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1. RESUMEN

El chocho o tarwi (Lupinus mutabilis Sweet) es una leguminosa que se produce en
la zona andina de América del Sur. Se caracteriza por su alto contenido de proteina, por lo
gue posee un alto valor nutricional. La bebida de chocho elaborada artesanalmente consiste
en un proceso en el cual se obtiene el extracto acuoso del grano y al aumentar ingredientes
como jarabe de jicama, cacao, carboximetilcelulosa (CMC) (estabilizante) y esencia de

chocolate mejora el producto final tanto en sus condiciones sensoriales como nutricionales.

Para el estudio, se determind los puntos criticos de control (PCC) en el proceso de
produccion de esta bebida y se realizd un analisis microbiologico para determinar si la

bebida es apta microbiolégicamente o no para el consumo humano.

Para obtener los PCC en el proceso de produccion de la bebida de chocho se realizo
un flujograma para determinar en base a un arbol de decisiones, cuéles fueron los puntos
criticos de control. Se evalud la calidad microbiologica de la bebida de chocho, aplicando
la NTE INEN 2390:2004, que establece los parametros especificos para el uso del chocho
desamargado para el consumo humano. Este procedimiento se realiz6 utilizando Placas
Petrifilm para determinar mesofilos aerobios, coliformes totales, mohos — levaduras,
Escherichia coli y Staphylococcus aureus. Para el control de calidad de las Placas Petrifilm
se utilizaron cepas ATCC en caldo BHI de Enterobacter aerogenes, Escherichia coli, y
Staphylococcus aureus entregadas por docencia de la Carrera de Microbiologia.

Como resultado, se determind que los puntos criticos de control en el proceso de
produccion de la bebida de chocho se encuentran en las etapas de escaldado y
pasteurizacion. Por otro lado, el resultado del andlisis microbiolégico evidenci6 la ausencia
de los microorganismos antes mencionados, lo que demuestra que la bebida cumple con

los requisitos microbioldgicos de acuerdo con la NTE INEN 2390:2004.

En conclusion, la bebida de chocho como producto final analizada en este estudio,
es apta microbiologicamente para el consumo humano; ademas la determinacion de 2

puntos criticos de control en el proceso de produccion.

Palabras claves: chocho, bebida de chocho, punto critico de control (PCC), calidad

microbiologica.



2. ABSTRACT

Chocho or tarwi (Lupinus mutabilis Sweet) is a legume that growths in the Andean
region of South America. It is characterized by its high protein content; therefore, it has a
high nutritional value.The craft chocho drink is a process in which the aqueous extract of
the grain is obtained and by increasing ingredients such as jicama syrup, cocoa,
carboxymethylcellulose (CMC) (stabilizer) and chocolate essence, improves the final
product nutritionally and regarding sensory conditions.

For the study, different critical control points (CCP) in the production process were
determined, in addition a microbiological analysis was performed to determine if the

beverage is microbiologically suitable or not for human consumption.

To obtain the PCC in the chocho beverage production process, a flowchart was
made in which it was determined, based on a decision tree, which were the critical control
points. In addition, the microbiological quality of the chocho drink was made by applying
NTE: INEN 2390: 2004, which establishes the specific parameters for the use of the
debittered chocho for human consumption. This procedure was performed using Petrifilm
Plates to determine aerobic mesophiles, total coliforms, molds - yeasts, Escherichia coli
and Staphylococcus aureus. For quality control of the Petrifilm plates, ATCC strains were
used in BHI broth containing Enterobacter aerogenes, Escherichia coli, and

Staphylococcus aureus, delivered by the professors of the Microbiology career.

As a result, it was determined that the critical control points in the chocho beverage
production process are in the scalding and pasteurization stages. On the other hand, the
result of the microbiological analysis evidenced the absence of the aforementioned
microorganisms, which shows that the beverage meets the microbiological requirements
according to the NTE: INEN 2390: 2004.

In conclusion, the chocho drink as the final product analyzed in this study is
microbiologically suitable for human consumption and in addition, two critical control

points were determined in the manufacturing process.

Keywords: chocho, chocho drink, critical control point (CCP), microbiological quality,

Petrifilm plates



3. INTRODUCCION

3.1. ANTECEDENTES

El chocho o tarwi (Lupinus mutabilis Sweet) es una leguminosa que se produce en
la zona andina de Ameérica del Sur. En nuestro pais este grano es cultivado en la region
Sierra (Peralta & Caicedo, 2000). Las provincias con mayor produccién en Ecuador son:
Cotopaxi, Chimborazo, Pichincha e Imbabura (Peralta, 2016). Se caracteriza por su alto
contenido de proteinas (Chamba, Suquilanda & Vasquez, 2016), por lo cual posee un alto
valor nutricional y puede ser usado como un complemento alimenticio (Universidad
Catdlica Sedes Sapientiae, 2015).

En el 2013, el Instituto Nacional Auténomo de Investigaciones Agropecuarias
(INIAP), investigo acerca de las propiedades nutritivas del chocho comprobando un alto
contenido de proteina. EI mineral predominante en el chocho es el calcio, con una
concentracion promedio de 0,48% y otros minerales como: fosforo y hierro. Ademas,
contiene un alto contenido de proteina y grasas (Tapia, Morén, Ayala & Fries, s.f).

3.2. CHOCHO VARIEDAD INIAP 450 ANDINO

La variedad INIAP 450 ANDINO es un cultivo de habito de crecimiento herbaceo,
precoz, con cierta susceptibilidad a plagas y enfermedades foliares y radiculares. El
rendimiento de esta variedad es superior en un 183% al rendimiento promedio de ecotipos
locales. El grano de esta variedad tiene un didmetro mayor a 8 mm, de color crema y
redondo (INIAP, 2010).

La variedad antes mencionada tiene un proceso de eliminacion de alcaloides, que
consiste en realizar tres procesos: hidratacion (14 horas), coccién (45 minutos) y
desamargado (3 dias con agua en movimiento). Ademas, se recomienda utilizar agua

potable y hervir por 10 minutos el grano antes de consumir (INIAP,2010). (Ver Anexo 1)

Los alcaloides se encuentran en una proporcion de 1-4% y general un sabor amargo
en el chocho y pueden ser tdxicos. Por lo tanto, deben ser eliminados adecuadamente antes

del consumo de esta leguminosa (Fernandez, 2017).



3.3. BEBIDA DE CHOCHO Y SUS COMPONENTES

La leche de chocho es una bebida natural que se extrae a través de un proceso
artesanal de licuado mediante el cual se obtiene el extracto acuoso del grano (Lita &
Véasconez. 2013). Para aumentar el valor nutricional de esta bebida se agregan otros
ingredientes como cacao, jarabe de jicama, estabilizantes y esencia de chocolate, que
contienen nutrientes como: proteinas, carbohidratos, fibra, vitaminas, entre otros (Rafecas
& Codony, 2000; Rossignoli, 2014). Los mismos mejoran el producto final y al agregar
estos ingredientes se pueden mejorar las condiciones sensoriales como apariencia, olor y

sabor del producto.
3.3.1. JICAMA (Smallanthus sonchifolius)

La jicama (Smallanthus sonchifolius) es un tubérculo que crece en altitudes
medianas en paises de Sudamérica (Balladares y Travez, 2009). En Ecuador es conocida
como una fruta fresca con gran aporte nutricional, medicinal con un bajo contenido en
calorias, ademas de ser un edulcorante natural. Posee una gran cantidad de agua, proteina,
fibra, ceniza, carbohidratos y fructosa-oligosacarina que brinda un sabor dulce (Camparia,
2013) (Ver Anexo 2). El jarabe de jicama es un sustituto ante el uso de azucar, que se
extrae a partir del jugo de dicho tubérculo (Marcial, 2008).

3.3.2. CACAO (Theobroma cacao)

El cacao (Theobroma cacao) es una fruta que después de un amplio proceso se
utiliza para la elaboracion de diferentes productos como el chocolate. El cacao en polvo
contiene mayor contenido de manteca de cacao natural, proporciona un agradable sabor en
diferentes bebidas y no posee azlcar. Se obtiene cuando las semillas de cacao pasan por un
proceso de secado y molido (De La Cruz, Vargas & Del Angel Coronel, s.f) (Ver Anexo
2).

3.3.3. CARBOXIMETILCELULOSA (CMC)

La carboximetilcelulosa (CMC) es un compuesto organico en polvo derivado de la
celulosa. No posee sabor, es incoloro, inodoro, no téxico; permitido por la Union Europea
y la Administracion de Alimentos y Medicamentos (FDA, por sus siglas en inglés). Es un

estabilizante utilizado en la industria de alimentos. Este producto no es metabolizado por el



cuerpo humano por lo cual su utilizacion ha sido aprobada en alimentos bajos en calorias
(Chemical Food, 2019) (Ver Anexo 2).

3.4. PUNTO CRITICO DE CONTROL

“Un punto critico de control (PCC) es la fase en la que puede aplicarse un control y
que es esencial para prevenir o eliminar un peligro relacionado con la inocuidad de los

alimentos o para reducirlo a un nivel aceptable” (FAO, 1997).

Dentro de la determinacién de un PCC, primero se debe revisar los tipos de peligros
identificados (bioldgicos, quimicos y fisicos), ademas la verificacion in situ, para evaluar si
estos peligros pueden ser controlados con la aplicacién de las Buenas Practicas de
Manufactura (BPM) (FAO, 1997).

Segun la Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion (FAO, por sus
siglas en inglés) (1997), la determinacion de un PCC puede verse facilitado por la
aplicacion de un arbol de decisiones que consiste en una serie sisteméatica de cuatro

preguntas destinadas a determinar si el peligro identificado es 0 no un PCC (Ver figura 1).

Ademas, se debe tomar en cuenta que para responder las preguntas de
determinacion de Puntos Criticos de Control es necesario contar con un flujograma de
procesos. Segun la FAO (1997), un flujograma de procesos es una representacion
sistematica de la secuencia de fases u operaciones llevadas a cabo en la produccién o
elaboracion de un determinado producto alimenticio. De esta manera se puede ofrecer un
producto final libre de peligros quimicos, fisicos y biologicos que cuenten con la inocuidad

adecuada para el consumidor.
3.5. ANALISIS MICROBIOLOGICO

Ejecutar un analisis microbioldgico de calidad es fundamental, debido a que
establece si el alimento es apto o no para el consumo (FAO, 1997). Mediante la
determinacion de diferentes parametros se especifica la cantidad de microorganismos que
pueden estar presentes en el alimento o en el producto final (Moragas & De Pablo, 2017).
Estos parametros se encuentran establecidos y estandarizados por diferentes entidades de
control como la FAO, la cual regula los requisitos generales para la higiene de alimentos a
partir de Normas Alimentarias (FAO, 1998).



La contaminacién por microorganismos en alimentos se puede producir en
cualquier etapa del proceso de fabricacion, por lo tanto, debe existir una manipulacion
adecuada de todos los componentes que se utilizan al procesar este producto y determinar

los posibles puntos criticos de control (Pelayo, 2008).

Debido a que el producto tiene una elaboracion artesanal y parte de una matriz
leguminosa cruda (chocho), se considero analizar los pardmetros microbioldgicos descritos
en la “NTE INEN! 2390:2004 Leguminosas. Grano desamargado de Chocho. Requisitos”.
Esta normativa indica los requisitos de calidad que debe cumplir el grano de chocho
desamargado para consumo humano y son: composicién quimica, analisis microbiolégico
y analisis fisico (INEN, 2005).

Dentro de los microorganismos a ser analizados estan indicadores de contaminacién
como son: Mesofilos aerobios, Coliformes totales, Mohos, levaduras; y los indicadores
especificos como Escherichia coli. Ademas, debido a que hay manipulacion directa del
producto en los procesos de retiro de la céascara y lavado, se quiere descartar una
contaminacion cruzada de portadores asintomaticos de Staphylococcus aureus en la matriz

chocho.

Los mesdfilos aerobios son microorganismos capaces de desarrollarse en presencia
de oxigeno a una temperatura entre 20° y 45°C siendo su temperatura Optima entre 30° y
40°C (ANMAT, 2014). Es importante la determinacion de estos microorganismos debido a
que reflejan la calidad sanitaria, las condiciones de manipulacion y las condiciones
higiénicas de la materia prima en el proceso de produccion (Campuzano, Mejia, Madero y
Pabdn, 2015).

Segun la OPS (2018), los coliformes totales y Escherichia coli son
microorganismos indicadores de la familia Enterobacteriaceae -que incluyen coliformes
ambientales y los de origen fecal- y muestran contaminacion del agua y alimentos. Estas
bacterias son bacilos Gram negativos, no esporulados, aerobios o anaerobios facultativos,
los cuales fermentan la lactosa con produccion de gas y se desarrollan a una temperatura de
35°-37°C durante 24 — 48 horas (Campuzano, Mejia, Madero y Pabdn, 2015).

