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RESUMEN 

Con la intención de validar el método de muestreo microbiológico en el 

procesamiento de polvo de cacao alcalino, de la empresa Cacaos Finos 

Ecuatorianos S.A. (CAFIESA), se consideró plantearse  los siguientes objetivos: 

aplicar la metodología actual de plan de muestreo microbiológico empleada 

para el análisis de superficies de contacto en el proceso de elaboración de 

polvo de cacao alcalino; determinar las herramientas estadísticas óptimas que 

pueden ser aplicadas para validar la metodología del plan de muestreo 

microbiológico empleada en el proceso de elaboración de polvo de cacao; e 

identificar los puntos críticos microbiológicos en el proceso de elaboración de 

polvo de cacao alcalino. Lo que conllevó en el presente estudio a determinar la 

calidad microbiológica de las superficies de los equipos de CAFIESA, 

específicamente en un equipo de procesamiento denominado prensas. Para el 

estudio se consideró realizar un Diseño Completamente al Azar con arreglo 

factorial del 4x3x2, para lo cual se efectuaron 6 repeticiones. En donde los 

tratamientos fueron las cuatro prensas, y cada tratamiento tiene dos niveles en 

los que se analizaron tres factores: aerobios mesófilos, mohos-levaduras y 

coliformes totales. Por consiguiente se tomó los factores microorganismos, 

prensa y punto de muestreo, dada la interacción que tienen éstos en cada una 

de las muestras; además de la correlación que tienen las prensas en el 

momento de la limpieza. El objetivo final fue validar los métodos de muestreo 

microbiológico cumpliendo con los criterios o límites permitidos. 

 
 

Palabras Claves : mesófilos, coliformes, mohos-levaduras, limpieza, validar. 
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ABSTRACT  

With the intention to validate the method of microbial sampling in processing 

cocoa powder alkaline, of the company “Cacaos Finos Ecuatorianos S.A.” 

(CAFIESA), we considered to consider the following objectives: to apply the 

current microbiological methodology sampling plan used for the analysis of 

contact surfaces in the process of preparing alkaline cocoa powder; determine 

optimal statistical tools that can be applied to validate the methodology of 

microbiological sampling plan used in the preparation process cocoa powder; 

microbiological and identify critical points in the preparing process alkaline 

cocoa powder. This implies that present study to determine the microbiological 

quality of the surfaces of the equipment CAFIESA, specifically called processing 

equipment presses. Therefore, the study is considering making a completely 

randomized factorial design arrangement of 4x3x2, for which 6 repetitions were 

made. Where treatments were four presses, and each treatment has two levels 

at which three factors were analyzed: aerobic mesophilic bacteria, yeasts and 

molds-total coliforms. Therefore microorganism’s factors press and sampling 

point was taken, given the interaction they had on each of the samples, In 

addition to the correlation with the presses at the cleaning´s time. 

With all of this is intended to validate the microbial sampling methods meeting 

the criteria or limits. 

Key words:  mesophilic, coliforms, mold-yeast, cleaning, validate. 
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1 INTRODUCCIÓN 

 

La inocuidad de alimentos es parte fundamental de la calidad, ya que es una de 

las metas trazadas por muchas empresas; y el incremento en el consumo de los 

alimentos por otro lado, exige cada día un control más estricto y eficiente de su 

calidad. 

 

Con el fin de prevenir enfermedades transmitidas por los alimentos, se debe 

realizar un control de calidad muy minucioso, el cual debe ser adecuado desde 

el momento que se obtiene la muestra. Por lo tanto estudiar las metodologías 

de muestreo, criterios, controles y técnicas microbiológicas, son esenciales para 

el desarrollo de este trabajo de investigación. 

 

Cuidar y garantizar la calidad de los alimentos es sumamente importante para 

una empresa alimentaria como para el consumidor, y justamente por eso, llevar 

controles microbiológicos estrictos será fundamental. Sobre todo en las 

superficies que están en contacto directo con los alimentos, ya que hay estudios 

en los cuales se establece que la contaminación cruzada no solamente se 

puede dar con el contacto de una persona hacia un alimento; sino también con 

estructuras, equipos y máquinas que hayan tenido un pésimo proceso de 

limpieza y desinfección. 

 

Desinfectar las superficies de contacto con los alimentos, en este caso en 

particular a un equipo específico de producción denominado prensas, este es 

un equipo por el cual mediante presión separa la manteca y torta de cacao del 
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licor. A estas prensas se les dará un tratamiento a sus superficies mediante el 

cual se espera que disminuye y en el mejor de los casos destruya en un 99% 

los microrganismos presentes, cuidando así la calidad e inocuidad del alimento 

(FDA, 2015). 

 

Cabe destacar que si no se hace un procedimiento correcto de limpieza, la 

desinfección no cumplirá su objetivo fundamental (Herrera Dobroski & Troyo 

Chaves, 2011, pág. 102). 

 

La compañía Cacaos Finos Ecuatorianos S.A. (CAFIESA) considera importante 

la validación del método de muestreo requerido para obtener una alta tasa de 

confiabilidad y calidad de los resultados obtenidos en los análisis 

microbiológicos del producto denominado polvo de cacao alcalino. 

 

Es preciso indicar que se toma al producto polvo de cacao alcalino como 

referencia, debido a que este es el que posee mayor demanda y es el producto 

estrella de la empresa. Es por eso que CAFIESA tiene la necesidad de realizar 

un estudio que valide la representatividad del método del plan de muestreo, que 

ayude eficientemente en la calidad de los resultados de análisis 

microbiológicos. 

 

Con estos antecedentes se plantearon los siguientes objetivos: 

 



 

3 

 

1.1 Objetivo General 

Validar el método de muestreo microbiológico en el proceso de elaboración de 

polvo de cacao alcalino. 

 

1.2 Objetivos Específicos 

•••• Aplicar la metodología actual de muestreo microbiológico empleada para el 

análisis de superficies de contacto en el proceso de elaboración de polvo de 

cacao alcalino, basado en la técnica 3M Quick Swab método oficial AOAC 

990.12. 

 

•••• Determinar los softwares estadísticos óptimos que pueden ser aplicadas 

para validar la metodología de muestreo microbiológico empleada en el 

proceso de elaboración de polvo de cacao alcalino. 

 
 

•••• Identificar los puntos críticos microbiológicos en el proceso de elaboración 

de polvo de cacao alcalino. 

 

Hipótesis 

• Hipótesis nula (Ho) : El uso de los softwares estadísticos minitab 16 e 

infostat version libre ayudan a validar el método de muestreo 

microbiológico en el proceso de elaboración de polvo de cacao alcalino. 

• Hipótesis alternativa (Ha): El uso de los softwares estadísticos minitab 

16 e infostat versión libre no ayudan a validar el método de muestreo 

microbiológico en el proceso de elaboración de polvo de cacao alcalino. 
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2 MARCO TEÓRICO 

 

2.1 Seguridad Alimentaria 

La seguridad alimentaria existe “cuando todas las personas tienen en todo 

momento acceso físico y económico a suficientes alimentos inocuos y nutritivos 

para satisfacer sus necesidades alimenticias y sus preferencias de alimentos a 

fin de llevar una vida activa y sana” (Cumbre Mundial Sobre la Alimentación, 

1996, pág. 2). 

 

Segura García del Río, (2013, pág. 155) afirma que, aunque en la mayoría de 

los países del mundo la seguridad alimentaria sigue vinculada a la 

disponibilidad de alimentos, en nuestro entorno mas inmediato se relaciona con 

la calidad alimentaria. 

 

En un sin número de ocasiones no se cumple el punto de calidad alimentaria y  

procesamiento de productos alimenticios sanos y seguros, ya que no se toman 

muchas veces los controles necesarios para que estos sean seguros e inocuos; 

y lo que resulta es un alimento con un crecimiento microbiano muy alto que 

deriva en una contaminación, que a la postre terminará para el consumidor en 

una intoxicación si es ingerido . 

 

Enfocándonos al aspecto de inocuidad que debe tener un alimento o producto 

alimenticio, que es fundamental para garantizar esa seguridad alimentaria, se 

debe tener en cuenta los cuidados de limpieza y asepcia en las superficies y 

ambiente a lo largo de la cadena de producción y almacenamiento para evitar 

cualquier tipo de contaminación. 
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De acuerdo a la resolución 067, ambiente es “cualquier área interna o externa 

delimitada físicamente que forma parte del establecimiento destinado a la 

fabricación, procesamiento, preparación, envasado, almacenamiento y 

expendio de alimentos” (ARCSA, 2015, pág. 3). 

 

2.1.1 Inocuidad y Calidad 

Las amenazas que plantean los alimentos no inocuos ponen en riesgo y supone 

un peligro para la salud de todas las personas a nivel mundial: los niños 

pequeños, embarazadas, los lactantes, personas mayores y personas con 

dolencias subyacentes están generalmente  indefensos. Millones de personas 

son afectadas al año por las enfermedades que transmiten los alimentos, en un 

gran porcentaje a niños sobre todo, y generalmente a países subdesarrollados 

o en vías de desarrollo (Organización Mundial de la Salud, 2015). 

 

Se entiende por inocuidad a todo alimento o producto alimenticio que cumpla 

con la condición de ser seguro y no haga daño a la salud del consumidor. 

 

La inocuidad alimentaria hace alusión a un sin número de riesgos ya sean 

graves o no, que pueden actuar en los alimentos haciendo a estos perjudiciales 

o nocivos a la salud del consumidor (FAO, 2010). 

