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RESUMEN

Salgado Zebalos, V. 2002. Andlisis de mesofilos aerobios, mohos y levaduras,
coliformes totales y Salmonella spp. en cuatro ingredientes utilizados en la planta de
lacteos de Zamorano, Honduras. Proyecto Especial del Programa de Ingeniero
Agrénomo. Zamorano, Honduras. 35 p.

La planta de lacteos adquiere la materia prima para la elaboracion de sus productos por
medio de proveedores nacionales e internacionales. El objetivo del estudio fue realizar un
analisis microbiol6gico a cuatro ingredientes de uso comun: leche descremada en polvo,
cocoa, azlicar blanca y estabilizador de helados, para detectar mesofilos aerobios totales,
coliformes totales, mohos y levaduras (UFC/g); y la presencia de Salmonella spp. en
leche descremada en polvo y la cocoa. Se tomaron cinco muestras al azar de cada
ingrediente para realizar €l recuento estandar en placa (método Pour Plate), analizandose
aintervalos de una semana, e mismo disefio de aplico para Salmonella spp. utilizandose
el Sistema API 20E para identificacion de enterobacterias. Al momento del muestreo se
calculé la humedad relativa de la bodega para determinar, mediante un andlisis de
correlacion, s pudo influenciar en los datos. Posteriormente, se realizd una correlacion
entre e tiempo de almacenamiento de los ingredientes y los computos obtenidos. Los
resultados demostraron la presencia de mesofilos aerobios totales, mohos y levaduras en
todos los productos, pero dentro del nivel establecido por las normas microbiol 6gicas. No
hubo evidencia de coliformes totales. No se detecto la presencia de Salmonella spp. en €
lote de cocoay leche descremada en polvo, pero en ésta Ultima se aislaron e identificaron
dos bacterias. Enterobacter sakasakii y Acetobacter baumanii. La humedad relativa de la
bodega no influyé en e recuento microbiolégico a igua que € tiempo que
permanecieron los ingredientes en la bodega. Esto nos asegura que los ingredientes
fueron adecuadamente elaborados y no sufrieron alteracién en la bodega.

Palabr as clave: Microorganismos, Pour Plate, sistema APl 20E, UFC.

Elsa Barrientos, M. Sc.



viii

Nota de Prensa

MATERIASPRIMAS: EL PRIMER PASO HACIA UN PRODUCTO
DE CALIDAD

Obtener un producto apto para € consumo humano requiere de muchos cuidados,
Zamorano o sabe y es por ello gque, durante la presente gestion, se realizaron andlisis
microbioldgicos a los principales ingredientes utilizados en la elaboracion de sus
productos lacteos (leche descremada en polvo, cocoa en polvo, azlcar blanca y
estabilizador de helados).

Estos andlisis identifican la presencia de microorganismos como mesofilos aerobios
totales, coliformes totales, mohosy levaduras, ademés, indican el grado de higiene con €l
gue fueron elaborados los productos. Al mismo tiempo, se realizaron pruebas para la
deteccion de la bacteria Salmonella spp., responsable de severas infecciones e incluso la
muerte.

Para el estudio, se analiz6 e ultimo lote de cada ingrediente recibido en la planta de
lacteos, se realiz6 un muestreo al azar para inferir mediante estadistica, €l nimero de
unidades formadoras de colonia en cada lote. Los resultados de las pruebas mostraron
presencia de microorganismos, en cantidades que cumplen con las normas
microbioldgicas establecidas. En el lote de cocoa y leche descremada en polvo, no se
detecto la presencia de Salmonella spp., por tanto, los ingredientes son aptos para su uso.

Las pruebas se realizaron en un periodo de cuatro semanas, tiempo en el cua la bodega
de la planta no afecté negativamente a los cOmputos obtenidos. Este estudio permitira a
Zamorano fortalecer su plan de Buenas Préacticas de Manufactura, al asegurar €l ingreso
de materia libre de microorganismos perjudiciales a la planta 'y evitar su contaminacion
posterior durante su almacenamiento.

Lic. Sobeyda Alvarez
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1. INTRODUCCION

1.1 ANTECEDENTES

En general, e cumplimiento de las Buenas Practicas de Manufactura (BPM) en las
plantas de Zamorano no es € adecuado. Segin un diagnéstico realizado por Ugarte
(1998), se obtuvo resultados bajos en las secciones de establecimiento, higiene y personal
para la planta de lacteos. Algunas recomendaciones son muy dificiles de implementar,
por egemplo: e mejoramiento de los caminos, el aislamiento de la planta de concentrados,
lafalta de pavimento y animales en |os arededores cercanos.

Romero (2000) realizé el establecimiento de un sistema de Andlisis de Peligros y Puntos
Criticos de Control (APPCC) en la planta de lacteos para helado, crema y yogurt,
siguiendo €l proceso desde la recepcion de la materia prima encontrando contaminacion
en las mismas durante e proceso de almacenamiento cuando las bolsas ya habian sido
abiertas.

La planta de l&cteos cuenta con numerosas tesis de evaluacion microbioldgica en
productos terminados. Los resultados obtenidos por Moraes (2002) revelaron
contaminacion en ciertos productos como crema écida debido a la presencia de Listeria
spp., coliformes totales y hongos; en queso crema con niveles mayores a los permitidos
de coliformes totales y en helado con altos niveles en mestfilos aerobios. Sin embargo,
no se identificd cual fue la causa principal de tales resultados. Entre estas se pueden
considerar: procesos inadecuados por la falta de experiencia de los estudiantes,
inadecuada limpieza de algun equipo, materias primas contaminadas y contaminacion
ambiental. No se puede asegurar en un 100% gue la contaminacion ocurrioé posterior al
tratamiento térmico o que los microorganismos lograron sobrevivir a este proceso.

En la actualidad, de los ingredientes principales de la planta, solo la leche descremada en
polvo posee un certificado de produccion en donde se asegura lainocuidad. En el caso de
la cocoa, €l estabilizador de helados y el azUcar no existe hasta la fecha datos sobre estos
documentos'.

1.2 DEFINICION DEL PROBLEMA

Los ingredientes de la planta de lacteos son almacenados por un periodo que comprende
desde los 5 a 8 meses, momento en el que se realiza otro pedido. Este lapso de tiempo

! Revilla, Aurelio. 2002. Control sobre |a calidad de los ingredientes utilizados en la planta de | 4cteos.
Zamorano. Comunicacién personal .



presenta un riesgo relativo o potencia de contaminacion debido a las condiciones de la
bodega ya que debido a su reducido tamafio todas |as materias primas se deben amacenar
juntas. También debido a movimiento constante, es muy comuin encontrar residuos
esparcidos por el piso, combinado con la alta humedad de la temporada y la proximidad
de la seccion de ganado lechero, se puede crear un ambiente propicio para € desarrollo
de varios microorganismos si no se dalalimpieza adecuada.

En Zamorano, la planta de productos |acteos no cuenta con un estudio sobre la calidad de
las materias primas que se utilizan en la elaboracion de sus productos. La casa productora
por ética profesional debe vender un producto inocuo pero muchas veces estas materias
son importadas y provienen de compariias distribuidoras, algunas desde Canada, por lo
gue la vida util desde en momento de su fabricacion es para nosotros un poco mas
reduciday a no realizarse un monitoreo sobre su calidad, existe el riesgo de elaborar un
producto acabado contaminado, con una vida Util reducida y con riesgos a la salud
humana.

En la actualidad, |a planta posee un sistema de control de plagas que es gecutado por un
ente externo HIGIENIZA (Programa de Higiene Ambiental) quien realiza inspecciones
calendarizadas los fines de semana, pero € control que realizan no es suficiente por la
constante presencia de insectos?. Por |as condiciones indicadas anteriormente alin no deja
de exigtir cierto riesgo de contaminacion.

1.3 JUSTIFICACION DEL ESTUDIO

Las condiciones en que la bodega de la planta de |acteos permanece constantemente no
son las ideales, evidenciado por: pisos sucios y pegaosos, almacenamiento conjunto
entre diferentes ingredientes, recipientes no cerrados correctamente y material esparcido
sobre los contenedores. Esto representa un riesgo de contaminacion a producto, asociado
con laalta humedad relativay temperaturas elevadas en ciertas épocas del afio.

Al sdlo existir un certificado de produccién e inocuidad para la leche en polvo, este
estudio permitird verificar la calidad microbioldgica de los principales ingredientes de la
planta, proponiendo la metodologia de evaluacion de manera rutinaria para establecer las
bases del mangjo de ingredientes como parte de las Buenas Précticas de Manufactura
para obtener un producto final libre de patdgenos, con niveles de computos dentro de lo
establecido.