Los hongos son organismos eucariontes, que producen esporas, no tienen clorofila

y que presentan diferentes formas, incluidos mohos y levaduras (Universidad Nacional del

L NTE INEN es la abreviatura para Norma Técnica Ecuatoriana del Instituto Ecuatoriano de Normalizacién



Nordeste, 2007). Los mohos son hongos multicelulares filamentosos con micelio
verdadero. Las levaduras son hongos unicelulares anaerobios de forma esférica u ovalada
(Campuzano, Mejia, Madero y Pabdn, 2015). Estos microorganismos pueden producir

toxinas que afectan a la salud humana o el deterioro de alimentos (OPS, 2018).

Staphylococcus aureus es una bacteria Gram positiva de forma esférica que se
agrupa en racimos y se desarrolla a una temperatura de 35°-37°C (Perdomo y Meléndez,
2004). Es un microorganismo potencialmente patdégeno, que produce un grupo de enzimas
y citotoxinas, que incluyen hemolisinas, nucleasas, proteasas, lipasas, hialuronidasas y
colagenasa que pueden causar intoxicacién en el huésped al ingerir alimentos
contaminados (Campuzano, Mejia, Madero y Pabon, 2015). Ademas, es una de las
principales bacterias implicadas en enfermedades transmitidas por alimentos (ETA)
(Zendejas, Avalos y Soto, 2014).

Debido a la problemética, se propone resolver las siguientes preguntas de
investigacion: a) ¢Existe la presencia de coliformes totales, mesofilos aerobios, mohos,
levaduras, Escherichia coli y Staphylococcus aureus en una bebida de chocho elaborada
artesanalmente como producto final? b) ¢La bebida de chocho elaborada artesanalmente es
apta microbioldgicamente para el consumo? y c) ¢Cuales son los puntos criticos de control

en el proceso de elaboracion de la bebida de chocho?
3.6. OBJETIVOS
3.6.1. OBJETIVO GENERAL

e Determinar los Puntos Criticos de Control en el proceso de elaboracion artesanal de

una bebida a base de chocho y la calidad microbioldgica en el producto final.
3.6.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Evaluar mediante técnicas microbioldgicas la calidad de la bebida de chocho como
producto final en cumplimiento de Normas INEN.
e Determinar indicadores de contaminacion en la bebida de chocho para realizar las

acciones correctivas en el proceso de elaboracion de la misma.



e Determinar indicadores especificos de contaminacion en la bebida de chocho para
realizar las acciones correctivas en el proceso de elaboracién de la bebida de
chocho.

e Determinar los puntos criticos de control en el proceso de elaboracién de la bebida

de chocho.

4. MATERIALES Y METODOS
4.1. TIPO DE ESTUDIO

El estudio fue de tipo descriptivo-experimental. De tipo experimental porque se
determind la calidad microbioldgica de la bebida de chocho como un producto final de
consumo humano. Ademas, el tipo de investigacion fue descriptiva debido a que se
determiné cuales fueron los puntos criticos de control en el proceso de obtencion de dicho
producto. Finalmente, el estudio fue cuantitativo al considerar la cantidad de
microorganismos presentes en el producto final y cualitativo al describir los puntos criticos

de control presentes en la produccion de la bebida de chocho.
4.2. PROCEDENCIA DE LAS MUESTRAS

El muestreo fue aleatorio, se realizo el dia en el que se finalizo la produccion de la
bebida de chocho. Se tomé 6 frascos de 220 ml que se encontraban en refrigeracion a una
temperatura de 4-6°C.

4.2.1. PRODUCCION DE LA BEBIDA DE CHOCHO

El estudio se realizo6 en la ciudad de Quito, provincia de Pichincha, en la Pontificia
Universidad Catodlica del Ecuador, en el Laboratorio de Nutricién perteneciente a la

Facultad de Enfermeria, en donde se elabord la bebida de chocho de forma artesanal.

Se registro la temperatura y humedad del laboratorio de Nutricién utilizando un
Termohigrometro (CBPUCE 0807617) antes, durante y al término de la produccién de la
bebida de chocho. La temperatura del laboratorio fue de 22°C hasta 25.3°C y a una
humedad del 20%, la cual se mantuvo estable durante toda la produccion, los registros

constan en la Hoja de control de Temperatura y Humedad (Ver Anexo 3).

El procedimiento para la obtencion de la bebida se describe en el siguiente

flujograma:
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4.2.2. DESCRIPCION DEL PROCESO

Recepcion del chocho: Se recepta el chocho seco y se pesa la cantidad a utilizar en la

produccion

Desaguado: Se coloca los chochos en agua potable para remojarlos y asi eliminar su sabor

amargo. Posteriormente se enjuaga con agua potable para eliminar impurezas.

Pelado: Se retira la céascara del chocho (la cascara no es utilizada en el proceso de

produccion, se utiliza unicamente el chocho pelado y lavado) (Figura 2).

Escaldado: Se realiza a una temperatura de 100°C por 1.5 minutos. Se realiza este proceso
por duplicado y en el segundo escaldado se agrega bicarbonato de sodio. Esto tiene como

objetivo eliminar los restos de alcaloides que posee el chocho (Figura 3).

Estilado: Se lava los chochos con una abundante cantidad de agua potable para eliminar

las impurezas que puedan existir después del proceso de escaldado (Figura 4).

Licuado: Los chochos se licuan con agua embotellada en una licuadora o thermomix en

una proporcion peso/volumen (40% chochos / 60% agua) (Figura 5).

Extraccion o cernido: En esta etapa se extrae el liquido después de licuar los granos de
chochos. Se lo realiza en dos repeticiones, con dos mallas de filtracion diferentes (Figura
6).

Mezclado: Se realiza la mezcla en alicuotas de los ingredientes liquidos (Jarabe de jicama)
y solidos (Cacao y CMC) con la bebida de chocho obtenida (Figura 7).

Pasteurizacion: Este tratamiento térmico se lo realiza a una temperatura de 95°C por 7
minutos. El objetivo de este proceso es eliminar y destruir microorganismos patégenos que
puedan estar presentes en la bebida de chocho y que podrian afectar a la salud del

consumidor (Figura 8).

Envasado: Después del proceso de pasteurizacion la bebida se envasa en recipientes de
vidrio previamente esterilizados (30 minutos a 95°C). Al momento del envasado se coloca

en cada recipiente el aroma a chocolate y se cierra. (Figura 9).
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Almacenamiento: La bebida de chocho se coloca en refrigeracion a una temperatura de 4-
6°C.

4.3.ANALISIS MICROBIOLOGICOS

Para garantizar la inocuidad de la bebida de chocho se realizd pruebas
microbioldgicas, con la determinacion de mesofilos aerobios, coliformes totales,

mohos/levaduras y patégenos como Escherichia coli y Staphylococcus aureus.

Una vez finalizado el proceso de elaboracion de la bebida de chocho, los 6
recipientes que contenian las muestras de 220 ml se trasladaron al laboratorio 108 en el
edificio de Microbiologia a una temperatura de 7°C en un cooler.

Se realiz6 un registro primario de las muestras recibidas antes del analisis dentro
del laboratorio (Ver Anexo 4). Se sembré 30 muestras en total. EI primer dia se tomé dos
recipientes de 220 ml de muestra que fueron alicuotadas en diez recipientes estériles de
plastico para muestras de orina y se realizo diluciones 101, 102y 10y se sembrd las tres
diluciones en las diferentes Placas Petrifilm. El restante de las muestras se mantuvo en

refrigeracion por dos dias.

El segundo dia se alicuoto las muestras de la bebida de chocho en nuevos
recipientes estériles de plastico para muestras de orina y se realizo diluciones 107, 102y
107 de las cuales, se sembré las diluciones 102 y 103, El tercer dia se realizé el mismo

procedimiento con diez muestras y se realizo la siembra de las diluciones 102y 107,
4.3.1. DETERMINACION DE MESOFILOS AEROBIOS

Para el recuento de mesofilos aerobios, se uso Placas Petrifilm que es un sistema de
medio de cultivo que contiene nutrientes de métodos estdndar, un agente gelificante
soluble en agua fria y un indicador que facilita la enumeracion de bacterias aerobias (3M,
2019).

Se us6 el método AOAC método oficial 990.12 Incubar 48 h (+ 3 h)a35°C (£ 1
°C).

Materiales y medios de cultivo

e Pipeta de volumen variable de 100 — 1000 ul (DR 44435) (Ver Anexo 10).
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e Placas Petrifilm (Ver Anexo 5).

e Recipientes estériles de plastico para muestras de orina.
e Tubos de ensayo de 15ml.

e Autoclave (CBPUCE 02122218) (Ver Anexo 14).

e Difusores.

e Incubadora (CBPUCE 0213275) (Ver Anexo 12).

e Agua peptonada Bufferada (Ver Anexo 6).

Procedimiento
Preparacion de la muestra

e Medir 10 ml de la muestra dentro de un contenedor estéril (recipiente estéril de plastico
para muestras de orina).

e Adicionar 90 ml del diluyente (Agua Peptonada Bufferada).

e Mezclar u homogeneizar la muestra durante 1 minuto.

e Colocar la Placa Petrifilm en una superficie plana y levantar la pelicula superior.

e Con la ayuda de una pipeta, colocar 1 ml de la muestra en el centro de la placa.

e Dejar que la pelicula superior caiga sobre la dilucion.

e Colocar el dispersor sobre la pelicula superior y ejercer suavemente presion para
distribuir el inéculo sobre el &rea circular.

e Dejar reposar por 1 minuto antes de someter las placas a incubacion.

e Incubar las placas a una temperatura de 35°C por 48 horas en grupos de no més de 20
placas.

e Después de las 48 horas de incubacion las Placas Petrifilm pueden ser contadas en un
contador de colonias estandar u otra fuente de luz amplia. Consultar la Guia de

interpretacion cuando lea los resultados (Ver Anexo 5).

4.3.2. DETERMINACION DE COLIFORMES TOTALES Y Escherichia coli

Para el recuento de Escherichia coli y coliformes totales se usé Placas Petrifilm que
contiene nutrientes de Bilis Rojo Violeta, un agente gelificante soluble en agua fria, un
indicador de actividad glucuronidasa y un tinte indicador que facilita la enumeracion de las

colonias. Aproximadamente el 97% de las colonias de Escherichia coli producen beta
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glucuronidasa la que a su vez forma un precipitado azul asociado a la colonia. La pelicula

superior atrapa el gas producido por la fermentacion de la lactosa por parte de los

Coliformes y Escherichia coli. Cerca del 95% de las Escherichia coli producen gas,

representado por colonias entre azules y rojo azuladas asociadas con el gas atrapado en la
Placa Petrifilm (3M, 2019).

Se us6 el método AOAC método oficial 991.14 Para Coliformes: Incubar 24 hrs.

(+/- 2 hrs) a 35°C (+/- 1°C) Para E. coli: Incubar 48 hrs. (+/- 2 hrs) a 35°C (+/- 1°C).

Materiales y medios de cultivo

Pipeta de volumen variable de 100 — 1000 ul (DR 44435) (Ver Anexo 10).
Placas Petrifilm (Ver Anexo 7).

Recipientes estériles de plastico para muestras de orina.

Tubos de ensayo de 15ml.

Autoclave (CBPUCE 02122218) (Ver Anexo 14).

Difusores.

Incubadora (CBPUCE 0213275) (Ver Anexo 12).

Agua peptonada Bufferada (Ver Anexo 6).

Procedimiento

Preparacion de la muestra

Medir 10 ml de la muestra dentro de un contenedor estéril (recipiente estéril de plastico
para muestras de orina).

Adicionar 90 ml del diluyente (Agua Peptonada Bufferada).

Mezclar u homogeneizarla muestra durante 1 minuto.

Colocar la Placa Petrifilm en una superficie plana y levantar la pelicula superior.

Con la ayuda de una pipeta, colocar 1 ml de la muestra en el centro de la placa.

Dejar que la pelicula superior caiga sobre la dilucion.

Colocar el dispersor sobre la pelicula superior y ejercer suavemente presion para
distribuir el indculo sobre el &rea circular.

Dejar reposar por 1 minuto antes de someter las placas a incubacion.
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e Incubar las placas a una temperatura de 35°C por 24 horas para coliformes y por 48
horas para Escherichia coli en grupos de no méas de 20 placas.

e Después de las 24 y 48 horas de incubacion respectivamente las Placas Petrifilm
pueden ser contadas en un contador de colonias estandar u otra fuente de luz amplia.