 

En fin, la importancia que tiene la inocuidad para todos los consumidores es 

fundamental sobre todo en lo que a salud respecta. Y no solo se trata de llevar 

un control al momento de la producción, ya que cualquier tipo de contaminación 

se puede llevar a cabo en distintas fases del proceso, incluso antes que la 

materia prima entre a la planta de producción. Por eso es necesario tomar 
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medidas de aseguramiento de la calidad en todas las etapas de la cadena 

productiva. 

 

Hoy por hoy en el Ecuador tocar el tema de la calidad alimentaria, es hablar de 

obligaciones y compromisos con el sector industrial, comercio y consumidores 

(Ministerio de Industrias y Productividad, 2012, pág. 12). 

 

Por calidad podemos entender que es todo lo que conlleva producir un bien o 

servicio satisfaciendo al consumidor con un producto conforme. 

 

2.1.2 Limpieza y desinfección 

“La higiene alimentaria comprende todas las medidas necesarias para 

garantizar la inocuidad sanitaria de los alimentos, manteniendo a la vez el resto 

de cualidades que les son propias, con especial atención al contenido 

nutricional” (Loza, Pecho Tataje, & Uribe Quiroz, 2014, págs. 173-174). 

 

Es por eso necesario mantener una higiene estricta a lo largo de toda la cadena 

productiva, sin olvidarnos también lo fundamental que es llevar la higiene 

personal, para evitar posibles contaminaciones. 

 

Según la resolución 067, la contaminación es “introducción o presencia de 

cualquier peligro biológico, químico o físico en el alimento, o en el medio 

ambiente alimentario” (ARCSA, 2015, pág. 4). 

 

Por lo cual, los métodos de limpieza y desinfección en equipos, ambientes y 

superficies son de suma importancia para proteger las características propias 
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del alimento y así asegurar la calidad e inocuidad de esos productos (ARCSA, 

2015, pág. 28). 

 

“Para la limpieza y la desinfección es necesario utilizar productos que no tengan 

perfume ya que pueden producir contaminantes además de enmascarar otros 

olores” (Orellana Campoverde, 2015, pág. 97). 

 

De acuerdo a la resolución 067, por limpieza se entiende que “es el proceso o la 

operación de eliminación de residuos de alimentos u otras materias extrañas o 

indeseables” (ARCSA, 2015, pág. 6). 

 

Así como son de importantes los procesos de limpieza y desinfección en toda la 

cadena del ciclo productivo, lo son también los elementos con los cuales se va 

a realizar esa desinfección.  

 

Se puede decir que desinfección es el proceso físico o químico por medio del 

cual se busca reducir o bajar la carga microbiana de superficies limpias que 

esten en contacto con el producto, sin que dicho proceso perjudique la 

inocuidad y calidad del alimento (ARCSA, 2015, pág. 4). 

 

Las superficies de equipos y máquinas industriales son inertes y por lo mismo 

las bacterias no pueden vivir ahí, y si lo hacen es por poco tiempo ya que no 

pueden asentarse correctamente. Ahora, muchas veces las superficies 

presentan grietas o irregularidades que hacen imposible que se haga una 

limpieza y desinfección eficiente; provocando a la larga que los 

microorganismos que están presentes en estas rugosidades sean un potencial 

riesgo de contaminación (Hernandez & Sastre, 1999, págs. 506-507). 
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Desinfectar las superficies de contacto con los alimentos, en este caso 

específico las prensas, es dar un tratamiento a las superficies que entran en 

contacto con los productos o alimentos por medio de un proceso que disminuye 

y en el mejor de los caso destruye en un 99 % los microrganismos presentes, 

cuidando así la calidad e inocuidad del alimento (FDA, 2015). 

 

Cabe destacar que si no se hace un procedimiento correcto de limpieza, la 

desinfección no cumplirá su objetivo fundamental (Herrera Dobroski & Troyo 

Chaves, 2011, pág. 102). 

 

2.1.3 Agentes desinfectantes 

Los elementos con los que se se plantea realizar una desinfección son muy 

importantes, y en la industria alimentaria generalmente se usan: agentes 

clorados, yodados, elementos de amonio cuaternarios, entre otros; a 

continuación presentamos algunos de estos. 

 

2.1.3.1 Desinfectantes clorados 

Los compuestos clorados son los elementos desinfectantes mayormente 

usados en las industrias alimentarias, estos son buenos bactericidas y muy 

eficaces contra hongos; eso si, se debe tener cuidado en donde se los piensa 

utilizar ya que no en todos las compañias procesadoras de alimentos se acepta 

su uso (OPS, 2015, pág. 2). 

 

Las ventajas del cloro como desinfectante es que por sus cualidades puede ser 

almacenado y transportado de manera segura, y es muy efectivo ya que 

produce una considerable eliminación o disminución de la carga microbiana. 
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Sus desventajas son lo corrosivo y peligroso que puede llegar a ser cuando 

esta al aire libre (LENNETECH, 2016, pág. 1). 

 

2.1.3.2 Compuestos de amonio cuaternario 

Son aquellos que por lo general, su efecto eliminador de microorganismos 

requiere de mas tiempo de lo normal para desinfectar una zona o superficie, 

pero esto no siempre es un inconveniente ya que por ser estables, eliminarán 

bacterias por un tiempo prolongado, diferenciándose así de otros desinfectantes 

que pierden su efectividad en ese lapso de tiempo (OPS, 2015, pág. 2). 

 

Estos compuestos tienen una potente acción como detergentes, y su efectividad 

bactericida se obtiene por la cualidad de entrar en la membrana de los 

microbios, gracias a las cadenas de carbono hidrófobas. (BETELGEUX, 2014, 

pág. 6) 

 

2.1.3.3 Alcoholes 

Los alcoholes son aquellos agentes que tienen acción inmediata en escasos 

segundos cuando se los usa, aunque no persisten en el tiempo; son eficaces 

contra las bacterias gram negativas, positivas, hongos, virus y micobacterias. 

Su efectividad bactericida es gracias a que entran en la pared celular de los 

microorganismos e inactivan enzimas desnaturalizando las proteínas 

(BETELGEUX, 2014, pág. 7). 

 

Los alcoholes son ampliamente usados, no solo en establecimientos de 

porcesamiento de alimentos, sino tambien en hospitales, dispensarios y en el 

hogar. La ventaja que estos podrían tener frente a otros desinfectantes es que 

son de actuación rápida. 
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A continuación se incluye una Tabla comparativa de los distintos desinfectantes 

de uso industrial: 

 

Tabla 1. Cuadro comparativo de desinfectantes. 

Desinfectantes 

TIPO Clorados Amonios cuaternarios Alcoholes 

Toxicidad ++ + + 

Corrosión +++ - - 

Amplio espectro +++ ++ +++ 

Inactivación materia 

orgánica 
+++ +++ +++ 

Fuente:  Moreno , Schade, Rivero, & Smith (2015) 

 

La Tabla 1 indica la comparación de los agentes desinfectantes en diferentes 

aspectos, claramente nos señala que en niveles de toxicidad y corrosión, los 

desinfectantes clorados tienen niveles mas altos, y solamente en inactivación 

de materia orgánica y en amplio espectro todos ellos igualan condiciones. 
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A continuación se evalúa también el uso de desinfectantes, en el siguiente 

cuadro comparativo: 

 

Tabla 2. Cuadro comparativo para el uso de desinfec tantes. 

Uso de desinfectantes 

TIPO Clorados Amonios cuaternarios Alcoholes 

Pisos en general + ++++ - 

Sanitarios +++ +++ - 

Áreas críticas +++ + - 

Mobiliario ++ ++ + 

Equipos - + +++ 

Medicamentos - - +++ 

Fuente: Moreno , Schade, Rivero, & Smith (2015)  
 

En la Tabla 2 se observa claramente que los agentes de amonio son muy 

utilizados en pisos  y sanitarios; los clorados en áreas críticas y sanitarios y los 

alcoholes son mas usados en equipos y medicamentos. 

 

2.1.3.4 Ácidos Peracéticos 

Otro de los agentes desinfectantes que se utiliza son las soluciones de ácidos 

peracéticos, las cuales estan constituidas por un balance entre el peróxido de 
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hidrógeno y el ácido peracético, cabe destacar que este potente microbicida 

está entre los desinfectantes mas fuertes conocidos (ARAZUL, 2016, pág. 1). 

 

Es necesario mencionar que esta solución de ácido peracético se utiliza para 

desinfectar las superficies de las prensas especiíficamente sus bandejas y 

entrada al triturador. Es recomendable que cuando se utilice esta solución se 

tomen medidas preventivas y de seguridad como mascarillas y guantes, ya que 

esta solución tiene un olor muy fuerte y estar expuesto mucho tiempo a este 

puede causar problemas a la salud. 

 

Tabla 3. Dosis para el uso de la solución de ácido per  acético . 

Ácido peracético 

Equipos  DOSIS 

 Bandejas de prensas y triturador  300 ml en 20 litros agua 

 Boca de envasadora de manteca  300 ml en 20 litros agua 

Cuchillas de molinos 

Banda de kibbled 
 

100 ml en 20 litros agua 

300 ml en 20 litros agua 

Fuente: CAFIESA, (2014) 

 

Lo que indica la Tabla 3 son las dosis que se recomiendan para su uso en 

sanitización de frutas y verduras, superficies en contacto con alimentos y como 

esterilizante químico. 
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2.1.4 Análisis de Peligros y Puntos Críticos de Con trol (HACCP) 

Los análisis de peligros y puntos críticos de control (HACCP), son un conjunto 

de actividades que conforman un sistema preventivo para asegurar la calidad e 

inocuidad alimentaria. Este sistema se lo aplica en la industria alimentaria. En 

este se identifican potenciales peligros  y riegos de contaminación a lo largo de 

la cadena de producción (PROECUADOR, 2013, pág. 3). 