Detectar la presenciay cantidad de mesofilos aerobios totales, hongos, coliformes totales
y Salmonella spp. permitira a obtener un producto inocuo en beneficio de la salud del
consumidor y de Zamorano.

2 Revilla, Aurelio. 2002. Situacion del control de plagas en la planta de |&cteos. Zamorano. Comunicacion
personal.



1.4 LIMITESDEL ESTUDIO

El ndmero y la amplitud de los andlisis realizados fueron reducidos debido al elevado
costo de los medios de cultivo y bajo presupuesto. Por esto, solo se realizaron los andlisis
derutinay de presencia e identificacion de Salmonella spp. por ser los més importantes.

Los ingredientes no se analizaron desde su ingreso a la bodega de la planta hasta su
consumo final, debido a que se contaba con suficiente material que duraria hasta
principios del proximo afio.

Los ingredientes se consumen demasiado rdpido una vez abierta una bolsa
permaneciendo alrededor de 2 dias antes de agotarse. Este corto tiempo no permite repetir
los andlisis sobre un mismo envace. Por tanto se estudiaré la calidad del ingrediente antes
de ser utilizado.

1.5 OBJETIVOS

151 Objetivo general

Cuantificar los mesofilos aerobios totales, coliformes totales, mohos y levaduras e
investigar la presencia de Salmonella spp. en cuatro ingredientes antes de ser utilizados,
en un periodo de 4 semanas, verificando de ésta manera si cumplen con las normas
establecidas.

1.5.2 Objetivos especificos

Verificar la calidad microbiol 6gica en leche descremada en polvo, cocoa amarga,
azUcar blancay estabilizador de helados mediante:

— Andlisis parala enumeracion de mesofilos aerobios totales
— Andlisis parala enumeracion de coliformes total es
— Andlisis parala enumeracion de mohosy levaduras

Investigar la presencia de Salmonella spp. en leche descremada en polvo y cocoa
amarga.

Determinar si la humedad relativa de la bodega, al momento del muestreo, afecté a
los cOmputos obtenidos.

Determinar si € tiempo que duré la toma de muestras (4 semanas) afecto en los
computos obtenidos.



2. REVISION DE LITERATURA

21 GENERALIDADES

Varios son los articulos de periodico, radio y television que mencionan casos de
intoxicacion de personas por la ingestion de agunos productos aimenticios
contaminados, debido a la utilizacién de materias primas no inocuas, mal procesamiento
y/o amacenamiento. Un principio fundamental es que para obtener un producto de
optima calidad, las materias primas a utilizar deben estar libres de patdgenos, ésto
también ayuda a prevenir cambios en las caracteristicas fisicas y quimicas del producto
terminado y futuros problemas con € consumidor.

Las enfermedades transmitidas por los alimentos (ETA) constituyen uno de los
problemas de salud més extensos en e mundo actual. La gastroenteritis y otras
enfermedades diarreicas son causantes de pérdidas econdmicas y sociales en paises de
Latino Américay € Caribe. Estos paises han destinado poco esfuerzo parala creacion e
implementacion de herramientas de prevencion de brotes de enfermedades causadas por
alimentos. Ademas, son muy pocos los sistemas de vigilancia epidemiolégica de las
ETA, que permitan conocer |as causas de |os brotes de éstas enfermedades (Jay, 2000).

Son varios los factores que se relacionan con la reproduccién de patdgenos, entre los mas
importantes, segun Jay (2000), se encuentran: temperatura, humedad, oxigeno, luz,
preson osmotica, pH, actividad de agua (a,), potencial Oxido-reduccién, presion
mecanica, contenido de nutrientes y conservantes en los alimentos. Se debe llevar a cabo
un monitoreo de todo € proceso de produccion para detectar las fases con mayor riesgo
de contaminacion y proponer soluciones, basdndose en la implementacion de programas
como Buenas Précticas de Manufactura (BPM), Procedimientos Operativos Estandares de
Higiene (POEH) y el Andlisis de Peligrosy Puntos Criticos de Control (APPCC).

Segun Howard (1986), diversos agentes patdgenos y toxicoldgicos se transmiten por 1os
alimentos. Algunos ocasionan sus efectos toxicos a través de los metabolitos que
producen los microorganismos durante su crecimiento antes de la ingestion (ingestion
estafilococica y botulismo); otros por la ingestion del microorganismo (Salmonella) y
algunos por la ingestion de gérmenes que esporulan en € tracto digestivo y liberan la
toxina (Clostridium perfringens). Entre los patdgenos de importancia en salud publica
tenemos a las bacterias del género Escherichia, Salmonella, Shigella, Campylobacter,
Yersinia, Vibrio, Staphylococus, Listeria, Aeromonas, Plesiomonas. Algunos mohos y
levaduras producen micotoxinas como las aflatoxinas y ocratoxinas.



22 MICROORGANISMOSRELACIONADOSCON LOSINGREDIENTES

2.2.1 Lecheen polvo

La leche desde € ordefio hasta su transformacion avanza por diferentes procesos en
donde puede ser contaminada. Segin Olson y Mocquot (1980), la leche en polvo se
obtiene por atomizacion, en donde se concentra primeramente a 40 - 45 % de extracto
Seco, se Vuelve a pasteurizar y posteriormente se pulveriza por un dispositivo adecuado
gue generalmente es una camara de desecacion donde fluye el aire caliente en e mismo
sentido u opuesto alas particulas de leche atomizada. El aire se calienta a temperaturas de
150 - 260 °C eliminando la humedad, € polvo seco se enfria a 38 - 40 °C donde se
procede a su tamizado.

El nivel de destruccion bacteriana, segiin Olson y Mocquot (1980), depende del tipo de
microorganismo presente y la temperatura de desecacion que esta dada por €l aire. Se
conoce gue el porcentgje de sobrevivientes aumenta a medida que la temperatura
disminuye. A 71.1 °C la supervivencia de Bacillus subtilis y Micrococcus flavus fue de
alrededor del 22 y 27 %, respectivamente. A 93.3 y 82.2 °C la supervivencia de B.
subtilis fue de un 12 y un 14 %, respectivamente y la de M. flavus del 1y 2.5 %. La
supervivencia de Escherichia coli fue mucho menor, del 0.02 a93.3°C a 0.46 % a71.1
°C. Esta es una tipica bacteria que féacilmente se destruye por los tratamientos
pasteurizantes minimos. Por o tanto, su supervivencia durante el proceso de desecacion
ilustra que dicho tratamiento no sustituye a de pasteurizacion. Esto demostro a los
fabricantes que deben proteger cuidadosamente a producto de las posibles
contaminaciones que pudieran existir entre el pasteurizador y el desecador.

Las leches concentradas, a excepcion de la leche condensada azucarada y los productos
concentrados acidificados, son medios favorables para e crecimiento de muchos
microorganismos que se encuentran en el entorno de las fabricas que elaboran estos
productos. Por €llo la prevencion se logra mediante esterilizacion o almacenamiento en
cuartos frios. La leche descremada en polvo fue vehiculo de la transmision de dos series
de brotes de intoxicacion estafilococica; uno de ellos en Inglaterra en 1953 y Puerto Rico
en 1956. Igualmente, en Estados Unidos se presentaron numerosos casos de salmonelosis
durante 1965 debido a la contaminacion con Salmonella newbrunswick, debido
principamente a la falta de Buenas Précticas de Manufactura en la planta en donde se
instantaneizo, resultado de una mala pasteurizacion antes de pasar a evaporacion y la
presencia de estafilococos coagulasa positiva en los tanques de alimentacion de los
evaporadores, |0 que permitio que altas cantidades de enterotoxinas pasaran a la leche en
polvo (Olsony Mocquot, 1980).

2.2.2 Cocoaamarga

Los granos de cacao, seguin Olson y Mocguot (1980), pasan por diversos procesos antes
de convertirse en chocolate, como ser: extraccion de las vainas, fermentado, desecado,



tostado, picado y prensado. Durante la fermentacion se cambia la microbiologia,
disminuye e pH y aumenta la temperatura. Estos cambios destruyen la capacidad
germinativa del grano y producen el color y aroma deseado. La desecacion estabiliza los
granos frente ala alteracion microbianay € tostado destruye algunos microorganismos 'y
desarrolla el aromafinal.