Consultar la Guia de interpretacion cuando lea los resultados (Ver Anexo 7).
4.3.3. DETERMINACION DE MOHOS Y LEVADURAS

Las Placas Petrifilm de recuento de mohos y levaduras es un medio de cultivo listo
que contiene un agente gelificante en agua fria, nutrientes y un tinte indicador para

proporcionar contraste y facilitar el conteo (3M, 2019).

Se us6 el método United States: Yeast and Mold Counts in Foods: AOAC Official
Method 997.02

Materiales y medios de cultivo

e Pipeta de volumen variable de 100 — 1000 ul (DR 44435) (Ver Anexo 10).
e Placas Petrifilm (Ver Anexo 8).

e Recipientes estériles de plastico para muestras de orina.

e Tubos de ensayo de 15ml.

e Autoclave (CBPUCE 02122218) (Ver Anexo 14).

e Difusores.

e Incubadora (CBPUCE 02162337) (Ver Anexo 13).

e Agua peptonada Bufferada (Ver Anexo 6).

Procedimiento
Preparacion de la muestra

e Medir 10 ml de la muestra dentro de un contenedor estéril (recipiente estéril de plastico
para muestras de orina).

e Adicionar 90 ml del diluyente (Agua Peptonada Bufferada).

e Mezclar u homogeneizar la muestra durante 1 minuto.

e Colocar la Placa Petrifilm en una superficie plana y levantar la pelicula superior.

e Con la ayuda de una pipeta, colocar 1 ml de la muestra en el centro de la placa.
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e Dejar que la pelicula superior caiga sobre la dilucion.

e Colocar el dispersor de mohos y levaduras sobre la pelicula superior y ejercer
suavemente presién para distribuir el indculo sobre el area circular.

e Dejar reposar por 1 minuto antes de someter las placas a incubacién.

e Incubar las placas a una temperatura de 20-25°C por 3 a 5 dias en grupos de no mas de
20 placas.

e Después de 3-5 dias de incubacion respectivamente las Placas Petrifilm pueden ser
contadas en un contador de colonias estandar u otra fuente de luz amplia. Consultar la

Guia de interpretacion cuando lea los resultados (Ver Anexo 8).
4.3.4. DETERMINACION DE Staphylococcus aureus

La Placa Petrifilm de conteo Express Staph es un sistema de medio de cultivo que
contiene un agente gelificante soluble en agua fria. EI medio cromogénico modificado de
Baird Parker en la placa es selectivo y diferencial para Staphylococcus aureus. Las
colonias rojo-violetas en la placa son Staphylococcus aureus. Si se observa colonias
sospechosas se debe utilizar el disco Petrifilm Staph Express que contiene colorante y
acido desoxirribonucleico (ADN). Staphylococcus aureus produce desoxirribonucleasa

(DNasa) y la DNasa reacciona con el tinte para formar zonas rosadas (3M, 2019).

Se us6 el método AOAC Official Method 2003.07 for the Enumeration of

Staphylococcus aureus in Selected Types of Processed and Prepared Foods.
Materiales y medios de cultivo

e Pipeta de volumen variable de 100 — 1000 ul (DR 44435) (Ver Anexo 10).
e Placas Petrifilm (Ver Anexo 9).

e Recipientes estériles de plastico para muestras de orina.

e Tubos de ensayo de 15ml.

e Autoclave (CBPUCE 02122218) (Ver Anexo 14).

e Difusores.

e Incubadora (CBPUCE 0213275) (Ver Anexo 12).

e Agua peptonada Bufferada (Ver Anexo 6).
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Procedimiento
Preparacion de la muestra

e Medir 10 ml de la muestra dentro de un contenedor esteéril (recipiente estéril de plastico
para muestras de orina).

e Adicionar 90 ml del diluyente (Agua Peptonada Bufferada).

e Mezclar u homogeneizar la muestra durante 1 minuto.

e Colocar la Placa Petrifilm en una superficie plana y levantar la pelicula superior.

e Con la ayuda de una pipeta, colocar 1 ml de la muestra en el centro de la placa.

e Dejar que la pelicula superior caiga sobre la dilucion.

e Colocar el dispersor sobre la pelicula superior y ejercer suavemente presién para
distribuir el indculo sobre el area circular evitando que se produzcan burbujas.

e Dejar reposar por 1 minuto antes de someter las placas a incubacion.

e Incubar las placas a una temperatura de 35°C por 24 horas en grupos de no méas de 20
placas.

e Las Placas Petrifilm pueden ser contadas en un contador de colonias estandar u otra
fuente de luz amplia. Consultar la Guia de interpretacién cuando lea los resultados (\Ver
Anexo 9).

e Si no se observan colonias despues de las 24 horas de incubacion el test esta completo.
Si existen colonias color rojo-violeta se debe colocar el disco de termonucleasa en la

Placa Petrifilm e incubar por 1-3 horas a 35°C y contar todas las zonas rosadas.
4.5. CONTROL DE CALIDAD

Para el control de calidad tanto para el agua peptonada bufferada y para las Placas
Petrifilm para mesoéfilos aerobios, coliformes totales, Escherichia coli y Staphylococcus
aureus se utilizaron cepas puras de referencia entregadas por docencia de la Carrera de

Microbiologia en caldo de BHI, las mismas que fueron;

— Enterobacter aerogenes ATCC 13048
— Escherichia coli ATCC 25922
— Staphylococcus aureus ATCC 25923

Las Placas Petrifilm poseen un certificado de andlisis entregado por el proveedor de las
mismas (Ver Anexo 11).
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Materiales y medios de cultivo

e Pipeta de volumen variable de 100 — 1000 ul (DR 44435) (Ver Anexo 10)
e Placas petrifilm (Ver Anexo 5, 7,8y 9)

e Tubos de ensayo de 15ml

e Autoclave (CBPUCE 02122218) (Ver Anexo 14)

e Difusores

e Incubadora (CBPUCE 0213275) (Anexo 12)

e Agua peptonada Bufferada (Ver Anexo 6)

45.1. CONTROL DE CALIDAD DEL AGUA PEPTONADA
Para el control de calidad del agua peptonada bufferada:

e Tomar 1ml de dicha agua.

e Colocar en cada una de las placas petrifilm de: Coliformes / Escherichia coli, meséfilos
aerobios, Staphylococcus aureus y mohos/levaduras.

e Incubar a las temperaturas y tiempos indicados por el proveedor.

e Leerresultados y consultar las Guias de Interpretacion (Ver Anexo 5, 7,8y 9).
4.5.2. CONTROL DE CALIDAD PLACAS PETRIFILM MESOFILOS AEROBIOS

Para el control de calidad de las placas de mesdéfilos aerobios:
e Realizar una suspension de una cepa de Escherichia coli en un tubo de agua peptonada
bufferada con 9 ml.
e Tomar 1 ml de la suspension realizada.
e Colocar en la placa Petrifilm.
e Incubar a una temperatura de 35°C por 48 horas en grupos de no mas de 20 placas.

e Leerresultados y consultar la Guia de interpretacion (Ver Anexo 5).

45.3. CONTROL DE CALIDAD PLACAS PETRIFILM
COLIFORMES/Escherichia coli

Para el control de calidad de las placas de Coliformes / Escherichia coli:

e Realizar una suspension de una cepa de Escherichia coli y Enterobacter aerogenes en

un tubo de agua peptonada bufferada.
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4.5.

5.1.

Tomar 1 ml de la suspension realizada.

Colocar en la Placa Petrifilm.

Incubar las placas a una temperatura de 35°C por 24 horas para coliformes y por 48
horas para Escherichia coli en grupos de no mas de 20 placas.

Leer resultados y consultar la Guia de interpretacion (Ver Anexo 7).
4. CONTROL DE CALIDAD PLACAS PETRIFILM Staphylococcus aureus
Para el control de calidad de las placas de Staphylococcus aureus:

Realizar una suspension de una cepa de dicho Staphylococcus aureus en un tubo de
agua peptonada bufferada.

Tomar 1 ml de la suspension realizada.

Colocar en la Placa Petrifilm.

Incubar las placas a una temperatura de 35°C por 24 horas en grupos de no méas de 20
placas.

Si no se observan colonias después de las 24 horas de incubacion el test esta completo.
Si existen colonias color rojo-violeta se debe colocar el disco de termonucleasa en la
Placa Petrifilm e incubar por 1-3 horas a 35°C y contar todas las zonas rosadas.

Leer resultados y consultar la Guia de interpretacion (Ver Anexo 9).

RESULTADOS

RESULTADOS DE PUNTOS CRITICOS DE CONTROL EN LA
PRODUCCION DE LA BEBIDA DE CHOCHO

Para determinar los Puntos Criticos de Control se debe responder un sistema de

preguntas establecidas en un “arbol de decision para punto critico de control” (Ver Figura

9).
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Tabla 1: Sistema de preguntas para deducir PCC.

OPERACION
DEL PROCESO

¢Existen
medidas

preventivas de

¢Ha sido la fase
especificamente
concebida para
eliminar 0

reducir a un

¢Podria
producirse una
contaminacion
con  peligros
identificados

superior a los

:Se eliminaran
los peligros
identificados o
se reducira su

posible

control? nivel aceptable | niveles presencia a un
la posible | aceptables, o0 | nivel aceptable
presencia de un | podrian estos | en una fase
peligro? aumentar a | posterior?
niveles
inaceptables?
Desaguado Sl NO NO -
Pelado Sl NO NO -
Escaldado Sl Sl Sl NO
Estilado Sl NO NO -
Licuado Sl NO NO -
Extraccion o| Sl NO NO -
cernido
Mezclado Sl NO NO -
Pasteurizacion Sl Sl Sl NO
Envasado S NO NO -
(Esterilizacion
de envases)
Almacenamiento | SI NO NO -

Realizado por: Jessica Cisneros
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A continuacion se resume, el resultado obtenido por el arbol de decisiones para

determinar los puntos criticos de control:

Tabla 2: Resumen de resultados de preguntas para determinar PCC

Operacién Decision
Desaguado No es un punto de control
Pelado No es un punto de control
Escaldado Si es un punto de control
Estilado No es un punto de control
Licuado No es un punto de control

Extraccion o cernido

No es un punto de control

Mezclado

No es un punto de control

Pasteurizacion

Si es un punto de control

Envasado

No es un punto de control

Almacenamiento

No es un punto de control

Realizado por: Jessica Cisneros

Con este analisis se determiné 2 puntos criticos de control, definidos en las

siguientes operaciones:

e Escaldado: En este punto se somete al chocho a una temperatura de 100°C para

eliminar restos de alcaloides que le dan un sabor amargo que no fueron eliminados

anteriormente en el desaguado.

El chocho para consumo humano debe tener un color, sabor y olor con especificaciones

establecidas, después de estar sometido a un proceso térmico hidrico de acuerdo a la
INEN 2390. (Ver Anexo 15).

Tabla 3: Especificaciones de calidad del producto desamargado mediante el proceso

térmico-hidrico

Descripcion

Producto comestible limpio humedo.

Presentacion

Natural, uniforme, color blanco — crema preferentemente.

Olor

Caracteristico, libre de olores extrafios.
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Sabor Caracteristico del chocho, libre del sabor amargo.

Fuente: Norma INEN 2390:2004-2005-09.

Realizado por: Jessica Cisneros

Pasteurizacion: En este proceso la bebida de chocho que se encuentra ya mezclada
con todos los ingredientes adicionales es sometida a una temperatura de 95°C por 7
minutos para eliminar microorganismos que podrian presentarse en dicho producto por

la elaboracion artesanal.
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Diagrama de flujo de la elaboracion de una bebida de chocho y sus respectivos
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5.2. RESULTADOS DEL ANALISIS MICROBIOLOGICO DE LA BEBIDA DE
CHOCHO

Para este estudio se procesaron 30 muestras en total, las mismas que fueron
analizadas en blogues de 10 muestras en tres dias consecutivos, las diluciones realizadas
fueron 3 (10 1; 102; 10°®) en el primer dia, a partir del segundo se procesaron Ginicamente

las diluciones -2 y -3. (Ver Tablas completas 6, 7 y 8).
Los parametros microbiologicos determinados fueron:

— Recuento de Aerobios Mesdéfilos (UFC/ml)
— Recuento de Coliformes Totales / Escherichia coli (UFC/ml)
— Recuento de Staphylococcus aureus (A/P) (Ausencia/Presencia)

— Recuento de mohos y levaduras (UFC/ml)

A continuacién, en la Tabla 1 se resume los resultados obtenidos de los parametros

microbioldgicos:

Tabla 4: Resumen de resultados del analisis microbioldgico de la bebida de chocho como

producto final.