 

De acuerdo con la normativa 067, el sistema de Análisis de Peligros y Puntos 

Críticos de Control son “un proceso sístemico preventivo que identifica, evalúa y 

controla los peligros, que son significativos para la inocuidad del alimento” 

(ARCSA, 2015, pág. 5). 

 

Un punto crítico de control describe una existencia de un riesgo o peligro en la 

inocuidad y se aplica un control para prevenir o eliminar dicho peligro (CODEX 

ALIMENTARIUS, 2002, pág. 1).  

 

2.1.4.1 Puntos críticos microbiológicos  

Un punto crítico microbiológico es aquel en el cual existe un alto riesgo de 

contaminación sea esta, por pésima manipulación de equipos, higiene personal, 

superficies mal desinfectadas o por vestimenta indebida del personal operativo. 

  

Los puntos críticos microbiológicos que se evaluaron fueron en las prensas, 

específicamente en las bandejas de prensas y el triturador de torta de cacao de 

la prensa. 
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Según normativa 067, se entiende por punto crítico de control como 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 y reducirlo a un nivel 

aceptable” (ARCSA, 2015, pág. 8). 

 

2.1.4.2 Procedimientos Operativos Estandarizados de  Sanitización (POES) 

Los Procedimientos Operativos Estandarizados de Sanitización son un conjunto 

de prácticas y procedimientos descritos en un manual que debe tener toda 

empresa de alimentos, en el cual se estandarizará diferentes operaciones 

además de la limpieza y desinfección, como controles y comprobaciones de 

procesos; con el fin de prevenir cualquier contaminación y garantizar la 

inocuidad de los alimentos (INSTITUTO NACIONAL DE ALIMENTOS, 2008, 

págs. 1-2). 

 

CAFIESA cuenta con un manual de procedimientos operativos estandarizados 

de sanitización en el cual se registran todas las actividades de limpieza e 

higiene de cada responsable de área y/o equipos y maquinarias. 

 

2.2 Técnicas Microbiológicas 

Los análisis microbiológicos que se realizan en los productos alimenticios 

competen a una secuencia de técnicas y métodos con diferentes resultados 

tanto así como alimentos existen; estás facultan la obtención de un conteo del 

microorganismo analizado, y su finalidad es satisfacer varios objetivos como 

determinar su calidad, prácticas higiénicas, tiempo de vida útil o puntos críticos 

microbiológicos (Gamboa, 2015, pág. 10). 
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Para cumplir con esta finalidad se debe tener en cuenta procedimientos y pasos 

a seguir que están fundamentados en reglamentos y normativas estandarizadas 

o globalizadas.  

 

En Ecuador, un ente regulador es el Servicio Ecuatoriano de Normalización que 

con sus reglamentaciones busca garantizar la seguridad del consumidor 

promoviendo la calidad y la mejora continua (INEN, 2015, pág. 1). 

 

Se puede definir una siembra como el conjunto de actividades de colocar 

microorganismos cultivables en diferentes medios de cultivo; esto se hace 

desde el momento que tenemos muestras biológicas, muestras de control de 

calidad de alimentos, muestras de superficies o ambientes (suelos, estructuras, 

etc).  Actualmente las técnicas microbiológicas mas usadas en laboratorios son 

las de transferencia de bacterias (Rojas Triviño, 2011, pág. 49). 

 

2.2.1 Técnicas de Siembra en Cajas Petri por Agotam iento 

Esta técnica lo que busca es conseguir separar colonias por medio de un 

inóculo. Esto se realiza tomando la caja petri con una mano, haciendo una 

pequeña pendiente; y con la otra se coge el asa de argolla previamente 

esterilizada por medio de flameo por fuego directo, esta se enfría en uno de las 

secciones laterales del agar y se empieza a hacer la estría como indica el 

anexo 1. Esto se efectúa en todos los lados de la caja (Rojas Triviño, 2011, pág. 

50). 
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2.2.2 Siembra en cajas Petri por Técnicas de siembr a en Cuadrantes 

La finalidad de esta técnica es que al realizar el rayado o las estrías, se va 

diluyendo el inóculo en la superficie del agar. Para efectuar esta actividad hay 

que proceder a dividir en cuatro cuadrantes la caja Petri mediante un marcador 

o imaginariamente, después tomar el asa previamente esterilizada, 

posteriormente se toma el inoculo para efectuar el rayado en cada cuadrante 

sin esterilizar nuevamente el asa de argolla (Rojas Triviño, 2011, pág. 50) 

(Anexo 2). 

 

Una vez sembradas las cajas Petri, voltearlas e incubarlas a la temperatura y 

tiempo que corresponda. 

 

2.2.3 Siembra por profundidad 

Esta técnica se basa en situar el inóculo en una caja Petri vacía, y después en 

colocar el medio de cultivo. Es decir, tomar 1ml de la muestra diluida y colocarla 

en la caja Petri, posteriormente e inmediatamente verter aproximadamente 20 

ml del agar, y lentamente mezclamos el inoculo con el medio de cultivo 

haciendo suaves movimientos de izquierda a derecha de forma circular (NTE 

INEN 1529-10:98, 1998, pág. 4). 

 

Estas técnicas son las mas usadas en lo que a siembras en placa petri 

respecta. 
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2.2.4 Método de Siembra en Placas Petrifilm 

Ésta método de siembra consiste en el uso de placas que contienen un medio 

de cultivo selectivo listo para colocar la muestra o inóculo diluido. Es una 

tecnica rápida y práctica para realizar analisis microbiológicos, y tiene muchas 

ventajas frente a otras técnicas, ya que se ahorra tiempo, espacio, trabajo y 

ciertos gastos (Gamboa, 2015, pág. 15). 

 

Esta técnica es la que se utilizó para realizar todos los análisis 

correspondientes, básicamente su procedimiento trata de lo siguiente: 

 

Una vez obtenida la muestra diluida, lo que sigue es la siembra. Primero, se 

coloca la placa petrifilm en una superficie plana y lo siguiente es levantar el film 

superior (Anexo 3). Luego, pipetear 1 ml de muestra y ubicar la pipeta en una 

posición perpendicular al film inferior tratando que la muestra caiga en el centro 

del film, evitando tocarlo. 

 

Posteriormente soltar el film superior evitando que al caer se formen burbujas 

de aire. Luego ubicar el aplicador en el centro del film superior (Anexo 4) y 

ejercer un poco de presión al aplicador para poder distribuir la muestra por toda 

la zona circular. Por último levantar el aplicador y esperar 1 minuto para que se 

solidifique la muestra y se procede a incubar a la temperatura y tiempo que 

corresponda (3M , 2010, pág. 3). 

 

Cabe mencionar que las placas petrifilm pueden colocarse en el incubador en 

grupos de 20, una placa encima de otra, ahorrando así mucho espacio. 
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“Las placas 3M Petrifilm son métodos reconocidos por la Association of Official 

Analytical Chemist (AOAC INTERNATIONAL) como Métodos Oficiales de 

Análisis (OMA)” (3M, 2016, pág. 1). 

 

El almacenamiento de estas placas debe hacerse con mucho cuidado, si los 

empaques estan sellados, hay que mantenerlos en refrigereación, pero una vez 

abierto solo sacar las placas a utilizar y volver a cerrar el empaque pero esta 

vez almacenar en lugar fresco y seco. 

 

2.3 Normativas y Reglamentos 

Todos los temas expuestos en este trabajo están basados en procedimientos 

que la compañía CAFIESA dispone, los mismos que se encuentran certificados 

bajo la normativa ISO 22000:2005. 

 

2.3.1 Buenas Prácticas de Manufactura (BPM) 

Las buenas prácticas de manufactura son un grupo de procedimientos 

indispensables para garantizar el cumplimiento de las conformidades 

planteadas en lo que a calidad e higiene se refiere (CAFIESA, 2012, pág. 6). 

 

La normativa 067 nos dice que las BPM son un “conjunto de medidas 

preventivas y prácticas generales de higiene en la manipulación, preparación, 

elaboración, envasado y almacenamiento de alimentos para consumo humano, 

con el objetivo de garantizar que los alimentos se fabriquen en condiciones 

sanitarias adecuadas” (ARCSA, 2015, pág. 4). 
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Las BPM son fundamentales para alcanzar objetivos de higiene y calidad a lo 

largo de la cadena productiva. 

 

2.3.2 Instituto Ecuatoriano de Normalización (INEN)  

El INEN es el organismo competente en el Ecuador en materia de 

normalización y reglamentación en temas de seguridad, protección y salud del 

consumidor (INEN, 2015, pág. 1). 

 

Las normativas técnicas en las que la empresa CAFIESA se avala y sigue los 

criterios microbiológicos son la INEN 620 y sus derivadas en temas de cacao, 

estas se aprecian en el Anexo 5. 

 

2.3.3 Norma ISO 22000:2005 

La ISO 22000:2205 es una norma internacional la cual indica los lineamientos 

para establecer un sistema de gestión de seguridad e inocuidad alimentaria, 

con el fin de controlar e identificar riesgos potenciales en los alimentos que 

puedan afectar la salud de los consumidores (ISO 22000, 2005). 

 

La importancia del plan HACCP radica fundamentalmente en la identificación y 

control de todos los peligros, ya que la norma ISO 22000:2005 lo requiere, y a 

la postre será la clave para la eficacia de este sistema de gestión. 

 

Es necesario resaltar que la compañía Cacaos Finos Ecuatorianos S.A. 