El hallazgo de numerosos microorganismos distintos a las bacterias formadoras de
esporas es sefiad de un mal procesamiento 0 contaminacion posterior probablemente

debido a su alto contenido de a,. La microflora de la cocoa consta principalmente de
Bacillus spp. con un nimero variable de mohos y levaduras. Un pequefio porcentgje de
muestras puede contener Enterobacteriaceae y otras bacterias no formadoras de esporas.
También, se haencontrado Salmonella spp. (Olson y Mocquot, 1980).

Los proveedores de alimentos necesitan saber s sus productos cumplen una norma o
especificacion que aseguren que seran aceptables hasta el final de su vida atil o de
almaceén. Los criterios aplicados para asegurar en las fébricas la calidad del alimento son
mas rigurosos gue los utilizados para afirmar que son aptos para consumo (Roberts,
1995).

2.2.3 Azlcar blanca

Seguin Pivnick (1980), los microorganismos presentes en la cafla de azlcar proceden del
suelo y las estructuras vegetales en putrefaccion. Con e tiempo humedo y caluroso, €l
jugo gue exuda la cafia de azlcar a ser cortada puede contener un elevado nimero de
microorganismos, aproximadamente 10° bacterias y 10° levaduras y mohos por gramo.
Las especies bacterianas que con mayor frecuencia se encuentran en las hojas y talos
normales son Flavobacterium, Lactobacillus, Xanthomonas, Enterobacter, Pseudomonas,
Erwinia, Leuconostoc, Bacillus y Corynebacterium; algunas de estas especies son
potencialmente patdgenas para las plantas. La corteza a encontrarse lesionada por
insectos u otras causas dan lugar ala penetracion de bacterias, mohosy levaduras.

La zafra, practica comun en las cafieras, puede elevar la temperatura del tallo hasta 55 -
85 °C estas temperaturas no destruyen, aparentemente, muchas bacterias. Leuconostoc
mesenteriodes ha sido detectado en las cafias aproximadamente con la misma frecuencia
antes que después del quemado, debido principalmente a que son portadas por avispas
gue se aimentan del jugo azucarado y por herramientas contaminadas, siendo ademéas
responsabl e de la formacién de dextrano (azlcar invertido) (Pivnick, 1980).

El jugo, segun Pivnick, (1980), se somete a la fase de clarificado donde se eleva a
temperaturas de 80 °C y a veces por arriba de 100 °C disminuyendo € recuento
bacteriano en un 99.99 % si bien permanece e contenido de muchas esporas bacterianas
y de dextrano que puede llegar a espesar € jugo causando atascos en la tuberia,
interfiriendo su procesamiento y retrazando la fase de clarificacion con la consiguiente
disminucion de su efectividad sobre [os microorganismos.



El azGcar morena se obtiene por evaporacion del jugo clarificado que hierve bajo
presiones, consecutivamente reducidas, a temperaturas superiores a 110 °C. Estas
condiciones imposibilitan e crecimiento microbiano y destruyen todos los
microorganismos a excepcion de esporas bacterianas. En algunas azucareras se
encuentran grandes poblaciones de levaduras osméfilas y hongos en los tanques de
almacenamiento de los jarabes y melaza. Los productos pueden contaminarse con una
peguefia porcion de mohos y levaduras transportados por e aire; también pueden
introducirse gran numero de levaduras osmofilas en e azlcar himedo y a su vez por €l
contacto con determinadas superficies, por gemplo, tolva, cintas transportadoras,
basculas. Entre las bacterias mas comunes tenemos. Desulfotomaculum (Clostridium)
nigrificans, Clostridium butyricumy Bacillus termdfilo spp. Las especies de mohos més
frecuentes son Aspergillus spp., Penicillium spp. y Monilia spp. En levaduras son
Saccharomyces rouxii y S mellis, aunque se han encontrado otras especies de
Saccharomyces y Hansenula, Pichia, Torulopsis, Candida, Dekkeromyces vy
Endomycopsis (Pivnick, 1980).

El nUmero de gérmenes presentes seguin el Instituto Colombiano de Normas Técnicas y
Certificacion (2002), deben ser inferiores a 10%g, pero s se encuentran en niveles
superiores en € azlcar refinado pueden originar serias alteraciones en 1os alimentos que
lo utilizan como ingrediente en su elaboracion. Entre |os més frecuentes tenemos:

Bacillus stearothermophilus y B. coagulans que pueden crecer en alimentos enlatados
y producir acido y no gas. El primer microorganismo forma esporas resistentes y
crece atemperaturas superiores a 75 °C s bien no se desarrolla a pH inferiores a 5.2.
Por el contrario B. coagulans no crece atemperaturas superiores a 65 °C adaptandose
aunpH de4.2.

Clostridium thermosaccharolyticum que crece bien a 72 °C. En productos enlatados
produce suficiente &cido que causa abombamientos por hidrogeno.

Desulfotomaculum (Clostridium) nigrificans que crece a 55 °C produciendo olores
fétidos de sulfuro en productos enlatados.

A los valores normales de pH de las bebidas no alcohdlicas pueden crecer bacterias
mesofilas, levaduras y mohos.

2.2.4 Estabilizador parahelados

Seguin Garéfalo (2002), la mayoria de estabilizadores comerciales son gelatinas o goma
Guar, pudiéndose encontrar una mezcla de ambos.

La gelatina es una proteina (polimero compuesto por aminoécidos), que carece de los
principales aminoacidos como vaina, tirosina y triptofano, y por lo tanto no tiene valor
como alimento. En el animal, la gelatina no existe como componente, se la obtiene por
hidrolisis parcial del colégeno, su precursor insoluble. En el colageno, la unidad basica
esta formada por tres cadenas de polipéptidos, enrolladas en forma de hélice y
estabilizadas por uniones intramoleculares. Esto hace que €l colageno exhiba propiedades



mecanicas Unicas y forme la estructura del tejido conectivo, piel y huesos de los animales
(Gardfalo, 2002).

La materia prima requerida para su produccion se obtiene de las curtiembres y mataderos
las cuales deben ser de animales sanos y sacrificados en instalaciones que cumplan todas
las normas sanitarias. Se realizan diferentes pre-tratamientos:

L os cueros son tratados con sales para su preservacion.

L as pieles se congelan para su almacenamiento y transporte.

Los huesos de ganado vacuno, se desgrasan y se trituran antes de su transporte y
procesamiento.

Todos los dias se recogen huesos frescos que deben ser procesados dentro de las 24
horas del sacrificio del animal.

L os huesos se tratan con una solucién écida para extraer los minerales (fosfato de calcio)
sin afectar los contenidos organicos. Después de un lavado, este producto [lamado
“oseind’, se vuelve flexible. Los fosfatos se separan por precipitacion con cal. La oseina
y las pieles se procesan con é&cidos para su hidrdlisis a temperatura ambiente por un
tiempo relativamente corto. Por otra parte, l0os cueros y la oseina se ponen en contacto
con una solucion de cal durante 5 a 10 semanas a temperatura ambiente. Luego se gjusta
al pH requerido para la extraccion de gelatina propiamente dicha (Garéfalo, 2002).

En la extraccion se obtiene un licor del 6 a 10 % de gelatina. Luego se filtra'y concentra
en forma continua en un evaporador al vacio. La solucion se esterilizaa 145°C y se enfria
rapidamente para gelificar la solucién. Este gel es extrudado en forma de granos y secado
con aire filtrado y aséptico para evitar presencia de microorganismos. Finamente, se
muelen los granos hasta obtener el tamafio de particula necesario. Deben almacenarse en
condiciones adecuadas, ya que son facilmente alterables en solucion o humedecidos
(Gardéfao, 2002).

La goma Guar segun Bristhar laboratorios (2001), se deriva del endospermo molido de la
planta de Guar, Cyamopsis tetragonol obus, de la familia de las leguminosas. La planta es
cultivada comercialmente en Indiay Pakistan parael consumo humano y animal.

En el procesamiento comercia de la goma Guar, se utiliza una variedad de métodos para
separar eficazmente el endosperma de la cascara y del germen. La cascara se elimina
remojando en agua y posterior molienda en varias fases y cernido, o calentando y
carbonizando la cascara por tratamiento con fuego. Después se usa una molienda
diferencial para separar € germen del endosperma, ya que hay una diferencia en la
dureza de cada componente. Se puede usar molinos de roce, de martillo, o de rodillo. El
endosperma separado, que contiene 80 % galactomano, se muele finamente a un tamario
de particulafino y se vende como goma Guar (Bristhar laboratorios, 2001).