Parametro Resultado | Unidades
Recuento de Aerobios Mesofilos <10 UFC/ml
Recuento de Coliformes Totales / Escherichia coli <10 UFC/ml
Recuento de Staphylococcus aureus <10 UFC/ml
Recuento de mohos y levaduras <10 UFC/ml

Realizado por: Jessica Cisneros

Las UFC/ml de los microorganismos analizados son menores a los parametros
establecidos por la INEN 2390:2004. Por lo que esta bebida no conlleva riesgo
microbioldgico al consumidor (Ver Anexo 15).
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5.3. CONTROL DE CALIDAD DE LOS MEDIOS DE CULTIVO UTILIZADOS
(PLACAS PETRIFILM)

Dentro del control de calidad realizado a las placas Petrifilm para confirmar la
viabilidad de estas, se utilizaron cepas de referencia y se demostrd el crecimiento de los
microorganismos evaluados con las caracteristicas propias de cada uno en cada Placa
Petrifilm (Ver Figura 10 y 11).

54. RESULTADOS DE CONTROL DE CALIDAD DEL AGUA PEPTONADA
BUFFERADA

En el control de calidad del agua peptonada bufferada se evidencio la ausencia de
crecimiento de microorganismos en cada una de las Placas Petrifilm, es decir que el agua
peptonada bufferada se encontraba en condiciones aptas para ser utilizada y sin

contaminacion microbioldgica (Ver Figura 12).
6. DISCUSION

6.1. PUNTOS CRITICOS DE CONTROL EN LA PRODUCCION DE LA
BEBIDA DE CHOCHO

La determinacion de puntos criticos de control en la produccion de la bebida de
chocho es importante debido a que este proceso debe tener un control y permite disminuir

o eliminar un peligro que se relaciona a la inocuidad de alimentos.

Para la determinacion de los puntos criticos de control la herramienta idonea a
utilizarse es el arbol de decisiones, el mismo que permite la puntualizacion correcta de los
PCC en el proceso de produccion de la bebida de chocho. Es de suma importancia los
prerrequisitos mantenidos antes del proceso para que la calidad de las materias primas
utilizadas sea la esperada y asi obtener un producto final que cumpla los requisitos de

inocuidad referidos en una normativa.

Es importante que el personal aplique buenas practicas de produccion en el proceso
de elaboracion de la bebida de chocho para disminuir los riesgos de contaminacion.
Durante el proceso de produccion artesanal se usé equipos de proteccion individual; el
personal que participd en la produccion utiliz6 adecuadamente mandil, guantes, cofia y

mascarilla antes, durante y después de la produccion. También es importante la limpieza y
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desinfeccion de las superficies y el equipo a usarse. Por lo tanto en la produccion de la
bebida de chocho se controld la limpieza de todas las areas donde se trabajo, estas fueron

previamente desinfectadas con alcohol antiséptico para eliminar microorganismos.

Los equipos utilizados fueron lavados y desinfectados antes de su uso. Ademas, el
material de dichos equipos fue de acero inoxidable. El objetivo e importancia de trabajar
con este material es impedir la contaminacion de las materias primas o el crecimiento de
bacterias. Por otra parte, el material es resistente a la corrosion (ALSIMET, 2017). En esta
produccion el uso de un thermomix o licuadora es un punto importante debido a que se

debe lavar con cuidado las aspas que tiene este equipo.

El control de humedad en la produccion de alimentos es importante debido a que se
puede controlar la mejora en la conservacion del alimento. Ademas al vigilar este
pardmetro evitamos el desarrollo indeseable de hongos y levaduras (Van Der Heijden y
Haan, 2012). El rango de humedad del chocho desamargado se encuentra entre el 72%-—
75% (INIAP, 2004).

El control de temperatura del ambiente y en cada proceso térmico es de suma
importancia por lo que su registro se lo realizo tanto antes y durante la produccion, como
en el escaldado (PCC), pasteurizacion (PCC) y la esterilizacion de los envases (pre
requisito). Este control fue cumplido de acuerdo con lo indicado en el flujograma de

proceso.

El escaldado es un proceso térmico que asegura la eliminacion de restos de
alcaloides que provocan el sabor amargo en el chocho y la pasteurizacién es un proceso
térmico con el cual se reducen o se eliminan microorganismos patdgenos que pueden estar

presentes en la bebida de chocho.

La temperatura para el almacenamiento del producto final en refrigeracién fue de 4°
C. El efecto de la temperatura en los alimentos y en el desarrollo de bacterias patdgenas
tiene diferentes rangos: bajo los 5°C se retrasa el crecimiento y la multiplicacién de
bacterias, entre 60°C — 70°C la reproduccion es escasa 0 nula y sobre los 70°C se

destruyen, con excepcién de microorganismos esporulados (Chavarrias, 2014; FAO, 2016).

El agua para desamargar el chocho debe cumplir con diferentes requisitos, por lo

tanto el agua que se utiliza en este proceso debe ser agua potable, que presente
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caracteristicas propias como ser: incolora, inodora y libre de gérmenes que puedan ejercer
una influencia nociva en el grano desamargado (INIAP, 2001). Se debe tomar en cuenta
que el agua para desamargar el chocho se debe hervir con el grano durante un tiempo
determinado y después llevar a un proceso de lavado o enjuague.

6.2. ANALISIS MICROBIOLOGICO DE LA BEBIDA DE CHOCHO

De acuerdo con los resultado obtenidos y presentados anteriormente la bebida de
chocho analizada microbiolégicamente para los indicadores de contaminacion Mesofilos
Aerobios, Coliformes totales, Mohos y Levaduras, y parametros especificos Escherichia
coli y Staphylococcus aureus, es apta microbiolégicamente para el consumo humano de
acuerdo con la NTE INEN 2390:2004 (Ver Tabla 5).

Tabla 5: Requisitos para el analisis microbiolégico del chocho desamargado

REQUISITOS UNIDAD VALOR METODO DE ENSAYO

Recuento aerobios totales UFClg 18x10° - 1x10’ NTE INEN 1 529-5
Recuento coliformes totales NMP/g 10 - 10° NTE INEN 1 529-7
Recuento de hongos y levaduras UFC/cm’ 0-5x10° NTE INEN 1 529-10
Escherichia coli Ausencia NTE INEN 1 529-8
Tipificacion E. Coli 0157 HT Ausencia NTE INEN 1 529-8
UFC = Unidades Formadoras de Colonias.

NMP = Numero Mas Probable.

Fuente: Norma INEN 2390:2004-2005-09.

Dentro del recuento de mesofilos aerobios, coliformes totales, mohos y levaduras el
resultado reflejo <10 UFC/ml, ademas se confirmd la ausencia de Escherichia coli por lo
tanto la tipificacion de Escherichia coli 0157 HT no fue necesaria. De la misma manera, la
determinacion de Staphylococcus aureus se realiz6 debido a la manipulacion que existe
dentro de la produccion de la bebida de chocho, el resultado fue la ausencia de este

microorganismo.
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CONCLUSIONES

Se logr6 determinar 2 Puntos Criticos de Control en el proceso de elaboracién
artesanal de la bebida de chocho, que son el escaldado y la pasteurizacion, dichos
procesos térmicos aseguran que se elimine microorganismos que pueden estar
presentes en la bebida de chocho.

Se demostré que la calidad microbioldgica del producto final cumplié con lo
solicitado en la norma NTE INEN 2390:2004 debido a que existe ausencia 0 menor
cantidad de UFC/ml en cuanto a indicadores de contaminacion como fueron
mesofilos aerobios, coliformes totales, mohos y levaduras e indicadores especificos
como Escherichia coli y Staphylococcus aureus.

La bebida de chocho elaborada artesanalmente es apta microbiolégicamente para
consumo humano con el cumplimiento de buenas précticas de produccion y los

PCC del proceso de produccion.
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9. FIGURAS

P1 jExisten medidas preventivas de control?

l

:Se necesita control en esta fase por
razon de inocuidad?

Modificar la fase, proceso o producto I

-

NO —% No es un PCC —¥ Parar*

v

¢Ha sido la fase especificamente concebida para
P2 eliminar o reducir a un nivel aceptable la posible
presencia de un peligro?**

Si

NO

iPodria producirse una contaminacién con peligros
P3 identificados superior a los niveles aceptables, o podrian
estos aumentar a niveles inaceptables?**

s NO —» No es un PCC ———» Parar*

:Se eliminardn los peligros identificados o se reducird
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en una fase posterior?**

v

si NO ——————p PUNTO CRITICO DE CONTROL

v

No & un PCC =P Parar*

Figura 1: Arbol de decisiones para determinar un Punto Critico de Control (PCC).

Fuente: (FAO, 2017).
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S
Figura 2: Pelado del chocho

Fuente: Jessica Cisneros

Figura 3: Escaldado del chocho
Fuente: Jessica Cisneros

Figura 4: Estilado del chocho

Fuente: Jessica Cisneros

33



Figura 5: Licuado del chocho

Fuente: Jessica Cisneros

Figura 6: Extraccién o cernido
Fuente: Jessica Cisneros

Figura 7: Mezclado ingredientes solidos y liquidos

Fuente: Jessica Cisneros
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Figura 8: Pasteurizacion de la bebida de chocho

Fuente: Jessica Cisneros

Figura 9: Envasado de la bebida de chocho
Fuente: Jessica Cisneros
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Figura 10: Control positivo Placa Petrifilm de Staphylococcus aureus con cepa
Staphylococcus aureus ATCC 25923
Fuente: Jessica Cisneros

Figura 11: Control positivo placa Escherichia coli / Coliformes totales con cepa
Escherichia coli ATCC 25922 y Enterobacter aerogenes ATCC 13048
Fuente: Jessica Cisneros
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Figura 12: Control de Blanco de esterilidad de Placas Petrifilm mas Agua

Peptonada Bufferada estéril: a) Placa Petrifilm de Meséfilos Aerobios, b)
Staphylococcus aureus, ¢) Coliformes/Escherichia coli y d) Mohos y levaduras.
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10.

TABLAS

Tabla 6: Resultados de las muestras 1 a la 10
RESULTADOS MUESTRAS DE LA 1 A LA 10 ANALIZADAS

Presencia/

(UFC/ml) Ausencia
N° de Aerobios | Coliformes | Mohos vy
muestra | Diluciones | Mesofilos | Totales Levaduras | E.coli S. aureus
1 101 <10 <10 <10 <10 <10
1 107 SC SC SC SC SC
1 10 SC SC SC SC SC
2 101 <10 <10 <10 <10 <10
2 1072 SC SC SC SC SC
2 10 SC SC SC SC SC
3 101 <10 <10 <10 <10 <10
3 107 SC SC SC SC SC
3 107 SC SC SC SC SC
4 101 <10 <10 <10 <10 <10
4 107 SC SC SC SC SC
4 103 SC SC SC SC SC
5 101 <10 <10 <10 <10 <10
5 107 SC SC SC SC SC
5 10°® SC SC SC SC SC

38



6 101 <10 <10 <10 <10 <10
6 107 SC SC SC SC SC
6 103 SC SC SC SC SC
7 10?1 <10 <10 <10 <10 <10
7 1072 SC SC SC SC SC
7 103 SC SC SC SC SC
8 10* <10 <10 <10 <10 <10
8 107 SC SC SC SC SC
8 103 SC SC SC SC SC
9 10 <10 <10 <10 <10 <10
9 1072 SC SC SC SC SC
9 1073 1 SC SC SC SC
10 10 <10 <10 <10 <10 <10
10 107 SC SC SC SC SC
10 107 SC SC SC SC SC

SC: sin crecimiento

Realizado por: Jessica Cisneros
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Tabla 7: Resultados de las muestras 11 a la 20

RESULTADOS MUESTRAS DE LA 11 A LA 20 ANALIZADAS

Presencia
(UFC/ml) Ausencia

N° de Aerobios | Coliformes|Mohos vy

muestra | Diluciones | Mesofilos | Totales Levaduras | E.coli S. aures
11 107 SC SC SC SC SC
11 107 SC SC SC SC SC
12 1072 SC SC SC SC SC
12 107 SC SC SC SC SC
13 107 SC SC SC SC SC
13 10 SC SC SC SC SC
14 107 SC SC SC SC SC
14 107 SC SC SC SC SC
15 1072 SC SC SC SC SC
15 10 SC SC SC SC SC
16 107 SC SC SC SC SC
16 103 SC SC SC SC SC
17 107 SC SC SC SC SC
17 107 SC SC SC SC SC
18 107 SC SC SC SC SC
18 10 SC SC SC SC SC
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19 107 SC SC SC SC SC
19 103 SC SC SC SC SC
20 1072 SC SC SC SC SC
20 10°® SC SC SC SC SC
SC: sin crecimiento
Realizado por: Jessica Cisneros
Tabla 8: Resultados de las muestras 21 a la 30
RESULTADOS MUESTRAS DE LA 21 A LA 30 ANALIZADAS
Presencia
(UFC/ml) Ausencia
N° de Aerobios | Coliformes | Mohos vy
muestra |Diluciones | Mesofilos | Totales Levaduras | E.coli S. aures
21 10 SC SC SC SC SC
21 1073 SC SC SC SC SC
22 102 SC SC SC SC SC
22 1073 SC SC SC SC SC
23 107 SC SC SC SC SC
23 10 SC SC SC SC SC
24 107 SC SC SC SC SC
24 1073 SC SC SC SC SC
25 10 SC SC SC SC SC
25 1073 SC SC SC SC SC
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26 102 SC SC SC SC SC
26 103 SC SC SC SC SC
27 10 SC SC SC SC SC
27 10°® SC SC SC SC SC
28 10 SC SC SC SC SC
28 103 SC SC SC SC SC
29 102 SC SC SC SC SC
29 103 SC SC SC SC SC
30 102 SC SC SC SC SC
30 103 SC SC SC SC SC