(CAFIESA) tiene certificación ISO 22000:2205, y todos sus procedimientos 

están guiados por este sistema de gestión. Actualmente está en proceso de 

migración de la ISO 22000:2005 a la FSSC 22000 Versión 03. 
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2.4 Criterios Microbiológicos 

Se puede definir a un criterio microbiológico como aquel que nos indica la 

“aceptabilidad de un producto o un lote de un alimento basada en la ausencia o 

presencia, o en la cantidad de microorganismos, incluidos parásitos, y/o en la 

cantidad de sus toxinas, por unidad de masa, volumen, superficie o lote” (FAO, 

2016, pág. 1). 

 

Una de las finalidades de estos criterios es proteger la salud del consumidor 

procurando que los resultados de los análisis se mantengan o esten dentro del 

rango de aceptabilidad. 

 

Los criterios microbiológicos que se manejan dentro del método de muestreo 

estan basados en la norma mexicana (Comité Consultivo Nacional de 

Normalización de Regulación de fomento Sanitario, 1994, pág. 22). 

 

En la Tabla 4 se indican los requisitos microbiológicos permisibles para el 

producto polvo de cacao alcalino. 

Tabla 4: Requisitos microbiológicos polvo de cacao alcalino 

U.F.C.: Unidades formadoras de colonias.  

Microorganismo  Unidad de conteo Máximo permitido 

Mesófilos aerobios U.F.C. 10000 

Mohos y levaduras U.F.C. 100 

Coliformes totales U.F.C. Ausencia total 

Fuente: NTE INEN 620 (1989) 
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2.4.1 Microorganismos Indicadores de Contaminación 

 

2.4.1.1 Aerobios Mesófilos 

Los aerobios mesófilos son todas aquellas bacterias capaces de crecer y 

desarrollarse óptimamente a una temperatura entre 27 y 35°C. Obviamente, 

estos al momento de realizar el recuento, indicará la flora total que hay de 

aerobios sin especificar los tipos de bacterias (Cano, 2006, pág. 13). 

 

Un recuento elevado de aerobios puede significar lo siguiente: 

Una materia prima con una alta tasa de contaminación, también puede referirse 

a una pobre y mala manipulación del alimento durante la cadena productiva. 

Puede indicar también la presencia de ciertos elementos patógenos que son 

aerobios y la rápida modificación que sufre el producto (FOOD NEWS LATAM, 

2015, pág. 1). 

 

Básicamente lo que nos indica un recuento de aerobios es la calidad y 

condiciones de higiene que tiene el producto o alimento. 

 

Se puede observar en la Tabla 5 el rango de temperaturas óptimas para el 

desarrollo de diferentes microorganismos. 
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Tabla 5: Temperaturas óptimas para el desarrollo de  microorganismos 

Microorganismo Temperatura óptima 

Psicrótrofos 7°C - <5 °C 

Mesófilos 30°C – 40 °C 

Termófilos 55°C – 75 °C 

                   Fuente : Cano (2006) 

 

El recuento de microorganismos aerobios mesófilos esta basado en el método 

de 3M Petrifilm Placas para Recuento de Aerobios (Anexo 6). 

 

2.4.1.2 Mohos y levaduras 

Se define a los mohos como “organismos multicelulares, filamentosos, cuyo 

crecimiento en los alimentos se conoce fácilmente por su aspecto aterciopelado 

o algodonoso. Están constituidos por filamentos ramificados y entrecruzados, 

llamdos hifas, cuyo conjunto forma el llamado  micelio que puede ser coloreado 

o no” (NTE INEN 1529-10:98, 1998, pág. 2). 

 

Las levaduras “Son hongos cuya forma de crecimiento habitual y predominante 

es unicelular. Poseen una morfología muy variable: esférica, ovoidea, periforme, 

cilíndrica, triangular o, incluso, alargada, en forma de micelio verdadero o falso. 

Su tamaño supera al de las bacterias” (NTE INEN 1529-10:98, 1998, pág. 2). 
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La contaminación por hongos en los alimentos se presenta por una 

característica en particular que es la de deteriorar los productos alimenticios, 

dañando su aspecto, forma química, color y evitando que se conserve de la 

mejor manera. Cabe mencionar que los hongos o alguno de éstos tienen la 

capacidad de producir toxinas, llamadas micotoxinas (Cano, 2006, pág. 16). 

 

El método utilizado para recuento de mohos y levaduras es el 3M Petrifilm 

Recuento de Mohos y Levaduras en placas Petrifilm (Anexo 7). 

 

2.4.1.3 Coliformes y Escherichia coli (E. Coli) 

“Son bacterias que a la temperatura especificada (es decir, 30 °C o 37 °C) 

forman colonias características en Agar cristal Rojo –Violeta neutro-bilis lactosa, 

y que en la prueba de confirmación causa fermentación con la producción de 

gas” (NTE INEN-ISO 4832, 2015, pág. 2). 

 

Los coliformes son fermentadores de la lactosa y están representados por 

algunos microorganismos de la familia Enterobacterlaceae: CItrobacter, 

Enterobacter, Escherichia y Klebsiella. Generalmente están situadas en el 

intestino del hombre y animales; normalmente son buenos indicadores de 

contaminación fecal (Cano, 2006, pág. 22). 

 

La AOAC International y el Manual de Análisis Bacteriológico de la FDA de 

Estados Unidos definen a los coliformes como colonias de bastoncilo gram 

negativos que producen ácido y gas de la lactosa durante la fermentación 
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metabólica de la lactosa. Las colonias coliformes que crecen en la Placa 

Petrifilm EC, producen un ácido que causa el oscurocimiento (3M , 2010, pág. 

2). 

 

De acuerdo con la Norma Técnica Ecuatoriana el E. coli “es una bacteria 

perteneciente al grupo de los coliformes fecal, capaz de fermentar lactosa a    

44 °C con producción de gas , es capaz de producir indol a partir del triptófano; 

reacciona positivamente a la prueba del rojo de metilo y negativo a la de Voges 

Proskauer” (NTE INEN 1529-8, 1990, pág. 3). 

 

El método que se utiliza para siembra y recuento de coliformes esta basado en: 

Recuentos de coliformes y Escherichia coli (PETRIFILM) Norma AOAC 2012 

official method 991.14 (Anexo 8). 
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3 MARCO METODOLÓGICO 

3.1 Ubicación geográfica del ensayo 

El presente trabajo se llevó a cabo en la planta de semielaborados de cacao de 

la empresa Cacaos Finos Ecuatorianos S.A CAFIESA y en su laboratorio, 

ubicada en el kilómetro 4.5 de la vía Duran-Tambo, Cantón Durán, Provincia del 

Guayas. Este ensayo fue realizado entre los meses de Octubre y Enero del 

2016. 

Las coordenadas en las que se encuentra ubicada la planta de procesamiento 

de Cacaos Finos Ecuatorianos S.A. son: 2°11´38.4” de latitud sur y 79°49’27.1” 

de longitud oeste (Anexo 9). 

 

3.2 Condiciones Climáticas 

La temperatura media de esta locación es de 31° centigrados y la mínima es de 

25° centigrados, el cantón Duran posee un clima tropical en el cual se dan 

precipitaciones entre los meses de diciembre y abril, dandose con mas 

intesidad en los meses de febrero y marzo. 

 

3.3 Descripción del proceso de polvo de cacao.   

El proceso de elaboración de polvo de cacao inicia con la recepción de cacao e 

ingreso a la tolva para posteriormente ser  lavado con agua y vapor. Una vez 

lavado el grano pasa a un pre secador, que es un tambor rotativo donde se 

somete a temperaturas de 140 °C. Del pre secador, pasa a unos limpiadores en 

donde estos clasifican y eliminan los desechos que pueda traer el grano. 
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Una vez limpio y clasificado el cacao pasa a los tostadores, en el cual el grano 

estará a temperaturas de 120 °C para quitar la humedad restante y así poder 

aprovechar todas sus bondades como el aroma y sabor posteriormente en el 

producto final. 

 

El cacao ya tostado pasa a unas descascaradoras y luego a un proceso de 

molienda donde el producto resultante será el licor de cacao, este pasa por 

unos refinadores y posteriormente a un tanque reactor donde se llevará a cabo 

la esterilización. Luego pasará al cuarto de prensas, en el cual el licor de cacao 

será sometido a presión obteniendo por medio de esta, la manteca y la torta de 

cacao, que posteriormente será pulverizada y dosificada con carbonato de 

calcio  para obtener el polvo de cacao alcalino. Se puede apreciar de mejor 

manera todo el proceso en el Anexo 10. 

 

3.4 Materiales 

Para el muestreo fue necesario: 

• Mandil 

• Cofia 

• Mascarilla 

• Guantes 

• Hisopos 3M Quick Swab 

• Hielera 

Ya en el laboratorio se requirió: 

• Pipeta 

• Probeta 

• Matraz Erlenmeyer 

• Autoclave 

• Placa fijador 

• Desecador 
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• Balanza 

• Puntas de 1ml 

• Frascos termo resistentes 

• Incubadora 

 

Como insumos, fue necesario: 

• Placas 3M Petrfilm Aerobios 

• Placas 3M Petrifilm Coliformes 

• Placas 3M Petrifilm Mohos y levaduras 

• Alcohol  

• Agua de peptona 

• Contador de colonias QUEBEC 

 

3.5 Factores estudiados 

Para el ensayo experimental se estudiaron los siguientes factores y niveles de 

estudios que se aprecian en la Tabla 6: 

Tabla 6. Factores y niveles de estudio 

Factor Niveles 

Prensas 4 

Microorganismos 3 

Punto de muestra 2 

Elaborado por El Autor 
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3.6 Tratamientos estudiados 

Se tomó como tratamientos para el trabajo experimental a los equipos de 

producción llamados prensas que son cuatro, y en cada una se realizó 

muestreos microbiológicos en dos puntos de cada prensa (centro y borde). A 

continuación se detallan los tratamientos. 