Las soluciones de goma Guar como la de otros hidrocoloides vegetales estan sujetas a
ataque bacteriano, hongos, coliformes y es muy comin encontrarlas después de los
procesos térmicos debido a contaminacion externa. Unamezcla de 0.15 % metil y 0.02 %



propil- parahidroxi-benzoato puede usarse para conservar las soluciones de goma guar.
Para las aplicaciones en alimentos, se recomienda especialmente benzoato de sodio y
acido citrico. El acido sorbico y/o sorbato de potasio también se usa como un
preservativo para goma Guar en quesos procesados (Bristhar laboratorios, 2001).

23 EFECTODELOSMICROORGANISMOSEN LA SALUD HUMANA

2.3.1 Mesofilos aerobiostotales

Segun Vanderzant y Splittstoesser (1992), se agrupan en dos géneros importantes:
Bacillus y Sporolactobacillus formadores de endoesporas. Las especies encontradas en
los alimentos son generalmente extensas y no poseen un habitad definido y en general no
provocan enfermedades en el ser humano. Son utilizados como indicadores de la calidad
del procesamiento.

2.3.2 Coliformestotales

Segun la EPA (2002), los coliformes no constituyen una amenaza para la salud; su
determinacion se usa paraindicar si pudiera haber presentes otras bacterias posiblemente
patdgenas. Su presencia indica que los aimentos podrian estar contaminados con heces
fecales humanas o de animales. Los microbios que provocan enfermedades (patogenos) y
gue estan presentes en las heces causan: diarrea, retortijones, nauseas, cefaleas u otros
sintomas. Estos patdgenos podrian representar un riesgo de salud muy importante para
bebés, nifios pequefios y personas con sSistemas inmunolégicos gravemente
comprometidos.

2.3.3 Mohosy levaduras

Segun Tortgjada et al. (2001), las micotoxinas son sustancias nocivas para la salud,
generadas por e crecimiento de hongos que contaminan los alimentos, la presencia de
estas toxinas implican la posible existencia de otras debido a que un solo hongo produce
diferentes micotoxinas.

Entre los hongos toxigénicos destaca €l géenero Aspergillus con dos variedades, e A.
flavwus y e A. parasticus, por generar las aflatoxinas que son potentes
hepatocarcindgenos. El A. flavus produce aflatoxinas B1 y B2, mientras que e A.
parasiticus produce aflatoxinas B1, B2, G1y G2, las cuales son toxicas y cancerigenas.
L as micotoxinas del género Fusarium estan relacionadas con el cancer del esdfago en los
humanos. La ocratoxina C producida por e A. ochracens y por & Penicillium
verrucosum, esté implicada con la tumorogénesis de las vias urinarias (Tortgjada et al.,
2001).
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Seguin Pelczar y Reid (1966), muchas levaduras relacionadas con los animales de sangre
caliente no son patdgenas, o por 1o menos lo son ligeramente. Normalmente las bacterias
del tracto intestinal las mantienen reprimidas. Cuando un organismo es sometido a
tratamientos con antibidticos, las levaduras pueden proliferan libremente y causar
infecciones que pueden adoptar forma de enfermedades de la piel (Candida albicans) que
puede dar origen a infecciones generalizadas de bronquios y pulmones. El Cryptococcus
neoformans causa una infeccion sistémica grave que afecta a cerebro y meninges. Es
importante mencionar que estas levaduras no se adquieren através de los alimentos.

2.3.4 Salmonella

Seguin Pelczar y Reid (1966), en e género Salmonella se incluyen varias especies
patdgenas para € hombre y los animales. Estos organismos son gram-negativos, no
esporulados, de forma bacilar, y unos 0.5 a 0.7 1 por 1 a 3 p. Se mueven por medio de
unos flagel os peritricos. Aungue son facultativos, crecen bien en los medios ordinarios en
presencia de oxigeno. En € anexo 1 se exponen las infecciones entéricas mas comunes
causadas por Salmonella spp.

2341  Fiebre tifoidea. Es una enfermedad infecciosa causada por la S typhi.. La
enfermedad se caracteriza clinicamente por fiebre persistente, inflamacion del intestino,
con ulceraciones al nivel de las placas de Peyer, tumefaccion del bazo. El periodo de
incubacion suele ser de 10 a 14 dias.

234.2 Fiebre paratifoidea y Salmonellosis. La enfermedad se asemeja a la fiebre
tifoidea, pero es menos grave. En el hombre los que se encuentran mas comunmente son:
S paratyphi (tipo A), S. schottmuellari (tipo B) y S hirshfeldii (tipo C).

En las sailmonellosis se incluye cierto nimero de manifestaciones clinicas. En algunos
casos sirve para designar casos de gastroenteritis aguda con diarrea. Comprende varias
especies de importancia, pero las que se encuentran con mayor frecuencia son la S
enteriditisy la S. typhimurium.

24 CONDICIONES DE PRODUCCION Y ALMACENAMIENTO DE LOS
INGREDIENTES

Segin la FAO/OMS (1998), hay que tener en cuenta las posibles fuentes de
contaminacion del medio ambiente. En particular, 1a produccion primaria de alimentos no
debera llevarse a cabo en zonas donde la presencia de sustancias posiblemente peligrosas
conduzca un nivel inaceptable de tales sustancias en |os productos alimenticios.
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2.4.1 Produccién higiénica de materias primas para alimentos

Segun la FAO/OMS (1998), se debe identificar todos los puntos concretos de cada
actividad en que pueda existir riesgo de contaminacion y adoptar medidas para reducir
ese riesgo. Un enfoque basado en el sistema de Andlisis de Peligros y de Puntos Criticos
de Control (APPCC) y Buenas Précticas de Manufactura (BPM) ayudan de gran maneraa
[levar a cabo tales medidas.

L os productores deberan aplicar en lo posible medidas para:

Controlar la contaminacion procedente del aire, suelo, agua, los piensos, los
fertilizantes (incluidos abonos naturales), plaguicidas, medicamentos veterinarios o
cualquier agente utilizado en la produccion primaria.

Controlar €l estado de salud de animales y plantas, de manera que no originen
ninguna amenaza parala salud humana por medio del consumo de alimentos.

Proteger las materias primas alimentarias de contaminacion fecal y otraindole.

2.4.2 Manipulacion, almacenamiento y transporte

Deberan establecerse procedimientos para:

Seleccionar los aimentos y sus ingredientes con €l fin de separar todo material que
manifiestamente no sea apto parael consumo humano.

Eliminar de manera higiénica toda materia rechazada.

Proteger los alimentos y los ingredientes para alimentos de la contaminacion de
plagas o de contaminantes quimicos, fisicos o microbiolégicos, asi como de otras
sustancias objetables durante manipulacién, el almacenamiento y el transporte.

Debera tenerse cuidado en impedir, en la medida en que sea razonablemente posible, €l
deterioro y la descomposicion, aplicando medidas como €l control de latemperaturay la
humedad y/u otros controles (FAO/OMS, 1998).

2.4.3 Limpieza, mantenimiento e higiene del personal en la produccion primaria.

Se debera disponer de instalaciones y procedimientos apropiados que aseguren:

Toda operacion necesaria de limpiezay mantenimiento de manera eficaz; y
Que se mantenga un grado apropiado de higiene personal.
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24.4 Egtablecimiento: requisitos de higiene en la elaboracion

Seguin Jervis (1998), se debe establecer una barrera higiénica que impida la
contaminacion cruzada en las partes del proceso donde se manipulan los alimentos
susceptibles y que estan expuestos a la contaminacién ambiental.

L os principal es aspectos a considerar son:

El area identificada como de alto riesgo estara completamente separada del resto
mediante paredes fijas.

Los desaglies desembocaran directamente en el sumidero general exterior y ningun
otro sumidero atravesara esta area.

Los suelos, paredes, techos y todos los accesorios cumplirdn con los estandares méas
exigentes para que no se acumule la suciedad ni otro tipo de depositos de dificil
limpieza que puedan representar un foco de contaminacion.

El aire del loca se filtrara para que no contenga microorganismos; se creara una
presion positiva y € aire se renovara con la suficiente frecuencia para evitar la
condensacion en las superficies. En ocasiones es necesario controlar la temperatura
del aire.

Los equipos y utensilios que se utilizan en un area de alto riesgo no se emplearan ni
se limpiarén en ninguna otra zona de la planta.