SC: sin crecimiento

Realizado por: Jessica Cisneros



11. ANEXOS

Anexo 1: INIAP 450 Andino, variedad de chocho (Lupinus mutabilis Sweet)

INIAP 450 ANDINO
VARIEDAD DE CHOCHO PARA
INIAP 450 AN DINO LA SIERRA ECUATORIANA
Carlos Caicedo V, Ing. M. BA. Eduardo Peralta 1, Ing. Agr. M.C.
VARIEDAD DE CHOCHO Angel Murillo 1, Ing. Agr. M.Sc. Marco Rivera M., Ing. Amb.
(Lupinus mutgbilis Sweet) et g o
' INTRODUCCION

El chocho es una leguminosa andina importante para la
alimentacion de la poblacion y en los sistemas de produccion
de los pequefios y medianos productores de la Sierra. Tiene
alrededor de 50% de proteina, dcidos grasos esenciales,
ademads de carbohidratos, vitaminas y minerales. Se cultiva
en areas agroecoldgicas secas y arenosas ubicadas entre los
2.600 y 3.400 m.s.n.m., y es una alternativa de rotacion y
asociacion con otros cultivos como cereales y tubérculos.

Por lo anterior y considerando los bajos niveles de
producciéon y productividad, la erosion genética y el
mantenimiento del consumo per cdpita en la poblacion
urbana y rural, el INIAP desde hace 22 afios a través del
Programa de Cultivos Andinos y luego del Programa
Nacional de Leguminosas y Granos Andinos de la Estacion
Experimental Santa Catalina, estd realizando actividades
para fortalecer la investigacion, promocion y desarrollo de
ésta especie.

La variedad INIAP 450 ANDINO es de habito de crecimiento
herbaceo, precoz, con cierta susceptibilidad a plagas y
enfermedades foliares y radiculares. El rendimiento de ésta
variedad es superior en un 183% al rendimiento promedio
de ecotipos locales (1350 a 1500 kg/ha). El grano es de
calidad, tiene un diametro mayor a 8 mm, es de color crema
y redondo.

ORIGEN DE LA VARIEDAD

La variedad INIAP 450 ANDINO, fue obtenida de una
poblacion de germoplasma introducida de Perd, en 1992. El
mejoramiento se realizo por seleccion y las primeras
evaluaciones se realizaron en surcos triples y en 1993 se
consideré como promisoria y fue introducida al Banco de
Germoplasma del INIAP con la identificacion de ECU-2659.
Desde entonces se ha evaluado en varios ambientes y en
1999 se decidié entregar como variedad mejorada INIAP
450 ANDINO.

INIAP - Estacién Experimental Santa Catalina - Estacién Experimental Santa Catalina
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Continuacién Anexo 1:

CARACTERISTICAS IMPORTANTES

1. Morfoldgicas

MANEIO DEL CULTIVO

1. ZONIFICACION
Provincias de la Sierra, con énfasis de Carchi hasta Cafiar.

Tipo de crecimiento Herbaceo

Tipo de raiz Pivotante

Color de planta juvenil Verde intenso

Forma de hojas Digitadas 2. PREPARACION DEL SUELO

Color de hojas Verde En suelos arenosos realizar labores de rastrada y surcada
Forma del tallo principal No prominente con tractor o yunta, y en casos que amerite realizar [abores
Largo de inflorescencia central (cm) 28 de arada.

Color de las alas PUrpura

Color de [a quilla Crema

Color de la banda marginal del estandarte Amarillo 3. FERTILIZACION

Nimero de vainas en el eje central I%Ia I Aplicar 60 kg de P,0, (fosforo) a la siembra y abonos
Foing de la vaina Ol foliares antes de la floracion (200 g de Librel BMX /ha).
Largo de vainas (cm) 1

Color de vaina a la floracién Verde

Color de vaina a la cosecha Café/crema

4. SIEMBRA Y DENSIDAD POBLACIONAL

Numero de granos por vaina a la cosecha 6a8
Epoca de siembra: diciembre-marzo

2. Agronomicas y de adaptacion

Dias a la floracion en el eje central 76a125 Nimero de planta/ha: 127.500 a 170.000

Dias al envainamiento en el eje central 100 a 132 Distancia entre surcos: 60 a 80 cm.

Dias a la cosecha 167 a 225 ) ) ol

Rendimiento, t ha-1 033al5 Distancia entre sitios: 30 cm.

Nimero de vainas por planta 8a28 Numero de semillas por sitio: 3

Altura de planta (cm) 90a 185

Tolerancia a plagas Susceptible

Tolerancia a enfermedades Susceptible 5. CONTROL DE MALEZAS

Tolerancia al volcamiento Tolerante i 5 4 ;

Tolerancia a granizadas Ligeramente tolerante Manual: realizar la primera deshierba o rascadillo entre los
Talerinea Ak ladas Ligeramente tolerante 30y 45 dias y la segunda deshierba y aporque a los 60 dias.

Cantidad de semilla por ha: ~ 40-50 kg de semilla (1 qq)

Quimico: En casos extremos (abundante maleza, lluvia
3. De calidad persistente, falta de mano de obra) se recomienda aplicar
Paraquat (Gramoxone), en dosis de 2 litros por hectérea;

Color de grano seco Blanco-crema para lo cual se debe emplear pantallas plasticas laterales
Forma de grano Oval aplanado para evitar quemar a las plantas de chocho.

Tamaiio de grano (mm) 8

Alcaloides (% Lupanina) 392

Grano de primera (%)* 83.1 6. COMBATE DE PLAGAS Y ENFERMEDADES

Proteina (%) 45.02

Fibra cruda (%) 10.31 PLAGAS Y ENFERMEDADES

Grasa (%) 19.07 e Ji e

Calcio (o) 014 Los plaguicidas se deben aplicar tinicamente cuando sea
Enrgis (eal g-1) 5668 necesario y después de haber comprobado la presencia
Amgres totgles ) 6.45 de una plaga o enfermedad en niveles que puedan causar
Almidén total (%) 299 dafio,

* Seleccion con tamiz de 8 mm

INIAP - Estacidén Experimental Santa Cata. INIAP - Estacidén Experimental Santa Catalina
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Continuacién Anexo 1:

Gaucho (Imidacloprid): 3 cc/kg semilla.
Mosca de la semilla | Semevin (Thiodicarb): 20 cc/kg semilla.
Deltrametrina (Decis): 400 cc/ha (en drench).
Orthene 75 (Acefato): 500 g/ha (en drench).

Trozadores Deltrametrina (Decis): 400 cc/ha
Cutzo Beauveria sp., 0 preparacion anticipada de suelos.
Chinche Orthene 75 (Acefato): 500 g/ha.

Barrenador del apice | Deltrametrina (Decis): 400 cc/ha.
Barrenador del tallo | Orthene 75 (Acefato): 500 g/ha.

Trips Spinosad (Tracer 120 SC)150 cc/ha.
Cigarral (Imidacloprid): 600 cc/ha.

Plagas del grano en Cosecha oportuna

campo :

Plagas del grano en : S ;

Ticn Ambiente seco, limpio y ventilado.

ENFERMEDAD

NOTA: Las recomendaciones no implican compromiso
comercial.

7. COSECHA Y TRILLA

Grano comercial: cortar los racimos de vainas con hoz o
manualmente.

Semilla: seleccionar plantas sanas y cosechar por separado
los ejes centrales.

La trilla se puede hacer en forma manual o con trilladoras
estacionarias.

8. SECADO Y CLASIFICADO

Una vez trillado se deberd secar el grano hasta obtener un
porcentaje de 12 a13% de humedad.

Para a clasificacion se utiliza un tamiz de 4 mm de diémetro
para eliminar impurezas y un tamiz de 8 mm para separar el
grano de primera calidad.
9. ALMACENAMIENTO

Utilizar bodegas con ventilacion, libre de insectos y con baja
humedad relativa.

INIAP - Estacidén Experimental Santa Catalina

10. ELIMINACION DE ALCALOIDES

Realizar tres procesos: hidratacién (14 horas), coccion (45
minutos) y desamargado (3 dias con agua en movimiento).
En el proceso se recomienda utilizar agua potable y siempre
hervir por 10 minutos el grano, antes de consumir.

11. COSTOS DE PRODUCCION
El costo de produccion de 1 ha de chocho, estimado a junio

de 2010 es de US$ 1.363,00, con un promedio de
rendimiento de 30 qq/ha.

Plegable Divulgativo No. 169

Estacion Experimental Santa Catalina
Programa Nacional de Leguminosas y Granos Andinos
Telefax: 2693-360 * E-mail: lequmin@pi,pro.ec
Octubre, 2010 Quito - Ecuador

DE LA DEL

Econ, Rafael Correa Delgado
PRESIDENTE CONSTITUCIONAL

Dr. Ramon Espinel Martinez
MINISTRO DE AGRICULTURA, GANADERIA
ACUACULTURA Y PESCA

Dr. Julio César Delgado Arce
DIRECTOR GENERAL DEL INIAP

Reimpresion financiada por el Proyecto de Seguridad
y Soberania Alimentaria

INIAP - Estacidén Experimental Santa Catalina
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Anexo 2: Componentes de la bebida de chocho: Jarabe de Jicama, Cacao (Pacari)

y CMC (Carboximetilcelulosa)

cMC. X 40GR

\\\\\\‘||\I|I\|

786107311
Pvp. $
GARCIA RE)N°1v1°

F ELAB 12/19

a) Jarabe de jicama; b) Cacao; ¢) Carboximetilcelulosa

Anexo 3: Hoja de control de temperatura y humedad del laboratorio de Nutricidn

24 - Pogoio - 200

REGISTRO DE TEMPERATURA Y HUMEDAD

EQUIPO / LABORATORIO

HORA TEMPERATURA °C |HUMEDAD
(alooradofs  WehRdco A0 o 1 N 20 9%
\ \OW30D 9 3 C 20 °f
t LW\ 20 24.5°C 20 <p
4 1230 i g 90 °/o
: 2h 29 % 20 °4k
i 19430 2:5¢C 20 sk

Realizado por: Jessica Cisneros
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Anexo 4: Registro primario de muestras. Muestras N°1-10 y muestras N° 11-30.

REGISTRO PRIMARIO

N° de muestra: TAQA_ - Yo
Fecha y hora de toma de muestra:  \S5\n\\Y
R |08 [2019

Estado de muestra: LIC_\»AD
Color: (o€ oo - Nowwa

Olor: Qo(cde( (e - C)Aaco\.cx\ﬁ

Condiciones de toma de muestra y transporte:
A0 en wadex:
Rec\side. e,5 veoQ\eQ\e e o

Otras observaciones:

Yeho. & asuclint. 93 - ISQ%\Q—QDH

Analisis a realizarse:
Pesoilas cedaes
Colocmes Yordles (€.l
D aesn

Encargado de anilisis: L,)eiﬁ\c(.k Q\s\'\emg

Realizado por: Jessica Cisneros



REGISTRO PRIMARIO

N° de muestra: M|\ — M30
Fecha y hora de toma de muestra: | 50\\Y

93 |0 [201Q

Estado de muestra: M

Color: CUSé S - }‘\Q«u.\
Olor:  Coxcdentstiee -Oasdcte

Condiciones de toma de muestra y transporte:
- Nueska ea c@g('{?cpéo
- Qeagiente & Uidde

Otras observaciones:

T & aeeists 9 -0 -0Q

Analisis a realizarse:

Mesihles cedoios
Cidorves Wales (€. ol
S . ancens

Encargado de analisis: ()| Qﬁ“e’d’
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Anexo 5: Guia de interpretacion de Placas Petrifilm de Mesoéfilos Aerobios

The Petrifilm Aerobic Count (AC) plate is a ready-made culture medium system that contains Standard Methods
nutrients, a cold-water-soluble gelling agent, and an indicator that facilitates colony enumeration. Petrifilm AC

plates are used for the enumeration of aerobic bacteria.