 

• A1: Prensa 1 

• A2: Prensa 2 

• A3: Prensa 3 

• A4: Prensa 4 

 

3.6.1 Combinación de tratamientos 

Los tratamientos se combinaron con los factores microorganismos y lugar de 

muestreo: 

 
• B1: Aerobios 
• B2: Mohos-levaduras 
• B3: Coliformes totales 

• C1: Lugar de muestreo centro 
• C2: Lugar de muestreo borde 

A continuación en la Tabla 7 se detalla la combinación de los tratamientos y 
factores:  

 

 

 

 

 



 

24 

 

Tabla 7. Combinación de tratamientos 

 Prensas  Microorganismos  Lugar muestra  

Tratamiento  A B C 

1 A1 B1 C1 

2 A1 B1 C2 

3 A1 B2 C1 

4 A1 B2 C2 

5 A1 B3 C1 

6 A1 B3 C2 

7 A2 B1 C1 

8 A2 B1 C2 

9 A2 B2 C1 

10 A2 B2 C2 

11 A2 B3 C1 

12 A2 B3 C2 

13 A3 B1 C1 

14 A3 B1 C2 

15 A3 B2 C1 

16 A3 B2 C2 

17 A3 B3 C1 

18 A3 B3 C2 

19 A4 B1 C1 

20 A4 B1 C2 

21 A4 B2 C1 

22 A4 B2 C2 

23 A4 B3 C1 

24 A4 B3 C2 

              Elaborado por El Autor 

Lo que conllevo a realizar un análisis de varianza y un arreglo factorial que se 
detalla en el punto 3.7. 
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3.7 Diseño experimental 

 

3.7.1 Análisis de la varianza 

Se consideró para la realización de este ensayo un Diseño Completamente al 

Azar con arreglo factorial del 4x3x2, con 6 repeticiones, con un esquema de 

análisis de la varianza que se puede apreciar en la Tabla 8:  

 

Tabla 8. Análisis de la varianza hasta grados de li bertad  

Fuente de varianza GL 
Tratamientos      23 
Prensa      3 
     Prensa 1 (P1) 1 
     Prensa 2 (P2) 1 
     Prensa 3 (P3) 1 
     Prensa 4 (P4) 1 
Microorganismos      2 
     Mesófilos aeróbios      1 
     Mohos y levaduras  1 
     Coliformes 1 
Lugar      1 
     Borde 1 
     Centro 1 
Prensa x Microorganismos 6 
Prensa x Lugar 3 
Microorganismos x Lugar 2 
Prensa x Microorganismos x Lugar 6 
Error      120 
Total      143 

Elaborado por El Autor 
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3.7.2 Análisis funcional 

Para las respectivas comparaciones de los tratamientos se utilizó las pruebas 

de rangos múltiples de Duncan al 5% probabilidad.  

 

3.8 Manejo del ensayo 

Durante el manejo del trabajo experimental se siguieron los lineamientos de 

seguridad de la empresa, previo al ingreso a la planta de procesos y a la 

manipulación de instrumentos y materiales de muestreo. Cabe indicar que se 

identificaron los lugares o puntos en los cuales existe un alto riesgo de 

contaminación de acuerdo con los criterios de del departamento de control de 

calidad. 

Una vez identificados los puntos de riesgo microbiológico, se procedió a realizar 

los muestreos respectivos, con el método 3M Quick Swab que en el punto de 

3.9 se lo explica con más detalle.  

 

3.8.1 Variables evaluadas 

Las variables que se estudian en este ensayo es el resultado del conteo de 

microorganismos: aerobios mesófilos, mohos-levaduras y coliformes totales que 

se presentan en la Tabla 9. 

 

Debe considerarse entonces que se tomaron los factores microorganismos, 

prensa y punto de muestreo, dada la interacción que tienen éstos en cada una 

de las muestras; además de la correlación que tienen las prensas en el 

momento de la limpieza y también es preciso indicar que en el apartado 2.4 



 

27 

 

(Criterios microbiológicos) se mencionan los requisitos microbiológicos 

específicos para cada una de las prensas.  

Tabla 9. Variables en estudio 

Variable Cantidad Tipo 

Prensas 4  

 

 

 

No dependiente 

Puntos de muestreo 2 

Microorganismos                    3 

Aerobios mesófilos 1 

Mohos-levaduras 1 

Coliformes totales 1 

Resultados de conteo 

microorganismos  

1 Dependiente 

Elaborado por El Autor 

 

3.9 Metodología 

3.9.1 Consideraciones para la toma de muestras 

Se siguieron los lineamientos de seguridad de la compañía Cacaos Finos 

Ecuatorianos S.A CAFIESA, para la toma de muestras, dentro de las cuales 
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podemos nombrar: vestimenta adecuada, uso de mascarilla y cofia, lavado y 

desinfección de manos con alcohol. Esto evitará cualquier tipo de 

contaminación antes de tocar los materiales de muestreo.  

 

Luego se procedió al rotulado de los hisopos asignando el número de prensa en 

el que se hizo el muestreo, y así evitar confusiones (Anexo 11). 

 

3.9.2 Plan de Muestreo 

El plan de muestro se lo realizó primeramente asignando las fechas en las 

cuales se procederá a efectuar los muestreos y análisis respectivos. La Tabla 9 

lo indicará a continuación. 

Tabla 10. Planificación de toma de muestras y análisis 

Fechas de muestreo y análisis microbiológicos 

23 noviembre 2015 

30 noviembre 2015 

07 diciembre 2015 

14 diciembre 2015 

21 diciembre 2015 

28 diciembre 2015 

 

Primera toma de muestras y análisis 

Segunda toma de muestras y análisis 

Tercera toma de muestras y análisis 

Cuarta toma de muestras y análisis 

Quinta toma de muestras análisis 

Sexta toma de muestras y análisis 

     Elaborado por El Autor 
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Los muestreos se efectuaron después de la realización de la limpieza y 

desinfección de las prensas. Las fechas y horarios en que se realizaron la toma 

de muestras y los análisis fueron los días lunes, cabe destacar que de acuerdo 

a los procedimientos de la compañía, son precisamente esos días en que se 

realiza la limpieza de toda la planta. El horario en que se desarrolló este trabajo 

fue entre las 9:00 – 14:00. 

 

De acuerdo a los criterios de los responsables del control de calidad de 

CAFIESA, se llegó a identificar al cuarto de prensas como el espacio con mayor 

riesgo de una contaminación cruzada, asignando como  los puntos críticos 

microbiológicos a las 4 prensas. En cada una de estas se establecieron dos 

puntos críticos de muestreo; uno son las bandejas de prensas y el otro la 

entrada al triturador de la prensa. 

 

La razón de haber seleccionado al cuarto de prensas como el punto de mayor 

riesgo de contaminación es la de estar abierta al contacto directo con los 

alimentos (Torta de cacao) y al ambiente. 

 

3.9.3 Selección de la Muestra 

Se seleccionaron las muestras de los lugares más propensos o donde es 

probable que exista un riesgo elevado de contaminación. 

 



 

30 

 

3.9.4 Método de Muestreo 

Como se dijo anteriormente se tomó muestras de dos lugares o puntos de cada 

prensa.  

 

Los puntos en cuestión para el muestreo se deben enfocar en las áreas en las 

cuales existe una probabilidad alta de contaminación o en aquellas en las que 

los agentes desinfectantes tengan un difícil acceso y por lo tanto no ejecuten de 

la mejor manera su efecto bactericida (FAO & OMS, 2015). 

 

Se entiende por muestra a una pequeña parte o porción representativa de 

materia de un lote o en este caso de las superficies en cuestión (NTE INEN 

537:1980-12, 1980). 

 

El muestreo se lo realizó bajo el método de 3M Quick Swab el cual es una 

técnica usada con un hisopo para  muestreo de superficies. Este ya viene listo 

para usarse; contiene un líquido llamado Letheen que se encuentra en un bulbo 

en la parte superior del hisopo, el cual es un caldo que ayuda a neutralizar las 

partículas desinfectantes que aun estén presentes en la superficie. 

 

A continuación se explica el procedimiento para el muestreo: 

• Primero, se identificaron los puntos de muestreo. 

• Después, proceder a desinfectarse las manos con alcohol potable y 

luego tomar la cantidad de hisopos deseada para rotular (Anexo 11). 
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• Una vez rotulado, ya en el lugar del muestreo sujetar el hisopo ubicando 

el pulgar en el bulbo y doblarlo o presionarlo en un ángulo de 45°, se 

escuchara que se rompe y el líquido que contiene caerá al tubo mojando 

el swab (Anexo 12). 

• Fijarse claramente que caiga todo el líquido letheen en el tubo del 

hisopo, y después sacar el swap procurando formar un ángulo de 30° 

con respecto a la superficie y se procede a realizar el hisopado o frote 

tratando de hacerlo en tres direcciones distintas.  

• Una vez realizado el hisopado, guardar el hisopo en el tubo y enviar al 

laboratorio para su respectivo análisis. 

• Ya en el laboratorio sacar las placas Petrifilm de recuento de aerobios 

mesófilos, coliformes totales y mohos y levaduras (Anexo 13). 

• Después, agitar el hisopo para dispersar y mezclar bien el contenido del 

swab y el líquido. Finalmente quitar el swap y vaciar el contenido del tubo 

en placa Petrifilm (Anexo 14). 

