sabor

Tratamiento 5

Atributos

Color

Olor

Sabor
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9.8 Anexo 8. Analisis de varianza

Frusba &8 Friedean

izl S e Weda [Ramas) .

SAEDR (T R i ¥ b
SAB0A [TH) W EE T AE
BABDR [TS) 53000 7 T AR
EABDA [TE) 13200 A7 T AR
EARIR[TT) 1400 M T AR
EABDR [TH) A0 LTI Y |
SA50R TR e 1] am ¥ LY
SAEDA |TH orm i T b
ZABDA T3 13,00 M T AEC

Medias con una lefra comin mo son sgnificatvamente dfereniss (p = 0.050)

Prusba <a Frisdman

Topipmusriz urma [Rawiny) Ve | Ry | L

OLDR [T7] 1mm LEF I AB
QLD ) el iE 1T AE
QLD [TH) 19200 o I ABC
OLDR (TE (LR ] in T AEB
OLDR {TT) m L) I KB
CLDR! {TE) wim i T AE
OLDR [T 108.00 L] I AE
08 (TH) 16413 e Eh L]
DLDR T3 . A I A B

Madias con wia lefra comun mo son sgnificafivaments diferentes [p = 0050

Froaba de Frisedman

Trdwreaetz Suma [Rarky) belesiin (Blpmin) -

COLOR (TT) LR L1 an &R
COLOR (T4} 180 144 i) AR
COLDR [Ta) 10000 L | T AE
COLOR (T8) 300 1E7 aw AE
COLOR (T LT ] 4141 an ABC
COLOR: (Ta) 10850 400 n ARG
COLDR [T 10720 1M T AE
COLDR (T5] 5.0 1= T AE
COLOR (T3] 11300 415 Kl ABC

Medias con una lefra comin no son significativamente diferentes (p > 0.050)
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Analisis de la varianza

Yariable H B* R" A5 &V
mg/ml Vit © 3T 0.48 0.16 1€.70

Cosdro & Analisis de la Varianes (SC tipa ITI)

F.V. 5C gL oM F_ p-valor
Hode Lo 3357€.37 10 3357.64 1.4% ©0.2294%
Tratamiento 33538.852 & 4192.31 1.%& 0.1378
Repecicidn ¥T.85 I 18.%3 9.0L 0.59416
Error 36007.48 1l& 2250.47
Toral €95E3,85 26

Tast:Tokey Alfa=D,. 03 [HS=137, 79413
Erpar: ZI50.4676 gl: l1&
Tracamiento Hedias n E.E.

Tl Zoo.xx 3 ZT.35 A
12 260,67 3 27.3% A |
T3 2T0.00 3 27.3% K
T4 27800 3 27.3% K
TH 303%.33 3 XIT.3% A
6 305.33 3 ZT-2% A
= A0DT.&ET I ZT.3% A
17 3. ET 3 21.3% A
15 LT.00 5 27.35 A

Medias som ums lebed somin =0 son sigeifisafivasents diferentes (p > 0.05)
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9.9 Anexo 9. Informe de resultados de los analisis fisico-quimicos

ANALYTICAL
@ LABORATORIES

WA Y

h!!a—ﬁgﬂ

[ DATOS DEL CLENTE }
Notve  lesdedenws l
Dvem cow Y
Tertee W lemem e ]
i — DATOS DE LA MUESTRA
Tgw 2 e | o Carvitna 1 A 200 ™
No. 6o mmsiren Tt} I ! A 2
esemw o ' Foweez arew "‘cn- | o ecepron | 0 oo Ve 3w J077 |
Latoctn de umres . fesizets ow o Clerts -"---n--—_ NA |
< R N.Wﬁ ”%T = -
Focma oe i e Aralan 0 ow Niays s 30T -}
Seifn ds Paipaiby S eniie Pl LS AS S SR 2
~ T A " - J, | = e
cuenTe ‘ una PARAMETROS weTooo [ RESULTADOS | Uness  Cammithoaces
UBAYOMLY  Ackber mEN N ‘ o ‘ - .
Jugs e |
Guandhene y | A V02 e NTEINENEO 1842 48 .
s 2013 20000
Mussirs 4 | { )
e
UBA 04N ) (Bohisos OEN I w» - -
| e )
T L e Sana eTAGES 00 st e L e ha
R L
I Nerwedwton WD« Mo Demaisss NA = Me aien
3 Exte mouts w2 el b tepei artie 3 AEURRD CON W Riee MY eRirde OUr pate S s
& L rlerreccs whacormde con e e vaseta Ae prpersmnade e of chemie T Lol te ru s ssapansaielies

B R e e e L R N T e S L T
o5 S e

SR Al e e Paghon t ot
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10.1 Anexo 10. Informe de resultados de concentracion de vitamina C

[ i —
Conn LA TR
o e mueetiee Vinwd) Low NA
Presactacon i Faece v e |58 e Maye el 2
Comcta on mre | Pesioade por ol Clarte  Facha oe camcn se messin
¥ e = Waveted %) | @
h.a.::::uh e  NaVesmiay T
Focsa da Fratamone sl adive 1 e Arws de 2002
5 ) ;
cLewTe oA PanavETROL WTO00 REBULTADOS  Lwisd | Cumvsteacde
mn“’;nn a3
Mo de SN
Guamdtiana y  USA 10041 AOAC 967 21
ot £ 3 Vitaming C (Votanenie) om
Pratanbnts UBA 10041
‘ w o ot
UBA 10042 e
—_—p. o AOAC 98771
Y uaa)
B “w Vitarning € 030
Tratasssts 2 m&m’ asm
| TUBA 1003 e
Ao e M
Guandbans y  UBA 10043 ADAC BET21
o muw Viemine € (Voumena) b
Tratmwanns 1
L - e el
eu-:n { w"&“ ARG 27 21
v
Wiw gy | Vewime (Varamera) hemiad
Tratemseto 4 UDA 10044 2301
(1)
UBA 10045 P
o.--:n TUBA 10048 AOAE 987 21
W | VnemmaC Vekmeriay | O3B
Tratamianto 5 USA 10045 03
ui.’:&u .”m
-—.:n m'!:i.nu AOMC 987 21
v
How ay | VWG Vohsraiia) | 030
Tratmewerto 6 UlA 10048
| we | 0330
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UBA 10047

I Jugode | e | o ! =

Guanabana y  UBA 10047 AQAC 967 31 =

| vt g | Vit Vohumewia) | 03®

|mr UBA 10047 03 A
UBA 10048 T '

; Jugo de ‘muzz | - - 2 |

Guanabana y 10048 | oo mine ADAC 1 3

| Kiwi | W | € (Vokemetrta) | 9390

Tratamiento @ | UBA 10048

| 1} -W * - - ”a . 3
UBA 10048

| dugode - e | ) .

Guanabana y | 10049 ADAC

| el | Nog | VemineC (Volemetria) | 03% | .

Tratamionso 9 UBA 10049

. wr ! | | e

| Observaciones

1 Lot mautados amtiios on eale $AOITS COMBSOONIen UNITAMMTTe & In(3) muestreds| seatxdan por & aboratono. No

NGO axlanEv0 8 Ouaiguer ote

2 Nomencistua: ND = No Detecisbie; NA. = No agice

3 Es reporte o Sebe i piodut e pRrciel 0 BIMente saepis con e Bpeatecitn shorla por pate e Whiratone.

4 L plomecdn relacioneda con s Woma de muessine fue proporconeds por of chents. £ Laborsiono no se rescorsaiics
ahmw:-mwnumupmpdu.yummmnuax
te les
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Facha o |inca 0% SN 30 de Wayo el 2000
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