Los utiles de limpieza se emplearan exclusivamente para € area de alto riesgo y en
ninguna otra zona. Para €ello, resulta muy Util establecer los codigos de colores para
marcar los utensilios.

Cuando se introducen los materidles en el &ea de alto riesgo, se evitara la
contaminacion a traves de las ruedas de las carretillas, exterior de los envases. Las
envolturas exteriores se retirardn en un anexo a area y los materiales entraran
siempre en la zona por accesos restringidos y, a ser posible, se desinfectaran
previamente.

La entrada del personal en el area de alto riesgo estara estrictamente controlada. En
condiciones ideales, deberian existir instalaciones separadas para € persona que
trabgja en esa zona, pero si esto no resulta posible, el personal debe cambiarse de ropa
gue lleva en el resto de la fabrica por otra especifica para esa zona y lavarse las
manos a la entrada.

El personal debe estar sometido a un severo control higiénico, supervisando €l lavado
delasmanosy las ropas.



3. MATERIALESY METODOS
3.1 RECURSOSTECNICOS

3.1.1 Ubicacion del estudio

Los ingredientes fueron tomados de la Zamoempresa de lacteos. Los andlisis
microbiol6gicos se llevaron a cabo en €l laboratorio de microbiologia en €l Centro de
Evaluacion de Alimentos (CEA) en Zamorano, ubicado en € valle dd Yeguare,
Honduras.

3.1.2 Equiposy materialesdelaboratorio
El laboratorio de la carrera cuenta con los equipos y materiales pararealizar |as pruebas:

Equipos:
- Autoclave.
Balanza de precision.
Calentador para bafio Maria.
Camara de flujo laminar.
Homogenizador de muestras (Stomacher).
Incubadoras.
Microscopio.

M edios de cultivos:

- Agar Méodos Estandar (PCA), Agar Violeta Rojo Bilis (VRBA), Agar Papa
Dextrosa (PDA), Agar nutriente, Caldo lactosado, Caldo Selenito Cistina, Caldo
Tetrationato, Agar Salmonella - Shigella, Agar Mac Conkey.

Pruebas Bioquimicas de identificacion de bacterias - sistema APl 20E.

Otros:
- Bolsas estériles.
Equipo de cristaleria esterilizada.
Pinzas, cuchillosy cucharas estériles.
Reactivos.
Solucion diluyente (buffer de fosfato o agua peptonada al 0.1%).
Tabla psicrométrica.
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Termometro.

3.2 TOMA DE MUESTRAS

3.2.1 Ingredientes seleccionados

Los ingredientes se seleccionaron por ser los de mayor uso y manipulacién (cuadro 1).

Cuadrol. Ingredientes analizados.

Ingredientes Lote Rotacl OT Casa productora | Procedencia
(meses)

Leche descremada. | 1)1 /5003 6 Gay LeaFoods | Canada
en polvo
Cocoa amarga 6402002123 8 Givaudan USA
Azucar blanca Zafra 2001/2002 1 LaRegia Honduras
Estabilizador de 54032 8 Sabores Cosco El Salvador
helados

Y El tiempo de rotacién no es estandar, pudiendo haber variaciones dependiendo de la demanda.

El az(car es un producto que siempre se mantiene en "stock” en la bodega de materialesy
suministros de Zamorano, destindndose pequefias cantidades a la planta de lacteos. No
existe un abastecedor fijo para este ingrediente.

3.2.2 Plan de muestreo

Para | os recuentos esténdares por placa se tomaron cinco muestras al azar de cada uno de
los ingredientes a excepcion del estabilizador de helados que solo se tomaron cuatro por
no existir mayor disponibilidad de material en la bodega. Esto representd un total de 19
muestras las cuales se analizaron cuatro por semana.

La prueba de Salmonella spp. solo se realizd en leche descremada en polvo y cocoa
amarga por ser las mas propensas a presentar contaminacion y ser un requisito
indispensable de las normas microbiologicas, para esto se tomo cinco muestras de cada
ingrediente para ser analizadas semana mente.

El procediento para €l andlisis de las muestras fue e siguiente: la primera muestra de
cada ingrediente se examind en la semana uno, la segunda muestra en la semana dos, la
tercera, cuarta y quinta muestra se analizaron en la semana tres, cuatro y cinco
respectivamente (figura 1). Con este método se minimizoé el riesgo de post contaminacion
ya que, por la rdpida rotaciéon de los ingredientes, cada bolsa abierta se utilizé en un
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periodo no mayor a cuatro dias, a excepcion del estabilizador cuya rotacion se realiza
cada mes.

Cada muestra recol ectada se traslad6 inmediatamente al |aboratorio, donde se almaceno a
temperatura ambiente por un periodo menor a 24 horas antes de ser analizada. Esto dio
como resultado seis muestras por semana (cuatro para recuentos estandares y dos para
Salmonella spp.).

Al momento del muestreo se registraron datos de temperatura de bulbo seco y bulbo
humedo para calcular mediante una tabla psicrométrica la humedad relativa del medio
ambiente para determinar si ésta afect6 en los resultados obtenidos en los andlisis.

Debido a crecimiento focal de los microorganismos, € contenido de cada bolsa debid
homogeni zarse para obtener una muestra representativa.

Muestral Muestra2 Muestra3 Muestra4 Muestras
I I I | I .
| | | | I "
Leche Leche Leche Leche Leche
Cocoa Cocoa Cocoa Cocoa Cocoa
Azlcar Azlcar Azlcar Azlcar Azlcar
Estabilizador Estabilizador Estabilizador Estabilizador

| I
Recuentos estandares por placa

Leche Leche Leche Leche Leche
Cocoa Cocoa Cocoa Cocoa Cocoa

| Deteccion de Salmonella spp.

Figura 1. Esquema de muestreos para los cuatro ingredientes.

3.3 METODOLOGIASMICROBIOLOGICASUTILIZADAS
3.3.1 Codmputos estandaresen placa

Debido a la fata de recursos econdmicos se utilizé el método tradicional de vertido en
placa (Pour Plate) para los recuentos de mesdfilos aerobios totales, coliformes totales,
mohos y levaduras, descrito en e compendio de métodos para el analisis microbiol 6gico
de alimentos (Vanderzant y Splittstoesser, 1992) (anexo 2).

L os medios de cultivos utilizados fueron:
Agar Métodos Estandar (PCA, por sus siglas en inglés).
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Agar Violeta Rojo Bilis (VRBA, por sus siglas en inglés).
Agar Papa Dextrosa (PDA, por sus siglas en inglés).

Todos los andlisis se redlizaron hasta la dilucion 1:10,000 debido a que en mayores
diluciones no se detectd crecimiento. Estos andlisis no se realizaron por duplicado debido
al costo del material que fue de Lps 2,280. La cantidad utilizada se detallaen el cuadro 2.

Cuadro 2. Cantidad de placas utilizadas por microorganismo e ingrediente en cOmputos
estandares.

N° de placas por microorganisSmo 0
Ingrediente Mesofilos Coliformes Mohosy N p}ggsde
Aerdbios Totales Levaduras

L eche descremada en 20 20 20 60
polvo

Cocoa amarga 20 20 20 60
Azlcar refinada 20 20 20 60
Estabilizador de

helados 16 16 16 48
Total 76 76 76 228

3.3.2 Meétodos de aislamiento e identificacion de Salmonella spp.

Se utiliz6 € método clasico descrito en e Compendio de métodos para € andlisis
microbioldgico de alimentos (Vanderzant y Splittstoesser, 1992), (anexo 3) € cud
consiste en emplear diversos medios selectivos para aidlar € microorganismo e
identificarlo con pruebas bioguimicas de identificacion de enterobacterias (Sistema API
20E, anexo 4).

Los medios de cultivos y de identificacion utilizados fueron:
Caldo lactosado (pre-enriqueci miento).
Caldo Selenito - Cistina (enriquecimiento selectivo).
Caldo Tetrationato (enriquecimiento selectivo).
Agar Salmonella - Shigella (aislamiento en medio selectivo).
Agar Verde Brillante (aislamiento en medio selectivo).
Agar MacConkey (aislamiento en medio selectivo).
Agar nutriente (aislamiento).
Tiras API 20E.

La cantidad de tiras APl 20E utilizadas dependi6 de los resultados positivos obtenidos
con las pruebas presuntivas. Al no contar con este material se optd por almacenar una
colonia obtenida de las pruebas presuntivas con agar nutriente en un tubo de ensayo con
el mismo medio, cubriéndola con aceite mineral para su preservacion hasta obtener las
facilidades para su identificacion.
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3.3.3 Variablesa medir
Las variables que se evaluaron en los cuatro ingredientes fueron:

UFC/g de mesdfilos aerobios totales.
UFC/g de mohosy levaduras.