• Por último llevar a incubación respetando los tiempos y temperaturas 

correspondientes (Anexo 15). 

 

Cabe indicar que este método solo aplica para usarse con placas Petrifilm. Los 

resultados de la siembra e incubación podrán observarse de 24 a 48 horas para 

recuento de aerobios mesófilos y coliformes totales. 

 

Para mohos y levaduras  incubar a 25°C esperando obtener resultados en las 

placas a los 3 y 5 días. 
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En total se efectuaron 3 hisopados por cada punto o lugar de muestreo, uno por 

cada microorganismo a analizar, que nos da un total de 24 muestras. Todo esto 

en un día, en el cual la compañía ejecuta la limpieza y desinfección de las 

prensas. 

 

Una vez transcurrido el tiempo de crecimiento de bacterias en las placas, se 

procede a leer y contabilizar las unidades formadoras de colonias (U.F.C) para 

esto hay que tener mucha práctica y experiencia. 

 

3.10 Análisis de datos 

El análisis de datos se obtendrá de toda la información presentada 

anteriormente una vez ya codificada, realizando así un estudio de manera 

detallada que permita relacionar datos y variables para poder así llegar a una 

conclusión que demuestre la posibilidad de éxito del uso de herramientas 

estadísticas para validar el plan de muestreo microbiológico en el proceso de 

elaboración de polvo. 

 

3.10.1 Conteo de Aerobios mesófilos 

El conteo de aerobios es sencillo ya que en la placa, el medio selectivo contiene 

un indicador rojo el cual colorea todas las colonias. El conteo se lo realiza a 

todas las colonias independientemente de la intensidad y tamaño (3M, 2016). 
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3.10.2 Conteo de Coliformes Totales 

Las placas Petrifilm de coliformes tienen un medio selectivo que contienen 

nutrientes Violeta Rojo Bilis, el cual facilita el conteo de coliformes por 

consiguiente estas colonias se tornan rojas con formación de gas lo que indica 

presencia de coliformes. El conteo se lo realiza a todas las colonias formadoras 

o no formadoras de gas, pero son las que tienen gas alrededor de las colonias 

las que indican existencia de coliformes (3M , 2010). 

 

3.10.3 Conteo de Mohos y Levaduras 

El conteo de Mohos y levaduras es un procedimiento sencillo, porque 

diferenciarlas es muy fácil. El medio selectivo que posee la placa permite el 

crecimiento de los dos caracterizándose de la siguiente manera:  

 

Las levaduras son colonias generalmente pequeñas de tonalidad azul verdosa y 

de bordes definidos (Anexo 8). 

 

Los mohos en cambio son colonias grandes de bordes difusos y de color negro 

o cualquier otro pigmento y son generalmente colonias planas (Anexo 8). 
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4 RESULTADOS 

 

4.1 Resultados de los análisis de aerobios mesófilo s 
 

Una vez realizados los muestreos y sus respectivos análisis en el laboratorio se 

procedió a elaborar la tabulación de los resultados obtenidos 

microbiológicamente, considerando su ausencia o presencia en la placa 

Petrifilm, por lo cual se obtuvo lo siguiente: 

Tabla 11. Resultados de análisis Mesofilos Aerobios 

Prensas Puntos 
Muestreo 

RI RII RIII RIV RV RVI 

P1 L1 + + + + + + 

P1 L2 + + + + + + 

P2 L1 + + + + + + 

P2 L2 + + + + + + 

P3 L1 + + + + + + 

P3 L2 + + + + + + 

P4 L1 + + + + + + 

P4 L2 + + + + + + 

Elaborado por El Autor 

Como se aprecia en la Tabla 10, se realizó el análisis a 4 prensas (P) y 2 

lugares (L) o puntos de muestreo. El signo positivo significa que existe 

crecimiento bacteriano o presencia de aerobios mesófilos en las muestras que 
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se realizaron mediante el hisopado, por ende si estuviera el signo contrario (-) 

nos indicaría ausencia del microorganismo en cuestión. 

 

En definitiva se puede decir que los resultados de las muestras de las prensas, 

dieron positivo a presencia de aerobios mesófilos, cabe mencionar que esto es 

solo un indicador de presencia o ausencia independientemente de la cantidad 

de unidades formadoras de colonias que existan, ya que esos datos son los que 

nos darán una idea más clara sobre los niveles de asepsia y los cumplimientos 

de los criterios microbiológicos. 

 

Tabla 12. Resultados en U.F.C aerobios mesófilos 

Prensas Puntos 

Muestreo 

I II III IV V VI  

P1 L1 100 100 100 90 100 100 98,3 

P1 L2 100 70 100 80 100 100 91,7 

P2 L1 300 300 200 300 200 200 250,0 

P2 L2 400 300 200 200 200 200 250,0 

P3 L1 100 100 100 100 100 100 100,0 

P3 L2 100 100 100 100 100 100 100,0 

P4 L1 100 100 100 100 100 100 100,0 

P4 L2 100 200 200 100 200 60 143,3 

      Elaborado por  El Autor 
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La Tabla 11 describe los resultados cuantitativos de los análisis de aerobios 

mesófilos, de los cuales se puede observar que la prensa 2 es la que tiene 

datos un poco más elevados en comparación con el resto.  

Gráfico 1 . Distribución de aerobios mesófilos 

 

          Elaborado por  El Autor 

 

El Gráfico 1 indica anterior que hay mayor cantidad de aerobios mesófilos en la 

prensa 2, por lo tanto hay mayor crecimiento microbiano en ese equipo que en 

los demás.  

 

Los porcentajes se obtienen de la sumatoria de los resultados cuantitativos de 

cada prensa y punto de muestro, por lo que el Gráfico 1 señala que los 

resultados cuantitativos de la prensa 2 en sus dos lugares de muestreo son 

elevados en contraste con las prensas 1, 2, y3. Esto  denota que existe un 

mayor contacto o manipulación con las superficies de este equipo, y no se 

prensa 1 centro

9%
prensa 1 borde

8%

prensa 2 centro

22%

prensa 2 borde

22%

prensa3 centro

9%

prensa 3 borde

9%

prensa 4 centro

9%

prensa 4 borde

12%

Aerobios mesófilos en prensas 
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estarían aplicando de buena manera los procedimientos de limpieza y 

desinfección; por lo que supone un crecimiento microbiológico un poco elevado. 

 

A continuación se detallan las Tablas de presencia y ausencia de mohos-

levaduras y coliformes totales. 

 

4.2 Resultados de análisis de mohos-levaduras y col iformes totales 

Al realizar el conteo respectivo y lectura de resultados de los análisis se pudo 

confirmar que no hubo crecimiento microbiológico de coliformes totales y de 

mohos-levaduras, es decir que los resultados obtenidos fueron negativos a 

estos microorganismos en cuestión  y hay ausencia de ellos en los análisis. 

A continuación se detallan las siguientes Tablas: 

 

Tabla 13. Resultados análisis para  mohos y levaduras  

PRENSA PTOS. MUESTRA RI RII RIII RIV RV RVI SUM T1 

P1 L1 Punto 1 - - - - - - 0 

P1 L2 Punto 2 - - - - - - 0 

P2 L1 Punto 1 - - - - - - 0 

P2 L2 Punto 2 - - - - - - 0 

P3 L1 Punto 1 - - - - - - 0 

P3 L2 Punto 2 - - - - - - 0 

P4 L1 Punto 1 - - - - - - 0 

P4 L2 Punto 2 - - - - - - 0 

Elaborado por  El Autor 
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Tabla 14. Resultados análisis para coliformes totales  

PRENSA PTOS. MUESTRA RI RII RIII RIV RV RVI SUM T1 

P1 L1 Punto 1 - - - - - - 0 

P1 L2 Punto 2 - - - - - - 0 

P2 L1 Punto 1 - - - - - - 0 

P2 L2 Punto 2 - - - - - - 0 

P3 L1 Punto 1 - - - - - - 0 

P3 L2 Punto 2 - - - - - - 0 

P4 L1 Punto 1 - - - - - - 0 

P4 L2 Punto 2 - - - - - - 0 

Elaborado por  El Autor 

Los resultados  de los análisis de las Tablas 12 y 13 respectivamente, nos 

indican que hay ausencia de estos microorganismos, lo cual significa que no 

hay crecimiento de mohos-levaduras y coliformes en las superficies de las 

prensas, por lo tanto se tienen resultados en ceros (0). Por lo que se cumple 

con los criterios microbiológicos en los análisis de los microorganismos en 

cuestión. 

 

Estos resultados nos indican que se ha llevado muy bien los controles de 

limpieza, desinfección y sobre todo de la humedad que pudiera existir en el 

cuarto de prensas por parte del supervisor de calidad. Y cabe indicar que estos 

resultados están dentro de lo establecido, ya que en una empresa que produzca 

polvos o harinas de cualquier tipo no debería dar positivo a mohos por ser un 

producto seco. 
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4.3 Análisis de Varianza 

Con los resultados cuantitativos expresados en unidades formadoras de 

colonias (U.F.C) de las Tablas 11, 12 y 13, podemos realizar un análisis de 

varianza con un arreglo factorial 4x3x2 en un diseño completamente al azar. 