Aerobic Bacteria Count = 152
A red indicator dye in the plate colors the colonies

Count all red colonies regardless of their size or
color intensity.
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Count=0

It is easy to interpret the Petrifilm AC plate. Figure 2

shows a Petrifilm AC plate without colonies.
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- g g
-
Count =143

The preferable counting range on a Petrifilm AC plate

is 25-250 colonies. See figure 4.

Count =16
Figure 3 shows a Petrifilm AC plate with a few
bacterial colonies.
. i
e T
A | ! ;
‘ b
Estimated Count = 560

‘When colonies number more than 250, as in figure 5,
estimate the count. Determine the average number of
colonies in one square (1 cm?) and multiply it by 20
to obtain the total count per plate. The inoculated area
on a Petrifilm AC plate is approximately 20 cm’.
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Count =TNTC (Estimated count = 10°)

Figure 6 shows a Petrifilm AC plate with colonies that are
too numerous to count (TNTC).

Count=TNTC (Estimated count = 10°)

With very high counts, the entire growth area may tum
pink, as shown in figure 7. You might observe individual
colonies only at the edge of the growth area. Record this
as a TNTC result.

Count =TNTC

Occasionally, distribution of colonies appears uneven,
as shown in figure 8. This is also an indication
of a TNTC result.

(Estimated count = 10°)
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Count=TNTC (Estimated count = 107)

The colonies on the Petrifilm AC plate in figure 9 appear
countable at first glance. However, when you look closely
at the edge of the growth area, you can see a high
concentration of colonies. Record this as a TNTC result.
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Estimated Count = 160

A few species of bacteria liquify the gel in the
Petrifilm AC plate, as shown in figure 10. When
this occurs, determine the average count in a few
unaffected squares and then multiply it by 20 to
obtain the estimated count. Do not count red spots
within the liquified area.

Count =83

Because colonies on Petrifilm AC plates are red, you
can distinguish them from opaque, irregularly shaped
food particles (see circles 1 and 2).
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Anexo 6: Ficha técnica del Agua Peptonada Bufferada

Effective Date: 12/4/2018

Revision: 0

Technical Specification Sheet NEOGEN

Culture Media
-
Buffered Peptone Water (BPW) (NCM0003)

Intended Use
Buffered Peptone Water (BPW) is used for the non-selective pre-enrichment of Salmonella spp. from food
and is not intended for use in the diagnosis of disease or other conditions in humans.

Description

Edel and Kamelmacher found that food preservation techniques involving heat, desiccation,
preservatives, high osmotic pressure, or pH changes cause sublethal injury to Salmonella spp. Pre-
enrichment in a non-selective medium allows for repair of cell damage and facilitates the recovery of
Salmonella. Lactose Broth is frequently used for this purpose, but it may be detrimental to recovering
Salmonellae. Buffered Peptone Water maintains a high pH over the pre-enrichment period and allows in
repair of injured cells that may be sensitive to low pH. This is particularly important for vegetable
specimens which have a low buffering capacity. Buffered Peptone Water is used in standard methods.

Typical Formulation

Enzymatic Digest of Casein 10.0 g/L
Sodium Chloride 5.0¢g/L
Disodium Hydrogen Phosphate (anhydrous) 35¢g/lL
Potassium Dihydrogen Phosphate 15¢g/L

Final pH: 7.2 + 0.2 at 25°C
Formula may be adjusted and/or supplemented as required to meet performance specifications.

Precaution
Refer to SDS

Preparation
1. Dissolve 20 g of the medium in one liter of purified water.

2. Mix thoroughly.
3. Autoclave at 121°C for 15 minutes.

Test Procedure
Refer to appropriate references for specific procedures using Buffered Peptone Water.

Quality Control Specifications
Dehydrated Appearance: Powder is homogeneous, free flowing, and white to light beige.

Prepared Appearance: Prepared medium is clear, with no to light precipitate and colorless to pale
yellow.

Expected Cultural Response: Cultural response in Buffered Peptone Water incubated aerobically at 33-
38°C and examined for growth after 18 - 24 hours incubation.

Microorganism Approx. Inoculum Expected Growth
(CFU)
Escherichia coli ATCC® 25922 10-100 Good growth
Escherichia coli ATCC® 8739 10-100 Good growth
Salmonella typhimurium ATCC® 14028 10-100 Good growth
Salmonella enteritidis ATCC® 13076 10-100 Good growth

The organisms listed are the minimum that should be used for quality control testing.

620 Lesher Place « Lansing, MI 48912
NEUGEN 800-234-5333 (USA/Canada) « 517-372-9200

foodsafety@neogen.com « foodsafety.neogen.com
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Effective Date: 12/4/2018

Revision: 0

Technical Specification Sheet NEOGEN

Culture Media

Results
Growth is indicated by turbidity.

Expiration

Refer to expiration date stamped on the container. The dehydrated medium should be discarded if not
free flowing, or if the appearance has changed from the original color. Expiry applies to medium in its
intact container when stored as directed.

Limitation of the Procedure
Due to nutritional variation, some strains may be encountered that grow poorly or fail to grow on this
medium.

Storage

Store dehydrated culture media at 2 — 30°C away from direct sunlight. Once opened and recapped, place
the container in a low humidity environment at the same storage temperature. Protect from moisture and
light by keeping container tightly closed.

References

1. Edel, W., and E. H. Kampelmacher. 1973. Bull World Hith. Org. 48:167-174.

2. Angelotti, R. 1963. Microbiological quality of foods. Academic Press, New York.

3. Sadovski, A. Y. 1977. J. Food Technol. 12:85-91.

4. Vanderzant, C., and D. F. Splittstoesser (eds.). 2015. Compendium of methods for the microbiological
examination of foods, 4t ed. American Public Health Association, Washington, D.C.

620 Lesher Place « Lansing, Ml 48912
NE“GEN 800-234-5333 (USA/Canada) « 517-372-9200

foodsafety@neogen.com « foodsafety.neogen.com
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Anexo 7: Guia de interpretacion de Placas Petrifilm de Coliformes Totales /

Escherichia coli.

m Placas PetriﬁlmMR Guia de interpretacion
para el Recuento de E. coliy Coliformes Totales

Esta guia lo familiarizara con las Placas Petrifim"® para el Recuento de E. coli y Coliformes
Totales. Para mayor informacion contactese con el representante autorizado de productos
microbiolégicos de 3M mas cercano.

Las Placas Petrifilm"? para el Recuento de E. coli y Coliformes Totales contienen nutrientes de Bilis Rojo
Violeta (VRB), un agente gelificante soluble en agua fria, un indicador de actividad Glucoronidasa y un tinte
indicador que facilita la enumeracién de las colonias. Aproximadamente el 97% de las colonias de E. coli
producen beta glucoronidasa la que a su vez forma un precipitado azul asociado a la colonia. La pelicula
superior atrapa el gas producido por la fermentacién de la lactosa por parte de los Coliformes y E. coli.
Cerca del 95% de las E. coli producen gas, representado por colonias entre azules y rojo azuladas
asociadas con el gas atrapado en la Placa Petrifim"® EC (dentro del diametro aproximado de una colonia).

La AOAC internacional y el Manual de Bacteriologia Analitica (BAM) de la US FDA define Coliformes como
bacilos Gram negativos que producen acido y gas de la fermentaciéon metabdlica de la lactosa. Las colonias
de Coliformes en las Placas Petrifilm'® EC durante su crecimiento van generando acido, por lo que el
indicador de pH va oscureciendo o profundizando el color del gel. El gas queda atrapado alrededor de la
colonia confirmando la presencia de un coliforme.

La identificacién de E. coli puede variar
entre los paises (Vea las
recomendaciones de uso en la seccién
incubacién, las temperaturas y tiempos
sugeridos)

Método validado AOAC internacional
Conteo de E. coli = 49 (colonias
azules con gas)

Conteo de Coliformes Totales = 87
(colonias rojas y azules con gas)

Verifique segun las normas locales de
su pais la aplicacion del sistema de
conteo y referencia.

No use esta placa para la deteccion de E. coli 0157:H7. Como la mayoria de otros medios para identificacion de E. coli y Coliformes,
esta placa no sefialara la presencia de la cepa 0157.
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3M Placas Petrifilm"R

Guia de interpretacion

para el Recuento de E. coliy Coliformes Totales

Conteo de E. coli/ Coliformes =0

Observe el cambio del color del gel desde las Figuras 2 hasta la
8. Al aumentar el conteo de E. coli o Coliformes, el color del gel
se vuelve rojo oscuro o purpura azulado. Las burbujas de fondo
son caracteristicas del gel y no son resultado del crecimiento de
Coliformes (ver recuadro 1).

Luz posterior Luz de frente

Conteo de E. coli=3

Cualquier azul en una colonia (de azul a rojo-azul) indica la
presencia de E. coli. La luz de frente mejorara la deteccion del
precipitado azul formado por una colonia. El circulo 1 muestra
una colonia rojo-azul cuyo conteo se hizo con luz de atras. El 2
muestra la misma colonia con luz de frente. El azul precipitado es
mas evidente en el circulo 2.

Conteo de E. coli=13

Conteo de Coliformes = 28

El rango recomendado de conteo en las Placas Petrifilm“? para
Recuento de E. coli y Coliformes Totales es de 15 a 150 colonias.
No cuente las colonias que ha crecido en la zona de hule espuma
por cuanto han sido removidas de la influencia del medio.

Conteo de E. coli=17

Conteo de Coliformes = 150 “estimado”

El area circular de crecimiento es de 20 cm? aproximadamente.
Conteos estimados pueden hacerse en placas que contengan
mas de 150 colonias, a través del conteo de cuadros
representativos y determinando el promedio por cuadrado.
Multiplique el promedio por 20 y determine el valor estimado por
placa.
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3M Placas Petrifilm"R

Guia de interpretacion

para el Recuento de E. coliy Coliformes Totales

MNPC (muchos nimeros para contar), para obtener mejores resultados, diluya su muestra.

Conteo de E. coli= MNPC

La Placa Petrifim"® EC con crecimiento excesivo (MNPC = muy
numeroso para contar) tienen una de las siguientes
caracteristicas: Muchas colonias pequefias, muchas burbujas de
gas y/u oscurecimiento del color del gel de color rojo a rojo
purpura.

Conteo de E. coli = 8 (presuntivo)
Conteo de Coliformes = MNPC

Altas concentraciones de E. coli pueden ocasionar que el area de
crecimiento cambie a color rojo purpura.

Conteo de E. coli= MNPC

Altas concentraciones de E. coli pueden ocasionar que el area de
crecimiento cambie a color rojo purpura.

Conteo Total = MNPC

Cuando existe presencia de gran nimero de organismos no
Coliformes como Pseudomonas en las Placas Petrifilm"'® EC el gel
cambia a color amarillento. Reporte conteo estimado MNPC para
Coliformes y realice nuevas siembras a mayor dilucion.
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3M Placas Petrifilm"R

Guia de interpretacion

para el Recuento de E. coliy Coliformes Totales

Burbujas de aire y particulas de productos

Conteo de Coliformes = 3

Las particulas de alimentos son de forma irregular y no estan
asociadas con burbujas de gas.

1

Conteo de Coliformes =78

Las burbujas pueden resultar de una inoculacién inadecuada de la
Placa Petrifim™?, estas son de forma iregular y no estan asociadas
con una colonia roja. Vea el circulo en la parte central de la placa.

La forma o patrén de las burbujas puede variar. El gas puede
romper la colonia como se observa en el circulo del lado derecho
de la placa.

Los ejemplos 1 — 10 muestra varios patrones o formas de burbujas
de gas asociadas con las colonias. Todas deben ser enumeradas.



Anexo 8: Guia de interpretacion de Placas Petrifilm de Mohos y levaduras

The Petrifilm™ Yeast and Mold (YM) Count Plate is a ready-made culture medium that contains
a cold-water soluble gelling agent, nutrients and an indicator dye to provide contrast and
facilitate counting.

Total Count = 20
Yeast Count = 16
Mold Count = 4

This Petrifilm YM Plate contains both yeast colonies and mold colonies.
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P

Yeast and Mold Count = 0 Estimated Total Count ~ 500

. « . Estimated Yeast Count ~ 480
F 2 sh Petrifilm YM Plate without t
gure OWS a rimim ate wil ut yeas ld coun‘ -21

or molds.
‘When colonies number more than 150, estimate the count.
Determine the average number of colonies in one square
(1 cm?) and multiply it by 30 to obtain the total count per
plate. The inoculated area is approximately 30 cn’. Yeast
colonies may range in color from tan (as in this example)
to pink to blue-green.