UFC/g de coliformes totales.
Presencia de Salmonella spp.

Los computos obtenidos fueron comparados con las normas establecidas por € gobierno

de Canada, Colombia y Honduras, las cuales son estandares para la mayoria de paises
(cuadro 3).

Cuadro 3. Requisitos microbiol 6gicos para cuatro ingredientes de la planta de | acteos.

Mesofilos Coliformes Mohosy
Ingredientes Aerobios Totales Levaduras Salmonella
UFC/g

Lechedescremada | 1 009 <1 <200 | Negativa
en polvo
Cocoa amarga’ <100,000 <10 2,000 - 10,000 Negativa
AzUcar blanca’ <200 <8 <100 | Noseredliza
o1 zeclor de <50,000 <10 <100 | Noserediza
Fuente:

YJCONTEC (Instituto Colombiano de Normas Técnicasy Certificacion).
“Normas canadienses.

3Azucarera Tres Valles.

*Compendio de andlisis microbiol 6gicos.

3.4 DISENO ESTADISTICO

Se utilizé un disefio completamente a azar en donde se pudo inferir los resultados
obtenidos en la muestra para € lote recibido en la planta. Se calcul6 la media (UFC/g)
para cada microorganismo, error estandar e intervalos de confianza con un 5% de
significancia.

El nimero de muestras fue determinado por los procedimientos generales de laboratorio

gue recomiendan cinco muestras por lote.

Se determiné mediante un andlisis de correlacion si la humedad relativa a momento del
muestreo influyd en los resultados obtenidos en los recuentos, de igua manera se
determind si existio correlacion entre el tiempo gque durd la recoleccién de las muestras (4
semanas) Yy lavariacion de los cOmputos obtenidos.

Todos los andlisis de realizaron con e programa " Statistical Analisis System" (SAS)®.
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Poblacién de inferencia: materias primas; leche descremada en polvo (lote de 44 bolsas),
cocoa amarga (lote de 60 bolsas), azicar blanca (lote de 20 bolsas) y estabilizador de
helados (lote de 4 bolsas).

Unidad experimental: sacos de leche descremada en polvo, cocoa amarga, azlcar blanca
y estabilizador de helados.

V ariables dependientes fueron los computos de las pruebas microbiol égicas.

Variable independiente fueron los cuatro ingredientes, temperaturay humedad relativa de
la bodega.



4. RESULTADOSY DISCUSION

41 COMPUTOSESTANDARESPOR PLACA

4.1.1 Lechedescremada en polvo

L os mesdfilos aerobios totales y 1os mohos y levaduras (Penicillium spp.), se encontraron
dentro de las normas establ ecidas en las cinco muestras. No hubo evidencia de coliformes
totales (cuadro 4).

La humedad relativa del ambiente no afectd los computos microbianos, al momento de la
toma de la muestra ya que la prueba de correlacion (r =0.0104) no fue significativa
(P =0.986) ni paralos mesofilos aerobios ni los mohosy levaduras (r =-0.117, P=0.851).

No hubo correlacion entre € tiempo que durd la toma de muestras (4 semanas) y los
mesofilos aerobios (r =-0.367, P =0.542) ni con los mohos y levaduras (r =-0.727,
P =0.163). Se asume que no hubo crecimiento debido a las condiciones ambientales de la
bodega, debido a la proteccion del empaque, siendo éste una bolsa de nylon con papel
Kraft. La temperatura tampoco representd un papel importante para los cémputos
obtenidos.

L as unidades formadoras de colonias (cuadro 5) que se obtuvieron para el lote 2001/2003
(N =44 bolsas, n =5 bolsas) demostraron que laleche en polvo se encontraba apta para su
utilizacion en la elaboracion de productos. Esto permite asegurar que ingreso a la planta
cumpliendo los estandares de calidad.
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Cuadro 4. Cémputo de microorganismos presentes en las cinco muestras de leche
descremada en polvo.

Microorganismo (UFC/q)

Tiempo :Lér;??,? Temperatura Mesofilos Coliformes Mohosy
(semanas) (%) {®) aerobios totales levaduras
VR: <10,000 VR<1 VR: <200

0 70 25 1,700 0 90

1 73 23 100 0 0

2 65 26 440 0 30

3 68 26 400 0 0

4 70 25 830 0 0

Controles de medio negativos excepto en la semana cuatro en PDA.
! valor de labodega a momento del muestreo.
VR: Valor de referencia segiin | contec.

Cuadro 5. Cantidad de microorganismos presentes en e lote de leche descremada en
polvo con un grado de confianza del 95%.

UFC/g
# Microorganismo Rango Media Error estandar Limite de
encontrado confianza
1 | Mestfilos aerobios 100 - 1,700 694 511 183 - 1,205
2 | Coliformestotales 0 0 0 0
3 |Mohosy levaduras 0-90 24 32 0-56

4.1.2 Cocoa amarga en polvo

Los mesdfilos aerobios totales y los mohos y levaduras (Penicillium spp.) en las cinco
muestras de cocoa se encontraron dentro de las normas establecidas. No se detectd
coliformes totales (cuadro 6).

La humedad relativa de la bodega a momento del muestreo no afectd al computo de
mesofilos aerobios totales ya que la prueba de correlacion (r =0.289, P =0.637) no fue
significativa, igualmente con los mohos y levaduras (r =0.094, P =0.88).

El tiempo gque duro latoma de muestras (4 semanas) no afecto ni al computo de mesofilos
aerobios (r =0.588, P =0.2967) ni alos mohosy levaduras (r =-0.776, P =0.122). No hubo
crecimiento debido a las condiciones ambientales de la bodega. La temperatura tampoco
afectd los cOmputos microbianos.

El lote 6402002123 (N =60 bolsas, n =5 bolsas) de cocoa en polvo se encontrd apto para
su utilizacién en la elaboracion de los productos de la planta (cuadro 7).
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Cuadro 6. Computo de microorganiSmos presentes en las cinco muestras de cocoa
amarga.

Microorganismo (UFC/q)
Tiempo F:Lér;?szd Temperatura Mesofilos Coliformes Mohosy
(semanas) (%) (°C) aerobios totales levaduras
VR: <100,000 VR: <10 VR: <10,000

0 70 25 1,400 0 260

1 73 26 2,000 0 30

2 65 23 1,600 0 50

3 68 26 1,120 0 0

4 70 25 3,900 0 10

Controles de medio negativos excepto en la semana cuatro en PDA.
VR: Vaor de referencia segiin las normas canadienses.

Cuadro 7. Cantidad de microorganismos presentes en €l lote de cocoa amarga con un
grado de confianza del 95%.

UFC/g
#|  Microorganismo Rango Media Error estandar Limite de
encontrado confianza
1 | Mestfilos aerobios 1,120 - 3,900 2,004 929 1,075 - 2,933
2 | Coliformestotales 0 0 0 0
3 | Mohosy levaduras 0- 260 70 91 0-161

4.1.3 Azlcar blanca

Los mesdfilos aerobios totales se encontraron dentro de las normas establecidas, a
excepcion de la semana tres que correspondié a una bolsa mojada por la limpieza
realizada en la bodega. El material de empague (bolsas de pléastico permeable) no ofrecio
la debida proteccion a material. Los mohos y levaduras se encontraron dentro de las
normas establecidas y no hubo presencia de coliformes totales (cuadro 8).

L os mesofilos aerobios no fueron afectados por la humedad relativa de la bodega ya que
no hubo correlacion (r =-0.809, P =0.08) al igual que los mohos y levaduras (r =-0.899,
P =0.06).

La prueba de correlacion entre el tiempo que durd latoma de muestras (4 semanas) y los
mesofilos aerobios no fue significativa (r =-0.166, P =0.7893) ni para los mohos y
levaduras (r =-0.1291, P =0.8361). Latemperatura no afectd los computos microbianos.

Las unidades formadoras de colonias (cuadro 9) del lote de zafra 2001/2002 (N =20
bolsas, n =5 bolsas) demostraron que € azlcar blanca se encontraba apta para su
utilizacion como ingrediente.
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Cuadro 8. Computo de microorganismos presentes en las cinco muestras de azlicar

blanca.
Microorganismo (UFC/q)
Tiempo F:Lér;?szd Temperatura Mesofilos Coliformes Mohosy
(semanas) (%) (°C) aerobios totales levaduras
VR: <200 VR<8 VR:<100
0 70 25 100 0 10
1 73 26 0 0 0
2° 65 23 320 0 30
3 68 26 20 0 10
4 70 25 20 0 0

Controles de medio negativos excepto en la semana cuatro en PDA.
© La bolsa se encontraba hiimeda al momento del muestreo.
VR: Vaor dereferencia segin laazucarera Tres Valles.