 

De acuerdo a esto se tiene lo siguiente: 

Tabla 15.  Análisis de la Varianza  

ANDEVA 

Variable            N            R 2           R  Aj         CV 

Resultados      144        1.00        1.00         8.24 % 

               Elaborado por  El Autor 

 

Al realizar el Análisis de Varianza (ANDEVA) a mi ensayo se obtuvo un 

coeficiente de variación del 8,24 % en un número de corridas de 144. Esta 

variación nos indica que los datos están distribuidos de manera normal. 
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Tabla 16.  Cuadro de análisis de la varianza  

F. V. SC GL CM F p-valor 

Modelo 140.02 23 6.22 1860.10 <0.0001 

PRENSA  0.43 3 0.14 43.26 <0.0001 

MICROORGANISMOS 141.68 2 70.84 21190.56 <0.0001 

LUGAR 1.9E-03 1 1.9E-03 0.57 0.4499 

PRENSA*MICROORGANISMO 0.87 6 0.14 43.26 <0.0001 

PRENSA*LUGAR 0.01 3 3.8E-03 1.13 0.3398 

MICROORGANISMOS*LUGAR 3.8E-03 2 1.9E-03 0.57 0.5644 

PRENSA*MICROORG*LUGAR 0.02 6 3.8E-03 1.13 0.3490 

ERROR 0.40 120 3.8E-03   

TOTAL 143.42 143    

Elaborado por  El Autor 

Para la presente Tabla se estableció que los grados de libertad (GL) son 120 y 

un error estimado en 0.0038 %. Con esto podemos considerar de manera 

rápida que los factores prensas y microorganismos son significativos debido a 

su valor de p; y la interacción de prensa*microorganismo es también 

significativa por la misma razón. Finalmente más adelante en un análisis mejor 

detallado específicamente Duncan, se podrá analizar con mayor claridad las 

variables significativas y sus interacciones. 

 

Se indica que los tratamientos establecidos son los equipos en los cuales se 

tomaron las muestras respectivas, y son las 4 prensas. 
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Se debe indicar que para la realización de este ANDEVA se consideró el 

traspaso de los resultados cuantitativos de mesófilos aerobios en función 

logarítmica. 

 

4.4 Interacción entre factores 

A continuación se analiza los factores prensas, microorganismos y lugares de 

muestreo por medio de la prueba de rangos múltiples Duncan. 

 

4.4.1 Interacción de prensas 

Resultado del análisis del test Duncan para prueba de significancia en el factor 
prensas. 

 

Tabla 17.  Test Duncan prensas  

Test: Duncan Alfa= 0.05 

Error: 0.0033   gl: 120 

PRENSA Medias n E.E. 

PRENSA 2 0.79 36 0.01      A 

PRENSA 4 0.69 36                0.01       B 

PRENSA 3            0.67                36                0.01 B 

PRENSA 1  0.66            36                0.01 B 

Medias con una letra en común no son significativamente diferentes (p > 0.05) 

          Elaborado por  El Autor 
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Con estos resultados las medias con una misma letra en común no son 

significativas como es el caso de las prensas 1, 3, 4 en las que no existe 

significatividad, por lo contrario la prensa 2 es significativa. A continuación se 

aprecia la interacción que existe entre las prensas. 

 

A continuación se detallan los resultados en el siguiente Gráfico como resultado 

del análisis del software minitab 16 para corroborar significancia. 

 

Gráfico 2. Interacción prensas  

 

                            Fuente : Minitab 16 

 

En el Gráfico 2 se observa que las prensas 1, 3 y 4 están debajo de la línea 

horizontal que representa a la media, por lo tanto no son significativas, caso 

contrario ocurre con la prensa 2 que si es significativa por encontrarse por 

encima de la media. 
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4.4.2 Interacción de microorganismos  

Los resultados de la interacción de microorganismos mediante la prueba de 

significancia de Duncan es la siguiente: 

 

Tabla 18. Test Duncan microorganismos  

MICROORGANISMO     Medias         n     E.E. 

MESOFILOS             2.10          48      0.01    A 

COLIFORMES                   0.00            48            0.01  B 

MOHOS                            0.00            48             0.01  B 

Medias con una letra en común no son significativamente diferentes (p > 0.05) 

          Elaborado por  El Autor 

 

Dado a conocer los resultados se entiende que los microorganismos coliformes 

y mohos no son significativos por tener una letra en común, por el contrario los 

aerobios mesófilos si son significativos ya que resulta con una letra diferente. 

Gráfico 3. Interacción microorganismos 

 

                                 Fuente : Minitab 16 

El Gráfico 3 indica que los microorganismos coliformes totales y mohos-

levaduras están debajo de la media que representa la línea horizontal y por eso 
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no son significativos. El único microorganismo que si es significativo son los 

mesófilos ya que posee un valor más alto que la media.  

Los resultados de las medias de la interacción prensa x microorganismos es la 

siguiente: 

 

Tabla 19. Interacción  prensa  x microorganismo  

 AxB  

microorganismos  P1 P2 P3 P4  

aerobios  1,98 2,40 2,00 2,06 2,11 

mohos -levaduras  0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 

coliformes  0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 

 0,66 0,80 0,67 0,69 0,70 

             Elaborado  por  El Autor 

Lo que indica la Tabla 19 es los promedios de las interacciones prensa y 

microorganismos, en la cual se aprecia claramente que los aerobios mesófilos 

están presentes en las prensas, sobre todo en la prensa 2. En contraste con los 

demás microorganismos que no existió crecimiento. 

 

Cabe recordar que para esto se procedió a pasar todos los resultados en 

función logarítmica, ya que en un momento dado al meter los datos nos 

arrojaba resultados aberrantes que no son propios de la experimentación. 

(Anexo 21) 
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4.4.3 Interacción lugares de muestreo 

El Test Duncan de lugares de muestreo resultó lo siguiente: 

Tabla 20. Test Duncan lugares de muestreo  

LUGAR Medias n E.E. 

CENTRO 0.71 72 0.01      A 

BORDE 0.70 72                0.01      A  

              Elaborado por  el Autor 

 

La Tabla 18 indica que los lugares de muestreo no son significativos y por eso 

comparten una letra en común. 

Gráfico 4. Interacción de los puntos de muestreo  

 

                              Fuente : El Autor 

El Gráfico 4 indica que no existe significancia entre los puntos de muestreo, 

porque la línea que une los puntos borde y centro está casi paralelo a la media, 

es decir que son casi iguales a la media por lo tanto no se consideran 

significativos. 
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Los resultados de las medias de la interacción lugar de muestreo x 

microorganismo es la siguiente: 

 

Tabla 21. Microorganismos x lugar muestra 
B x C  

microorganismos C1 C2  

Aerobios 2,10 2,12 2,11 

Mohos-levaduras 0 0 0,00 

Coliformes 0 0 0,00 

 0,70 0,71 0,70 

                   Elaborado  por  El Autor 

 

La Tabla 21 indica las medias de la interacción microorganismo x lugar de 

muestra en la que se aprecia que no hay mucha diferencia entre el lugar de 

muestreo uno y dos, respectivamente en aerobios, mohos-levaduras y 

coliformes totales. 

 

Por otro lado los resultados de las medias de la interacción prensa x lugar de 

muestreo fue la siguiente: 

Tabla 22. Prensas x Lugar muestra  

 

A x C 

 PRENSAS C1 C2 suma b 

A1 0,66 0,65 0,66 

A2 0,80 0,80 0,80 

A3 0,67 0,67 0,67 

A4 0,67 0,70 0,69 

suma C 0,70 0,71 0,70 

                           Elaborado por  EL Autor 
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La Tabla 22 indica que las medias de esta interacción no muestra diferencia 

significativa a vista general en todas las prensas y sus lugares de muestreo a 

excepción de la prensa 2. 

 

4.4.4 Interacción de todos los factores de estudio 

La interacción de todos los factores que da el test Duncan de la siguiente 

manera: 

Tabla 23. Test Duncan Factores prensa, microorganis mos y lugares  

 

Medias con una letra en común no son significativamente diferentes (p > 0,05) 
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Lo que el resultado de Duncan nos indica es que la prensas 2 o el tratamiento 2 

es el más significativo del ensayo, ya que está por encima del promedio. 

También se indica que el tratamiento 4 con el muestreo en el borde de análisis 

de mesofilos aerobios es el segundo más significativo por encontrarse encima 

de  la media. Finalmente los tratamientos 1, 2, 3, 4 con interacción en cualquier 

punto de muestreo y análisis de mohos-levaduras y coliformes, no son 

significativos ya que estos microorganismos arrojaron resultados negativos de 

presencia, y están por debajo del promedio. 

A continuación se aprecia mejor la interacción: 

CENTROBORDE COLIFORMESMOHOSMESOFILOS

200

100

0

200

100

0

PRENSA S

PUNT OS DE MUEST REO

MICROORGA NISMOS

PRENSA 1

PRENSA 2

PRENSA 3

PRENSA 4

PRENSAS

BORDE

CENTRO

MUESTREO

PUNTOS DE

Gráfica de interacción para RESULTADOS
Medias de datos

 

Fuente : minitab 16 

 

Estos Gráficos lo que nos indican es la interrelación de todos los factores, 

prensas, puntos de muestreo y microorganismos; en los cuales se observa que 
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el factor prensa 2 o tratamiento 2 de color rojo, sobre todo es la que más difiere 

del resto, por ende como se observa hay significancia en los factores 

microorganismos, prensas y puntos de muestreo de dicho tratamiento y también 

hay significancia en el tratamiento 4 o prensa 4 con el muestreo en el borde en 

el análisis de mesófilos aerobios. 

 

Cabe destacar que todos los resultados se obtuvieron mediante el uso de 

herramientas estadísticas como los son el minitab 16 version libre y el Infostat, 

por lo cual este ayudó a validar el método de muestreo en el proceso de 

elaboración de polvo de cacao alcalino, rechazando así la hipótesis alternativa y 

se acepta la hipótesis nula. 