Estimated Yeast Count ~ TNTC (actual count >10%) Estimated Mold Count ~ 64

The Petrifilm YM Plate in figure 4 contains yeast colonies The mold colonies in figure 5 are beginning to crowd and
too numerous to count (TNTC). The small, blue colonies overlap each other on the plate. Count each colony margin
at the edge of the plate (highlighted in the box) are present or focus. The plate can be divided into sections to assist in
throughout the entire plate although less visible. counting. In this example, approximately 1/4 of the plate

was counted, then the number of colonies counted was
multiplied by 4 to get the estimated count on the plate.
The section shown has 16 molds.

60



Plates in figures 6a and 6b are the same sample. Figure 6ais a 1:10
dilution and has colonies that are small, faint and numerous, making
it difficult to count. Figure 6b is a 1:100 dilution and shows how
diluting product to obtain a colony count of less than 150 colonies
makes counting easier. As with most growth media, in a highly
competitive environment (such as figure 6a), typical colony growth
will be inhibited. For heavily contaminated samples such as these,
= higher dilutions are recommended for a more accurate count and

sye 7L TN BAASEIERE W-T more typical colony growth (as in figure 6b).
Mold Count ~ TNTC Mold Count = 64

PHOSPHATASE REACTION

Yeast and Mold Count = 0 Yeast and Mold Count =0

Petrifilm YM Plates utilize a phosphatase indicator dye. Therefore, some food products that contain phosphatase may cause a blue
color reaction to occur on the Petrifilm YM Plate. Two types of color reactions are sometimes seen: a uniform blue background
color or intense, blue spots. Figure 7 shows uniform blue background color and figure 8 shows intense blue spots which are often
seen with spices or granulated products. Figure 8 also shows food particles that yielded phosphatase.
To reduce a phosphatase reaction, follow one or more of these techniques:

1. Dilute Sample: Further sample dilution will minimize blue background color or reduce the number of intense blue spots.

2. Sample Preparation: Mix sample and let settle for 3—5 minutes before plating. Draw sample from center portion of sample
container or use filtered homogenizer bag to avoid plating large particles.

3. Check and Note: Observe plates within 24-36 hours of incubation and make note of any color change to aid in
final interpretation.
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If it is necessary to differentiate yeast and mold colonies on Petrifilm Yeast and Mold Plates, look
for one or more of the following typical characteristics mentioned below.
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Yeast Count =43

Figure 9 shows typical yeast colonies. Characteristics
typical of yeast include:

* Colony is small

* Colony has defined edges

* Colony color can range from tan to blue-green
* Colony may appear raised

* Colony typically is uniform in color, no center focus

(dark center)

Mold Count = 29

Figure 10 shows typical mold colonies. Characteristics
typical of mold include:

* Colony grows large

« Colony has diffuse edges

* Colony color may vary as molds produce a variety of
pigments (i.e., brown, beige, orange, blue-green)

* Colony appears flat

« Colony usually has a center focus (i.e.,usually darker in
color, may also be different color)

Yeasts and molds are closely related and cannot always be distinguished from each other without
microscopic examination.
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Figure 11 Figure 12 Figure 13 Figure 14 Figure 15
To isolate colonies for Transfer the colony toa  Yeast typically appear Mold typically appear as ~ Molds shown above are in
further identification, lift ~ drop of sterile water on oval and may show branching or thread-like  various stages of
the top film and pick from a microscope slide, budding. filaments (mycelium). germination.
the colony within the gel ~ cover with a coverslip, and
using a loop or similar view under a microscope.
device.
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Anexo 9: Guia de interpretacion de Placas Petrifilm de Staphylococcus aureus.

The Petrifilm™ Staph Express Count Plate is a sample-ready culture medium system which contains a cold-
water-soluble gelling agent. The chromogenic, modified Baird-Parker medium in the plate is selective and
differential for Staphylococcus aureus. Red-violet colonies on the plate are S. aureus.

If you encounter background flora in your staph testing, the 3M Petrifilm Staph Express Disk may be used to
identify S. aureus from all suspect colonies. The Petrifilm Staph Express Disk should be used whenever colonies
other than red-violet are present on the plate; for example, black colonies or blue-green colonies. The Petrifilm
Staph Express Disk contains a dye and deoxyribonucleic acid (DNA). S. aureus produces deoxyribonuclease
(DNase) and the DNase reacts with the dye to form pink zones. When the disk is inserted into the plate,

S. aureus (and occasionally, Staphylococcus hyicus and Staphylococcus intermedius) produce a pink zone.

S. aureus, S. hyicus, and S. intermedius comprise the majority of the group of organisms commonly known as
coagulase-positive staphylococci. Most other types of bacteria do not produce pink zones.

S. aureus Count =11

This picture shows only red-violet colonies. Count all red-
violet colonies as S. aureus. The test is complete.
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S. aureus Count =0

This Petrifilm Plate has no colonies after 24 hours of
incubation. The test is complete.
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S. aureus Count = 122

The recommended counting limit on a Petrifilm Staph
Express Count Plate is 150 S. aureus colonies. The plate in
Figure 4 is approaching the counting limit. The test is
complete.

S. aureus Count = 24

S. aureus colonies may vary in size. Count all red-violet
colonies regardless of size. Use an illuminated magnifier so
that the colonies are easier to see. The test is complete.

Estimated S. aureus Count ~ 850E
‘When the number of S. aureus colonies exceeds 150, the

too to count (TNTC). Estimate
the count or dilute your sample further. To estimate the count,
count the colonies in one representative square and multiply
that number by 30.
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The Petrifilm Staph Express Disk
should be used whenever colonies other
than red-violet are present on the plate
— for example, black or blue-green
colonies — as they may obscure

S. aureus. Black colonies may or may
not be S. aureus. Blue-green colonies
are not S. aureus.

When the disk is inserted into the plate
and they are incubated, pink DNase
zones form. Pink zones are S. aureus
the majority of the time but
occasionally may be S. hyicus or

S. intermedius. The group of organisms
commonly known as coagulase -
positive staphylococci is mainly
comprised of S. aureus, S. hyicus and
S. intermedius.

S. aureus Count =7

Food particles in this figure are irregularly shaped.

S. aureus is easier to enumerate once the disk has been
inserted because the zones are more clearly distinguished

from the food.

S. aureus Count =17

Count pink zones as S. aureus, regardless of the size of the
zone. The arrows in the figure show gel splitting. Gel
splitting does not affect the performance.

S. aureus Count=3

Individual colonies are difficult to see due to food and/or
large numbers of background bacteria as depicted by
discoloration of the plate in this figure. Insert the disk and
count pink zones as . aureus.
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Anexo 10: Pipeta de volumen variable de 100 — 1000 ul

= v J o 4

Top Single Channel Pipettor
~ Volume: 100-1000 ul
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Anexo 11: Certificados de analisis de las Placas Petrifilm

3Mm
Petrifilm-

Product Manufacturing Certificate

Created by Authorized P,

& Lola Joh

Manufacture Date:
Expiration Date:

, 2019-02-25
2019-02-18
2020-08-18

Certificate of Analysis

Product: 3M™ Petrifilm™ Aerobic Count Plates 6400, 6403, 6406 or 6442

Batch: 3343HJ

Stock Number: 70-20056-7212-4 or 70-2006-7784-0 or 70-2005-7215-7 or 70-2007-7071-0
ERP Number: 7100039310 or 7100048022 or 7100039374 or 7100047858

Organism Tested Growth Specification Result
Lactococcus lactis subsp. cremoris ATCC 19257 2-3.0* Pass
Escherichia coli ATCC 51813 2-3.0* Pass

*Expressed as the number of standard deviations away from the average count on standard agar medium.

ISO 11133:2014 Performance Testing

Organism Tested

Growth Specification

Escherichia coli ATCC 25922 (WDCM 00013) Productivity Ratio20.7 Pass
Bacillus subtilis subsp. spizizenii ATCC 6633 (WDCM 00003)  Productivity Ratio20.7 Pass
Escherichia coli ATCC 8739 (WDCM 00012) Productivity Ratio20.7 Pass
Staphylacaccus aureus ATCC 25923 (WDCM 00034) Praductivity Ratia20.7 Pass
Staphylococcus aureus ATCC 6538 (WDCM 00058) Productivity Ratio20.7 Pass
This material complies with the 3M specifications for this prodi ion, and applicable criteria for routine quality control and microbiological

performance of ISO.11133. 3M Brookings is certified to ISO 9001 through an independent sgency.

3M Health Care
3M Center, Building 275-5W-05
St. Paul, MN 55144-1000 Phone: 1-800-328-1671

AC

Aerobic Count Plate

3M and Petrifilm are trademarks of 3M. Please recycle.
Printed in USA © 3M 2017. All rights reserved.

Version 8
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Created by Authorized P I: Lola Joh , 2019-04-29
Manufacture Date: 2019-04-23

e Expiration Date: 2020-10-21

Petrifilmr

Product Manufacturing Certificate Certificate of Analysis

Product: 3M™ Petrifilm™ E. coli/Coliform Count Plates 6404 or 6414 or 8444

Batch: 334CNS

Stock Number: 70-2005-7213-2 or 70-2005-9014-2 or 70-2007-7073-6

ERP Number: 7100039312 or 7100039397 or 7100047857
Organism Tested Growth Specification Resuit
Escherichia coli ATCC 51813 2-3.0%, blue with gas Pass
Enterobacter amnigenus ATCC 51816 2-3.0*, red with gas Pass
Escherichia coli ATCC 26922 Productivity Ratio20.5 Pass
Enterococcus faecalis ATCC 14506 No Growth Pass
Enterococcus faecalis ATCC 29212 No Growth Pass
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 Atypical Growth Pass

*Expressed as the number of standard deviations away from the average count on standard agar medium.

This material complies with the 3M specifications for this produ ion, and applicable criteria for routine quality control and microbiological
performance. 3M Brookings is certified to ISO 9001 through an independent agency.

3M Health Care 3M and Petrifilm are trademarks of 3M. Please recycle. Version 7
3M Center, Building 275-5W-05 Printed in USA © 3M 2017. All rights reserved.
St. Paul, MN 55144-1000 Phone: 1-800-328-1671

EC

E. coli/Coliform Count Plate
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Created by Authorized P I: Lola Joh 2019-02-14
Manufacture Date: 2019-02-05

Expiration Date: 2020-08-05
. .

Petrifilm-

Product Manufacturing Certificate Certificate of Analysis

Product: 6407, 8417 or 6445 3M™ Petrifilm™ Yeast and Mold Count Plates

Batch: 333Y4R

Stock Number: 70-2005-6124-2 or 70-2005-9015-9 or 70-2007-7904-2

ERP Number: 7100039379 or 7100039423 or 7100047854
Organism Tested Minimum Growth Result
Aspergillus niger, M6 Productivity Ratio20.7 Pass
Paecilomyces species, M10 Productivity Ratio=0.7 Pass
Botrytis species, MS7 Productivity Ratioz0.7 Pass
Hansenula anomala, Y28 Productivity Ratioz0.7 Pass
Saccharomyces cerevisiae, Y41 Productivity Ratio=0.7 Pass
Enterococcus faecalis No Growth Pass
Acinetobacter species No Growth Pass

This material complies with the 3M specifications for this product construction, and applicable criteria for routine quality control and microbiological
performance. 3M Brookings is certified to ISO 9001 through an independent agency and is an FDA registered drug and device site.

3M Health Care PO Box 5227 3M and Petrifilm are trademarks of 3M. Please recycle. Version 6
Brookings, SD §7006-5227 Phone: 1-800-328-1671 Printed in USA © 3M 2017. All rights reserved.

YM

Yeast and Mold Count Plate
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Created by Authorized P, taw M. k, 2019-02-28
Manufacture Date: 2019-02-11
Expiration Date: 2020-08-11
. .

Petrifilm-

Product Manufacturing Certificate Certificate of Analysis

Product: 3M™ Petrifilm™ Staph Express Count Plates 6448, 6490 or 6491

Batch: 4183A00080

Stock Number: 70-2007-9229-2 or 70-2007-9230-0 or 70-2007-9228-4

ERP Number:

7100090291 or 7100090292 or 7100090307

Organism Tested Growth Specification Result
Staphylococcus aureus ATCC 49476 Productivity Ratio20.5 Pass
Staphylococcus epidermidis ATCC 14990 No or Atypical Growth Pass
Bacillus atrophaeus ATCC 9372 No or Atypical Growth Pass
ISO 11133:2014 Performance Testing
Organism Tested Growth Specification Result
Staphylococcus aureus ATCC 6538 (WDCM 00032) Productivity Ratioz0.5 Pass
Staphylococcus aureus ATCC 25923 (WDCM 00034) Productivity Ratio20.5 Pass
Escherichia coli ATCC 25922 (WDCM 00013) No Growth Pass
Escherichia coli ATCC 8739 (WDCM 00012) No Growth Pass
Staphylococcus epidermidis ATCC 12228 (WDCM 000386) No or Atypical Growth Pass
Staphylococcus saprophyticus ATCC 15305 (WDCM 00159) No or Atypical Growth Pass

This material complies with the 3M specifications for this product construction, and applicable criteria for routine quality control and microbiological
performance of ISO 11133. 3M Wroclaw is certified to ISO 8001 through an independent agency.