Cuadro 9. Cantidad de microorganismos presentes en el lote de azlicar blanca con un
grado de confianza del 95%.

UFC/g
# Microorganismo Rango Media Error estandar Limite de
encontrado confianza
1 | Mestfilos aerobios 0-320 92 101 0-193
2 | Coliformes totales 0 0 0 0
3 | Mohosy levaduras 0-30 10 9 1-19

414 Estabilizador de helados

Los niveles de mesdfilos aerobios totales y mohos y levaduras se encontraron dentro de
las normas establecidas. No se detectd coliformes totales (cuadro 10).

La humedad relativa del ambiente en la bodega no afectd los computos microbianos ya
gue la prueba de correlacion (r =0.514) no fue significativa (P =0.485) para mesofilos
aerobios ni paralos mohosy levaduras (r =-0.198, P =0.802).

No hubo correlacion entre el tiempo que duré la toma de muestras ( 3 semanas) con los
mesofilos aerobios (r =0.447, P =0.552) ni con los mohos y levaduras (r =0.774,
P =0.225). Se asume que no hubo un crecimiento debido a las condiciones ambientales de
la bodega, debido ala proteccion del empaque, constituido por una bolsa de nylon sellado
al vacio con un embalgje de cartdon. Las temperaturas no afectaron a los cémputos
obtenidos.

Las unidades formadoras de colonias (cuadro 11), que se obtuvieron para el lote 54032
(N =4 bolsas, n =4 bolsas) demostraron que € estabilizador se encontraba apto para su
utilizacion. Se asegura que ingreso a la planta cumpliendo las normas microbiol dgicas.
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Cuadro 10. Computo de microorganismos presentes en las cuatro muestras de
estabilizador de helados.

Microorganismo (UFC/q)

Tiempo F:Lér;?szd Temperatura Mesofilos Coliformes Mohosy
(semanas) (%) (°C) aerobios totales levaduras
VR: <50,000 VR: <10 VR: <100

0 70 25 40 0 0

1 73 26 50 0 0

2 65 23 40 0 0

3 68 26 50 0 20

Controles de medio negativos excepto en la semana cuatro en PDA.
VR: Vaor de referencia segin e compendio de andlisis microbiol 6gicos.

Cuadro 11. Cantidad de microorganismos presentes en el |ote de estabilizador de helados
con un grado de confianza del 95%.

UFClg
# Microorganismo Rango Media Error estandar Limite de
encontrado confianza
1 | Mestfilos aerobios 40- 50 45 6 39-51
2 | Coliformestotales 0 0 0 0
3 |Mohosy levaduras 0-20 5 10 0-15

4.2 AISLAMIENTO E IDENTIFICACION DE SALMONELLA

Las pruebas presuntivas de Salmonella spp. en cocoa resultaron negativas en las cinco
muestras. El lote se encontrd libre de este microorganismo.

Las pruebas presuntivas en leche descremada en polvo resultaron positivas en dos
muestras. Medio Salmonella-Shigella (muestra 1) y medio Selenito-Cistina (muestra
tres).

Los colonias aisladas se identificaron obteniendo para la muestra uno, con un bajo nivel
de discriminacion, la bacteria Enterobacter sakasakii la cual, segun la FDA (2002), fue
responsable de producir altos indices de mortalidad en los recién nacidos y personas
inmunocomprometidas que consumieron alimentos contaminados con éste patdgeno. Para
la muestra tres se identifico, con un bajo nivel de discriminacion, la bacteria Acetobacter
baumannii que segiin Angeles (sf.), es la responsable de infecciones graves como sepsis,
neumoniay meningitis.

Estas bacterias no forman parte de los andlisis recomendados por €l FDA. Se necesitarian
mas pruebas para detectar la cantidad presente de estas bacterias en los ingredientes y s
son potencial mente nocivas.




5. CONCLUSIONES

L os computos de mesofilos aerobios totales, coliformes totales, mohos y levaduras en los
cuatro ingredientes analizados se mantuvieron dentro de las normas establecidos,
encontrandose aptos para su utilizacion en la elaboracion de productos | acteos.

No se detectd la presencia de Salmonella spp. en € lote de leche descremada y cocoa
amarga, tampoco hubo contaminacion posterior en bodega.

Los ingredientes fueron adecuadamente elaborados y empacados por 1o que no sufrieron
alteracion durante el transporte y almacenamiento en la bodega de la planta.

L os resultados no fueron influenciados por la humedad relativa de la bodega al momento
de latoma de datos.

No hubo crecimiento bacteriano alo largo de las cuatro semanas que durd latoma de
muestras.

Aungue las condiciones de mangjo de la bodega no son las Optimas, los computos
permanecieron dentro de los pardmetros microbiol 6gicos debido a tipo de empague y a

las caracteristicas del producto (bgjaay).



6. RECOMENDACIONES

Exigir a proveedor de la materia prima los certificados de andlisis microbiol gicos.
Redlizar este tipo de andlisis de manera periddica, al ingresar un ingrediente a la bodega.

Mejorar la limpieza de la bodega realizando €l almacenado de los ingredientes por
separado sin estibar material extraio sobre |as bolsas.

Destinar una persona para € manejo exclusivo de la bodega y restringir el acceso a la
misma.

Implementar los planes de BPM para mejorar la calidad de los productos y evitar el
ingreso de material contaminante.

Redlizar andlisis para detectar |a presencia de micotoxinas.
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Anexo 1. Enfermedades producidas por diferentes especies de Salmonella.

Cuadro 12. Agentes etiologicos y huésped natural asociados con enfermedades
producidas por Salmonella spp.

Enfermedad Agente etiol 6gico Huésped natural Observaciones
humana
Fiebretifoidea S typhosa Hombre Transmision portadores
humanos, moscas; también por
alimentosy agua.
Fiebre paratifoidea | S. paratyphi Hombre Denominado también
S schottmuelleri S paratyphi A, S. paratyphi B,
S hirshfeldii S paratyphi C.
Gastroenteritis S typhimurium Roedores Patdgeno de los roedores, en
aguda los que causa unainfeccién del
tipo tifoideo.
Gastroenteritiso S choleraesuis Suidosy otros Invasor secundario en el colera
fiebre animales del cerdo; transmision a
entérica hombre por la carne

contaminada.

S oranienburg

Pollosy otras aves

Transmision al hombre por
huevos secos.

S montevideo Algunas avesy Transmisién al hombre por
mamiferos agunos productos de huevo
SECo.
S newport Ratas, puercos, Transmisién al hombre en
pollosy aves carney huevos.
Gastroenteritis S enterididis Muchosanimalesy |Seencuentraenlacarney los
aves huevos, especia mente huevos
de pata.
S anatum Aves Se encuentra en huevos secos.
Gastroenteritisrara | S gallinarum Aves Causatifoidea aviar: una

variedad S. pullorum, causala
diarreablanca aviar delos
pollos

Fuente: Pelczar y Reid (1966).
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Anexo 2. Procedimiento para los computos estandar es en placa (FDA).

hpOODNPRE

o U

10.

11.

Desinfectar el area de trabajo con alcohol etilico a 70%, fenol o formaldehido.
Derretir el medio de cultivo en agua hirviente, luego coloque en bafio de agua a45°C.
Ajustar latemperatura del agua de dilucion a 15-25°C.

Marcar los platos Petri en latapa (por duplicado), indicando el nimero de muestra, €l
factor de dilucion, fechaeiniciales del andista

Mezclar |a muestra para uniformizarla.

Desinfectar con acohol etilico al 70 % la parte del recipiente por donde va a ser
abierto paratomar la muestra.

Tomar 11 g de la muestray diluirlaen 99 ml de agua peptonada (0.1%) para obtener
unadilucion de 1:10. Para gomas, debido a su poder espesante se debe pesar 5 g de la
muestray diluirla en 495 ml de agua peptonada para obtener la dilucién 1:100.
Preparar las diluciones decimales a partir de esta dilucion, transfiriendo 1 ml de la
muestra con una pipeta estéril a un frasco de dilucién con 99 ml de agua de dilucion
paratener el factor 1:1,000. En gomas con este paso se obtendra la dilucion 1:10000.
Preparar las diluciones de tal manera que en un plato Petri como minimo, e nimero
de colonias fluctue entre 25-250. Mezclar bien éstas diluciones.