 

4.5 Resultados de Validación del método de muestreo  microbiológico 

Los resultados de los análisis microbiológicos nos indican que los datos 

obtenidos están dentro de los parámetros de calidad requeridos según la norma 

Oficial Mexicana NOM-093-SSA1-1994, y de acuerdo al código de prácticas 

ecuatorianas CPE INEN-CODEX CAC/CL 69, un método o procedimiento se 

valida cuando los resultados de sus análisis microbiológicos cumplen con los 

criterios requeridos.  

 

Por lo consiguiente, queda validado el plan de muestreo microbiológico en el 

procesamiento del polvo de cacao alcalino. A continuación se detallan 

cuantitativamente los resultados y comparaciones con los criterios 

microbiológicos. 
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Tabla 24. Resultados cuantitativos de mesófilos aer obios en U.F.C  

Prensas Puntos 

Muestreo 

I II III IV V VI  

P1 L1 100 100 100 90 100 100 98,3 

P1 L2 100 70 100 80 100 100 91,7 

P2 L1 300 300 200 300 200 200 250,0 

P2 L2 400 300 200 200 200 200 250,0 

P3 L1 100 100 100 100 100 100 100,0 

P3 L2 100 100 100 100 100 100 100,0 

P4 L1 100 100 100 100 100 100 100,0 

P4 L2 100 200 200 100 200 60 143,3 

      Elaborado por El Autor 

 

La Tabla 20 nos indica los resultados cuantitativos de los análisis en unidades 

formadores de colonias, por lo que comparando con los criterios de la norma 

antes mencionada (Tabla 25) los resultados cumplen con los criterios 

establecidos. 
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Tabla 25.  Criterios microbiológicos de superficies 

Microorganismo Unidad de conteo Máximo permitido 

Mesófilos aerobios U.F.C. 400 

Mohos y levaduras U.F.C. 100 

Coliformes totales U.F.C. <100 

U.F.C.: Unidades formadoras de colonias. 

Fuente : Comité Consultivo Nacional de Normalización de Regulación de fomento 

               Sanitario, (1994)              

 

Como se aprecia en la Tabla 25 y comparando con los resultados del conteo de 

aerobios mesófilos, mohos-levaduras y coliformes totales, se aprecia claramente 

que todos estos están dentro de los criterios microbiológicos establecidos por la 

norma. 
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5 CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES 

 

5.1 Conclusiones 

• Se logró validar el método de muestreo microbiológico en el 

procesamiento del polvo de cacao alcalino. Debido a que los resultados 

nos indican que están dentro de los rangos o criterios permitidos que 

especifica la norma. 

• Se aplicó la metodología de muestreo basado en la técnica de 3M Quick 

Swab mediante la cual se realizaron todos los análisis microbiológicos 

aportando resultados rápidos y muy fiables en los recuentos estimados. 

• De acuerdo a los criterios del supervisor de calidad de CAFIESA se logró 

identificar que el cuarto de prensas, es el punto crítico de mayor riesgo 

de contaminación, particularmente en los equipos de producción 

llamados prensas. Ya que las mismas están en contacto directo con el 

ambiente y el alimento. 

• Se  determinó que el software minitab 16 version libre e infostat, son las 

herramientas estadísticas óptima para validar el método de muestreo 

microbiológico, ya que al ejecutarlo se pueden evaluar y analizar todas 

las interacciones posibles, como lo fueron en este ensayo, las prensas, 

microorganismos y lugares de muestreos o puntos microbiológicos. Por 

lo tanto se toma la hipótesis nula y se descarta la alternativa. 
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5.2 Recomendaciones 

Habiendo analizado las conclusiones se recomienda lo siguiente: 

• Un óptimo procedimiento de limpieza en la prensa 2, debido a que los 

resultados en este equipo fueron los que arrojaron datos un poco 

elevados respecto a los demás, específicamente en microbiología. 

• Para los análisis de superficies y por ende las validaciones se 

recomienda a Cacaos Finos Ecuatorianos S.A. CAFIESA, la obtención de 

un equipo denominado Luminómetro, para verificaciones casi inmediatas 

de los resultados. 

• El mantenimiento que se dé a las prensas cuando se presenten fallos 

mecánicos, se lo realice un día antes del procedimiento de limpieza y 

desinfección, para evitar contaminaciones. 

• Supervisar la limpieza y desinfección que realizan los operadores en los 

equipos. 

• Actualizar los datos históricos que se tienen de los resultados de los 

análisis de hisopados en superficies de contacto y medio ambiente. 
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Anexo 1: Pasos para la técnica de agotamiento. 

 

Fuente:  Rojas Triviño, (2011) 

 

 

Anexo 2: Técnica siembra en cuadrantes 

 
Fuente:  Rojas Triviño, (2011) 
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Anexo 3 : Siembra método petrifilm 

 

Fuente:  (3M , 2010) 

 

Anexo 4:  Dispersión del inóculo en la placa 

 

Fuente: (3M , 2010) 
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Anexo 5: NTE INEN 620 
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                   Fuente:  NTE INEN 620, (1989) 
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Anexo 6: Recuento en placa Petrifilm aerobios mesófilos 
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        Fuente: (3M , 2010) 
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Anexo 7 : Recuento de mohos-levaduras en Petrifilm 
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         Fuente: (3M , 2010) 
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Anexo 8 : Recuento de coliformes placa Petrifilm 

 



 

76 

 

 



 

77 

  



 

78 

  



 

79 

 

 

                     Fuente : (3M , 2010) 
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Anexo 9.  Ubicación de instalaciones de CAFIESA 

 

                Fuente : Google Maps, (2016) 
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Anexo 10 . Diagrama de flujo Polvo de cacao 

 

        Fuente: CAFIESA, (2014) 
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Anexo 11 . Toma y rotulado de hisopos 

       

Fuente : El Autor 

 

 

Anexo 12.  Rotura de bulbo y caída de líquido lethen 

   

Fuente:  El Autor 
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Anexo13.  Colocación de Petrifilm en superficie plana 

  

Fuente : El Autor 

 

Anexo 14 . Siembra y dispersión en placa 

    

Fuente: El Autor 
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Anexo 15 . Incubación de placas 

  

Fuente : El Autor 

 

 

Anexo 16.  Area de Prensas 

  

Fuente : El Autor 
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Anexo 17 . Siembra en placa Petrifilm 

 

                        Fuente : El Autor 

 

Anexo 17 . Elaboración Agua de peptona 

  

Fuente : El Autor 
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Anexo 18. Fijación y dispersión del medio 

  

Fuente: El Autor 

 

Anexo. 20  Cronograma de trabajo 

 

Elaborado por El Autor 

3 4 1 2 3 4 1 2 3 4 1 2 3 4 1 2 3 4

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12 Elavoración del diseño experimental

13

14

15

CRONOGRAMA DE ACTIVIDADES DEL TRABAJO DE TITULACION

Eleccion del tema

Estructura del tema 

Noviembre Diciembre Enero
Actividades / Semana

Realizar anteproyecto 

Febrero

Toma y analisis de muestras 2 da repetición

Toma y analisis de muestras 3 era repetición

Toma y analisis de muestras 4 repetición

Elaboración de informe final.

Presentación de tesis.

Elaboración del borrador del documento

Toma y analisis de muestras 1 era repetición

Diseno experimental previo

Toma y analisis de muestras 5 repetición

Toma y analisis de muestras 6 repetición

Procesamiento de Datos
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Anexo 21 . Tabla Interacción prensas, microrganismos y puntos muestreo 

 

Prensas Microorg Lugar muestra 

       Tratamiento A B C I II III IV V VI ER x 

1 A1 B1 C1 2,00 2,00 2,00 1,95 2,00 2,00 11,95 1,99 

2 A1 B1 C2 2,00 1,85 2,00 1,90 2,00 2,00 11,75 1,96 

3 A1 B2 C1 0 0 0 0 0 0 0,00 0,00 

4 A1 B2 C2 0 0 0 0 0 0 0,00 0,00 

5 A1 B3 C1 0 0 0 0 0 0 0,00 0,00 

6 A1 B3 C2 0 0 0 0 0 0 0,00 0,00 

7 A2 B1 C1 2,48 2,48 2,30 2,48 2,30 2,30 14,33 2,40 

8 A2 B1 C2 2,60 2,48 2,30 2,30 2,30 2,30 14,28 2,40 

9 A2 B2 C1 0 0 0 0 0 0 0,00 0,00 

10 A2 B2 C2 0 0 0 0 0 0 0,00 0,00 

11 A2 B3 C1 0 0 0 0 0 0 0,00 0,00 

12 A2 B3 C2 0 0 0 0 0 0 0,00 0,00 

13 A3 B1 C1 2 2 2 2 2 2 12,00 2,00 

14 A3 B1 C2 2 2 2 2 2 2 12,00 2,00 

15 A3 B2 C1 0 0 0 0 0 0 0,00 0,00 

16 A3 B2 C2 0 0 0 0 0 0 0,00 0,00 

17 A3 B3 C1 0 0 0 0 0 0 0,00 0,00 

18 A3 B3 C2 0 0 0 0 0 0 0,00 0,00 

19 A4 B1 C1 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 12,00 2,00 

20 A4 B1 C2 2,00 2,30 2,30 2,00 2,30 1,78 12,68 2,11 

21 A4 B2 C1 0 0 0 0 0 0 0,00 0,00 

22 A4 B2 C2 0 0 0 0 0 0 0,00 0,00 

23 A4 B3 C1 0 0 0 0 0 0 0,00 0,00 

24 A4 B3 C2 0 0 0 0 0 0 0,00 0,00 

          

101,00 0,70 
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