3M Health Care
3M Center, Building 275-5W-05
St. Paul, MN 55144-1000 Phone: 1-800-328-1671

STX

Staph Express Count Plate

3M and Petrifilm sre trademarks of 3M. Plesse recycle.
Printed in USA © 3M 2017. All rights reserved.

70



'i“':!;,n'._ ———

Anexo 12: Incubadora de 35° - 37°C (Cddigo de bienes)
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Anexo 13:
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Anexo 14: Autoclave-Esterilizador (Codigo de bienes)

~ CONTROL DE BIENES
* ESTERILIZADOR

LT
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Anexo 15: Norma NTE-INEN 2390:2004

INEN

INSTITUTO ECUATORIANO DE NORMALIZACION

Quito - Ecuador

NORMA TECNICA ECUATORIANA NTE INEN 2 390:2004

LEGUMINOSAS. GRANO DESAMARGADO DE CHOCHO.
REQUISITOS.

Primera Edicion
PULSES. LUPIN UNBITTER GRAIN. SPECIFICATIONS.

First Edition

DESCRIPTORES: Tecnologia de alimentos, granos, granos y cereales, chocho, requisitos.
AG 05.04-415

CDU: 633.3

Cllu: 1110

ICS: 67.060
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duccion

larep

INEN - Casilla 17-01-3999 — Baquerizo Moreno E8-29 y Al

iano de Nor

Instituto Ect

CDU: 6333 DIIEII CIIU: 1110
ICS: 67.060 AG 05.04-415

Norma Técnica LEGUMINOSAS. NTE INEN
Ecuatoriana GRANO DESAMARGADO DE CHOCHO. 2 390:2004
Voluntaria REQUISITOS. 2005-09
1. OBJETO

1.1 Esta norma establece los requisitos de calidad que debe cumplir el grano de chocho
desamargado para consumo humano.
2. DEFINICIONES

2.1 Para los efectos de esta norma, se adoptan las definiciones contempladas en la NTE INEN
2 389y, las que a continuacion se detallan:

2.1.1 Grano desamargado. Producto comestible limpio humedo, que ha sido sometido a un
proceso de desamargamiento (térmico-hidrico), de color predominantemente blanco-crema, sabor y
olor caracteristico, libre de olores extrafios y del sabor amargo.

2.1.2 Grano imperfecto. Grano de chocho no hidratado, manchado interna o externamente,
decolorado, delgado o desnudo y todo pedazo de grano de chocho, cualquiera que sea su tamafio.

2.1.3 Grano danado. Grano que ha sufrido deterioro, debido a la accién de microorganismos y
otras causas.

2.1.3.1 Grano dafado por microorganismos. Grano que ha sido alterado en sus caracteristicas
organolépticas debido a la accién de microorganismos dafinos.

2.1.3.2 Granos desnudos y/o pelados. Comprende todo grano de chocho desprovisto total o
parcialmente de su cascara (testa o cubierta).

2.1.4 Olores objetables. Todos aquellos olores diferentes del caracteristico del grano de chocho
desamargado.

2.1.5 Chocho infectado. Grano con presencia parcial o total de microorganismos vivos como
hongos, bacterias y levaduras.

2.1.6 Chocho limpio. Aquel que no contiene impurezas.
2.1.7 Grado muestra. Es el grano de chocho que no cumple con los requisitos de calidad
establecidos en esta norma.

3 CLASIFICACION
3.1 El grano de chocho de acuerdo al porcentaje que queda retenido en los tamices de 9 mm
(28/64 plg.), 8 mm (26/64 plg.) y 7 mm (25/64 plg.) (NTE INEN 1 515) se clasifica en los siguientes
tipos:

3.1.1 Grano de chocho tipo I. Es aquel formado por granos de color uniforme, retenidos en una criba
o zaranda de 9,0 mm de diametro.

3.1.2 Grano de chocho tipo 1. Es aquel formado por granos de color uniforme, que pasan la criba de
9,0 mm y quedan retenidos sobre la criba de 7,0 mm.

(Contintia)

DESCRIPTORES: Tecnologia de alimentos, granos, granos y cereales, chocho, requisitos.

1s 2004-011
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NTE INEN 2 390 2005-09

4. DISPOSICIONES GENERALES
4.1 Designacion

4.1.1 El grano de chocho desamargado para el consumo humano se designa por su nombre y tipo
seguido de la norma de referencia.

Ejemplo: Grano de chocho desamargado Tipo |. NTE INEN 2 390.

5. REQUISITOS
5.1 Requisitos especificos

5.1.1 El grano de chocho desamargado para el consumo humano debe cumplir los requisitos
indicados en las tablas 1, 2y 3.

TABLA 1: Composicién quimica proximal del chocho desamargado

REQUISITOS UNIDAD VALOR METODO DE ENSAYO
Humedad % 72-75 INEN 1 235
Materia Seca % 28-25 INEN 1 235
Proteina % 50— 52 AOAC 955.04
Grasa % 19-24 AOAC 920.85
Fibra % 7-9 AOAC 962.09
Cenizas % 1,9-3,0 AOAC 942.05
ELN. (ver nota 1) % 12,0—-22,0 Por diferencia
Energia callg 5369—-6476 Aplicacién de la Ecuacién 1
Alcaloides % 0,02 -0,07 Von Baer, D. y colaboradores. 1979

(ver nota 2)
Nota 1: ELN. = Extracto Libre de Nitrégeno = 100 - [fibra + proteina + grasa + cenizas].
Nota 2: Método modificado por Vera, C., Escuela Politécnica Nacional, 1982, Quito.

TABLA 2: Analisis microbiolégico del chocho desamargado

REQUISITOS UNIDAD VALOR METODO DE ENSAYO

Recuento aerobios totales UFC/g 18x10% = 1x10° NTE INEN 1 529-5
Recuento coliformes totales NMP/g 10 - 10° NTE INEN 1 529-7
Recuento de hongos y levaduras UFCl/em® 0-5x10° NTE INEN 1 529-10
Escherichia coli Ausencia NTE INEN 1 529-8
Tipificacion E. Coli 0157 HT Ausencia NTE INEN 1 529-8
UFC = Unidades Formadoras de Colonias.

NMP = Numero Mas Probable.

TABLA 3: Analisis fisico del chocho desamargado

REQUISITOS UNIDAD VALOR
Chocho dafiado (clima), max. % 0,2
Chocho dafiado (insectos), max. % 0,2
Con alteracion de color, max. % 0,2
Material vegetal extrafio, max. % 0,05
Material mineral, max. % 0,001

5.1.2 El grano de chocho desamargado para el consumo humano debe estar libre de contaminantes
quimicos.

(Contintia)
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NTE INEN 2 390 2005-09

5.1.3 El color, sabor, olor del grano de chocho desamargado para el consumo humano se determina
por evaluacion sensorial, de acuerdo con las especificaciones de calidad del producto, establecidas
en la tabla 4:

TABLA 4: Especificaciones de calidad del producto desamargado
mediante el proceso térmico-hidrico

Descripcién Producto comestible limpio humedo

Presentacion Natural, uniforme, color blanco-crema preferentemente
Olor Caracteristico, libre de olores extrafios

Sabor Caracteristico del chocho, libre del sabor amargo

5.2 Requisitos complementarios

5.2.1 La temperatura ambiente en el area de pesado, empacado y sellado no debe pasar de los
17°C.

5.2.2 Comercializacion

5.2.2.1 Seleccién. El grano de chocho desamargado debe ser seleccionado antes del empacado;
en esta etapa se elimina granos de mala calidad. EIl grano debe presentar un color blanco-crema
preferentemente, uniforme, sabor y olor caracteristicos. EIl grano de color azulado y/o verde, al
igual que otros defectos detectables visualmente en estado humedo, debe ser separado y
desechado.

5.2.2.2 Pesada. La pesada debe realizarse en forma aséptica, para evitar que el grano se
contamine.

5.2.3 Disposiciones sobre la presentacion

5.2.3.1 EI contenido de cada envase debe ser homogéneo y estar constituido Unicamente por
granos de chocho desamargado del mismo origen genético, calidad y tipo.

5.2.4 Almacenamiento. Para prolongar la vida util del producto al granel o en bolsas de plastico, el

grano se debe mantener en refrigeracion. También se puede congelarlo, en este caso se produce
una ligera modificacion de la textura a partir de los seis meses de almacenamiento.

6. INSPECCION
6.1 Muestreo
6.1.1 El muestreo se efectuara de acuerdo ala NTE INEN 1 233.
6.2 Aceptacion o rechazo

6.2.1 Si la muestra ensayada no cumple con uno o mas de los requisitos indicados en esta norma,
se considera no apta para el consumo humano y se rechaza el lote.

6.2.2 En caso de discrepancia, se repetiran los ensayos sobre la muestra reservada para tales
efectos.

6.2.2.1 Cualquier resultado no satisfactorio en este segundo caso, sera motivo para rechazar el lote.
6.3 La inspeccién del grano desamargado de chocho para consumo humano debe ser efectuado
por la autoridad competente, quien elaborara su informe basado en las normas establecidas en

nuestro pais o pais de origen.

(Contintia)
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7. METODOS DE ENSAYO
7.1 Calculo de la energia. Se realiza aplicando la siguiente ecuacién:
E =[(grasa x 0,0972) + (proteina x 0,0539) + (fibra x 0,0458) + (ELN x 0,0422)]x 1 000 (Ec. 1)
En donde:
E = energia, cal/g.
7.1.1 Los resultados obtenidos son similares a los realizados con la bomba calorimétrica.
7.2 Determinacion de alcaloides

7.21 Determinacion cuantitativa de alcaloides [Bon Vaer D. y colaboradores, 1979 (Método
modificado por la Escuela Politécnica Nacional, por Vera, C. Julio, 1982, Quito)]

7.21.1 Procedimiento

a) Pesar 0,2 g de muestra de chocho previamente molida y homogenizada en un mortero.

b) Agregar 0,6 g de Oxido de Aluminio Basico, mezclar bien hasta formar un polvo impalpable.

c) Anadir 0,2 ml de KOH al 15%, mezclar bien hasta formar una pasta homogénea.

d) Transferir a tubos de centrifuga y agregar 6 ml de cloroformo p.a. Mezclar con una varilla y
centrifugar por 2 minutos (entre 1 500 y 3 000 rpm).

e) Recibir la fase cloroférmica en vasos perfectamente limpios provistos de embudos con algodén
en la base del cono, repetir las extracciones por lo menos 10 veces, hasta que 1 ml del ultimo
extracto evaporado a sequedad en un vaso de 50 ml, suspendido en 4 6 5 gotas de acido
sulfurico 0,01N presente reaccién negativa con 3 6 4 gotas del reactivo de Dragendorf.

f) Selava el embudo por dentro y por fuera con aproximadamente 15 ml de cloroformo.

g) Se recogen todos los lavados en el vaso de los extractos, evaporar con calor suave sin llegar a
sequedad, dejando en la etapa final 1 ml, que desaparecera rapidamente al enfriar en un
recipiente con agua fria.

h) Se agrega 5 ml de acido sulfdrico 0,01N, dos gotas de rojo de metilo y se titula el exceso de
acido con NaOH 0,01N.

i) El contenido de alcaloides se reporta como lupanina.

-

7.2.1.2 Calculos

1 ml de H,SO4 0,01N equivale a 2,48 mg de lupanina.

V H,SO,4 gastado x N H,SO, x 24,8 x factor de correccion (Ec. 2)

% alcaloides =
Masa de la muestra
8. ENVASADO

8.1 Los granos de chocho desamargados deben envasarse de tal manera que se proteja
adecuadamente el producto.

8.2 El material empleado dentro de los envases debe ser nuevo, limpio y de calidad tal que evite
cualquier dafio externo o interno al producto.

8.3 Los envases deben satisfacer las caracteristicas de calidad, higiene, ventilacién y resistencia
para asegurar una manipulacion, transporte y conservacién adecuados de los granos de chocho
desamargado. Los envases deben estar exentos de cualquier materia u olor extrafios.

8.4 El empacado se debe realizar en condiciones asépticas.

(Continta)
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