Introducir la pipeta en la diluciéon no més de 2.5 cm y succione con e bulbo de
seguridad, luego con la punta de la pipeta pegada a la pared interna del recipiente
guste la cantidad exacta (1 ml) y transfiera el contenido del plato Petri.

Para obtener el factor 1:100 se debe tomar 0.1 ml deladilucion 1:10 y colocarlaen el
plato Petri, para €l factor 1:10,000 se debe tomar 0.1 ml de la dilucion 1:1,000
respectivamente. En gomas para obtener e factor 1:10 se debe tomar 2 ml de la
dilucién 1:100 y para € factor 1:1,000 se debe colocar en e plato petri 0.1 ml de la
dilucion 1:100.

12. Agregar 10 a 12 ml del medio de cultivo a 45°C en cada plato. Destape €l plato cerca

13.

14.
15.

16.

17.

de un mechero y sdlo lo suficiente para verter el medio de cultivo. Para mesofilos
aerobios se debe utilizar el medio PCA, para coliformes totales VRBA y para hongos
el medio PDA més écido tartarico (1.8 ml/100 ml de medio).
Mezcle el medio de cultivo con la muestra en forma lenta con cinco movimientos
rotativos en direccion a las agujas del reloj, cinco en sentido contrario, cinco en linea
recta de izquierda a derecha y viceversa, y finamente cinco veces en la forma que
inicio el mezclado.
Dejelos platos en reposo hasta que el medio de cultivo se solidifique.
Inviertalos platos excepto el de PDA, para evitar que €l agua de condensacion facilite
el crecimiento de colonias esparcidas debido ala alta humedad.
Incubar alatemperatura requerida para cadatipo de microorganismo.

Mesofilos aerobios totales: 35- 37°C por 24-48 horas.

Coliformes totales: 35°C por 24 horas.

Hongos: a T° ambiente por 2-5 dias.
Llevar silempre un control del medio de cultivo (placa Petri solo con € medio de
cultivo) y del agua de dilucion (placa Petri con medio de cultivo y agua de dilucién).

Fuente: Vanderzant y Splittstoesser, 1992.
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Figura 2. Esquema de diluciones para polvos solubles y gomas.

Fuente: Vanderzant y Splittstoesser, 1992.
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Anexo 3. Procedimiento para la deteccion y aislamiento de Salmonella spp.

1. Tomar 25 g de lamuestray adicionar 225 ml de caldo lactosado, dejar incubar a 35°C
por 24 horas (pre-enrigquecimiento).

2. Inocular un mililitro del cultivo efectuado en 10 ml de caldo Selenito - Cistinay en 10
ml de caldo tetrationato (afiadir 0.2 ml de solucién de Y odo/10 ml de caldo). Incubar
a 35-37°C durante 18-24 horas (enriquecimiento selectivo).

3. De cada caldo, transferir una asada, mediante la técnica de Frobisher, a cada uno de
las placas con medio Agar Verde Brillante, Agar Salmonella-Shigella y Agar Mac
Conkey. Incubar a 35°C por 24 horas (aislamiento selectivo).

4. En caso de haber una reaccion positiva y formacion de colonias sospechosas, se
debera aidlar una y transferirla a un medio Agar Nutriente antes de utilizar las tiras
API 20 E.

5. Para confirmar la existencia de Salmonella spp. se debe utilizar las tiras APl 20E
inoculandolas con la colonia obtenida en € Agar nutriente (pruebas bioquimicas de
identificacion de enterobacterias).

Investigacion de Salmonella
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A o 7F08 terck, A RO FORE Y
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L l
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s R =
W VR R, AL TRCL 10747 Ll

1;-_" Ay hiamurs Rul s ang =
F‘"—_“?,a‘ LR OR AR ﬁ)}
WL, gmtemh. A, Ha, BB bl

i
A b AT

Ty
mw;;wim Y| S

CanlisAisd coir o Bloguimnics  « Seqoiogia

Ay LEWFE

Figura 3. Diagrama de flujo del método convencional paraladetecciony aislamiento de
Salmonella spp.

Fuente: Ratto, M. A. 1982.
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Anexo 4. Procedimiento para la identificacion de enterobacterias. Sistema APl 20 E.

Lastiras APl 20E son un sistema para la identificacion de Enterobacterias y otros bacilos
gram-negativos no exigentes, mediante la utilizacion de 23 tests bioquimicos
estandarizados y miniaturizados.

Preparacion dela galeria

- Reunir e fonfo y latapa de una camara de incubacion y repartir aproximadamente 5
ml de agua destilada en los alvéolos del fondo con e fin de crear una atmésfera
himeda.
Sacar la galeriade su envase.
Colocar la galeria en la camara de incubacion.

Preparacion del indculo

- Abrir un aampolla de NaCl 0.85% Médium (5 ml) o utilizar un tubo que contenga 5
ml de agua fisiol gica estéril.
Con la ayuda de una pipeta, tomar una sola colonia bien aislada de la placa de gelosa.
Realizar una suspension bacteriana utilizando la escala de M cFarland homogenizando
cuidadosamente |as bacterias en € medio.

Inoculacion dela galeria

- Llenar tubosy cupulas de los tests |CIT|, [VP| y |GEL | con la suspension bacteriana.
Llenar solo los tubos (y no las clpulas) de los otros tests.
Crear anaerobiosis en lostests ADH, LDC, ODC, H,S, URE, llenando su cupula con
aceite de parafina.
Cerrar lacamara de incubacion y colocar a 35-37°C durante 18-24 horas.

Lecturadelagaleria
- Después de laincubacion leer lagaleria con la ayuda dela Tabla de Lectura.
Anotar en la hoja de resultados | as reacciones esponténess.
Si 3 tests 0 mas (test GLU + o -) son positivos, registrar la lectura del test GLU, y
después revelarlos test que requieran reactivos:
0 Test TDA: afadir 1 gota de reactivo TDA. Una coloracion marron rojiza indica
una reaccion positiva.
0 Test IND: afadir 1 gota del reactivo de JAMES. Una coloracion rosa difundido
sobre la clpulaindica una reaccion positiva.
0 Test VP: afadir un agota de reactivo NIT 1y NIT 2 en el tubo GLU. Esperar de
2 a 5 minutos. Una coloracion roja indica una reaccion positiva. Una reaccion
negativa (coloracion amarilla) puede deberse a la reduccion de los nitratos a N2
(acompafiada muchas veces con la formacion de burbujas): afadir de 2 a3 mg de
reactivo de Zn en la clpula de GLU. Si después de 5 minutos €l tubo permanece
amarillo indica una reaccion (Ny) positiva, que debe anotarse en la hoja de
resultados. Si la cUpula adquiere un acoloracion naranja-roja, la reaccion es
negativa, por lo tanto los nitratos que todavia se encuentran presentes en €l tubo
han sido ya reducidos a nitritos por la presencia de Zinc.



I dentificacion

Laidentificacion se obtiene a partir del perfil numérico.
Determinacion del perfil numérico:
En la hoja de resultados, |os tests estédn separados en grupos de tres y un valor de 1, 2
0 4 se indica para cada uno. La galeria APl 20 E consta de 20 tests, los valores en €l
interior de cada grupo corresponden a las reacciones positivas. Sumando los valores
de los tests positivos para cada grupo, se obtiene 7 cifras que corresponden a perfil
nuUMErico.
| dentificacion:
Serealizacon laayudadel APl 20 E Index (buscar el perfil numérico en lalistade los
perfiles) o con laayuda del programainformatico paraidentificacion.

En algunos casos, € perfil de 7 cifras no discrimina suficientemente, debiendo realizarse
los test complementarios:

(0]

o0 0O O0OO0Oo

Reduccién de nitratos a nitritos (NO5)
Reduccion de los nitratos a nitrégeno (N2)
Movilidad (MOB)

Cultivo en Mac Conkey (McC)
Oxidacién de la glucosa (OF-0)
Fermentacion de la glucosa (OF-F)

L os tests complementarios mencionados pueden ser utilizados para componer un perfil de
9 cifras, descifrable por € programa de identificacion.
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Cuadro 13. Tabla de resultados para la identificacion de enterobacterias, Sistema API

20E.
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Fuente: Laboratorios Biomérieux
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