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RESUMEN

La evaluacion higiénico sanitaria en el centro de acopio de leche cruda CA. 1 del cantén Mocha
provincia de Tungurahua, se realizd6 mediante estudios por triplicado durante tres semanas
consecutivas los cuales permitieron identificar el nivel de cumplimiento de las Practicas Correctas
de Higiene en base a los parametros establecidos en el Manual de Procedimiento para la Vigilancia
y Control de la Inocuidad de Leche Cruda. Se efectuaron analisis fisico-quimicos y
microbiologicos de la leche cruda, superficies vivas e inertes y aire en las areas de
almacenamiento, recepcion y laboratorio. Las Practicas Correctas de Higiene en el centro de
acopio cumplieron con 21 puntos de los 27 criterios establecidos demostrando una ejecucion del
26%, mientras que los criterios para el transporte de leche se cumplieron en un 50%. Los aerobios
meso6filos en la leche cruda de la ruta N°1 alcanzan un maximo de 8,14+ 0,43 log UFC/mL. En
el tanque de almacenamiento la carga microbiana fue 6,62+ 0,09 log UFC/mL y en la manguera
6,61+0,01 log UFC/ em?. Staphylococcus aureus presenté el nivel mas alto en la leche de la ruta
N°4 (7,20+0,65 log UFC/mL) pero en el silo su nivel fue 5,74+0,27 log UFC/mL y la manguera
arrojo 5,58+0,16 log UFC/ cm?. Las caracteristicas fisico-quimicas: grasa, proteinas, sélidos
totales y solidos no grasos cumplen con los criterios de la normativa ecuatoriana. En conclusion,
el centro de acopio CA. 1 incumple los parametros microbiologicos establecidos debido a las
incorrectas practicas de higiene en el transporte y almacenamiento de la leche cruda siendo
necesario crear conciencia en los operarios sobre la importancia del cumplimiento de las
exigencias de calidad e inocuidad en la recoleccion, almacenamiento y distribucion de este

producto.

PALABRAS CLAVE: <BIOQUIMICA> <MICROBIOLOGIA> <EVALUACION HIGIENICO
SANITARIA> < ANALISIS FISICO-QUIMICOS> <CENTRO DE ACOPIO DE LECHE
CRUDA>
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SUMMARY

Sanitary hygienic evaluation in the raw milk collection center CA. 1 of the canton Mocha province
of Tungurahua, was conducted by triplicate studies for three consecutive weeks which allowed to
identify the level of compliance with the Good Hygiene Practices based on the parameters
established in the Manual of Procedures for the Surveillance and Control of the Raw milk safety.
Physical-chemical and microbiological analyzes of the raw milk, live and inert surfaces and air
were carried out in the storage, reception and laboratory areas. The Good Hygiene Practices in
the collection center complied with 21 points of the 27 established criteria, demonstrating an
execution of 26%, while the criteria for the transport of milk were fulfilled by 50%. The
mesophilic aerobes in the raw milk of route N° 1 reach a maximum of 8.14 + 0.43 log CFU / mL.
In the storage tank, the microbial load was 6.62 + 0.09 log CFU / mL and in the hose 6.61 + 0.01
log CFU / ecm?. Staphylococcus aureus presented the highest level in the milk of the route N° 4
(7.20 £ 0.65 log CFU / mL) but in the silo, its level was 5.74 + 0.27 log CFU / mL and the hose
threw 5.58 £ 0.16 log CFU / cm?. The physico-chemical characteristics: fat, proteins, total solids,
and non-fat solids fulfill the criteria of the Ecuadorian regulations. In conclusion, the collection
center CA.1 does not comply with the established microbiological parameters due to incorrect
hygiene practices in the transport and storage of raw milk, being necessary to raise awareness
among operators about the importance of compliance with quality and safety requirements in the

collection, storage, and distribution of this product.

KEY WORDS: <BIOCHEMISTRY> <MICROBIOLOGY> <SANITARY HYGIENIC
EVALUATION> <PHYSICAL-CHEMICAL ANALYSIS> <RAW MILK COLLECTION
CENTER>
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INTRODUCCION

La leche es un producto altamente perecedero, la proteccion natural que se presenta en la leche es
débil, por lo que su uso para consumo humano, como para el empleo en procesos tecnoldgicos
industriales, exige el empleo de diversas medidas para controlar la proliferacion de los

microorganismos y la actividad enzimatica.

El desconocimiento de las condiciones sanitarias en las que se debe producir, procesar, almacenar
y transportar este producto, asi como de las normativas de calidad vigentes ocasiona que ciertos
proveedores alteren la leche por diversos procedimientos tales como aguado, descremado, la
adicion de conservantes, antibioticos, estabilizadores, colorantes, etc; permitiendo el desarrollo
de microorganismos asi como la presencia de agentes quimicos que dan lugar a diversas
modificaciones en la composicion de la leche. Todo lo anterior afecta a su calidad e inocuidad y

resulta en un perjuicio del consumidor final en los aspectos nutricionales, de salud y econdmicos

(Armendariz, 2013, p.5).

Cuando la leche cumple con los requisitos de calidad establecidos su consumo es seguro para la
salud humana. Por eso, una leche cruda, previa comercializaciéon y consumo debe someterse a un
control fisico, quimico y microbioldgico. Como garantia de salubridad debe haber sido ordefiada
con métodos modernos e higiénicos de succion en los cuales no hay contacto fisico de las ubres
de la vaca con las manos del operador. Durante su manipulacién, las manos también pueden
aportar microorganismos, por lo cual es importante mejorar las practicas sanitarias en el ordefio
y el procesamiento tradicional de la leche. Por consiguiente, es necesario establecer parametros
de calidad y socializarlos mediante talleres de capacitacion para demostrar en la practica el efecto

de las buenas técnicas sanitarias en la calidad del producto final.

La calidad debe asegurarse a lo largo de la cadena de produccion, asi una leche de buena calidad
y segura para consumo humano, es el resultado de reconocidas practicas sanitarias observadas a
través del ordefio, enfriamiento y almacenamiento en lugares adecuados y el transporte en el
menor tiempo posible debido al periodo de caducidad corto. Para asegurar la calidad de la leche
y de los productos lacteos, se requiere del establecimiento y aplicacion de planes sistematicos que
identifiquen los peligros, valoren los riesgos y se controlen con métodos preventivos (Medina, 2015,

pp-68-70).



En Ecuador, datos del afio 2017 sefialan que el desarrollo de la cadena de lacteos es pujante,
cuenta con 300 000 productores a escala nacional con un rendimiento de 5,5 millones de litros

diarios y un aporte del 1% al producto interno bruto (PIB).

En los tltimos afios el crecimiento en la produccion de leche se ha mantenido con una tendencia
entre el 25% y 30%; de esta manera, el sector busca consolidar nuevos mercados para vender el
alimento. Esta industria, la cual ya ha exportado a Venezuela, estd haciendo gestiones para

introducir el producto a Centroamérica y otros paises como Rusia (Gonzalez, 2017, pp.33-36)

En este sentido el Departamento de Produccion del Consejo Provincial de Tungurahua busca
mejorar la comercializacion y la agroindustria, siendo necesario que se apliquen las buenas
practicas de produccion de leche para lo cual es indispensable que se estudien y analicen las
condiciones higiénico sanitarias en esta cadena de produccion, para que de esta manera se pueda

evaluar la calidad e inocuidad de la leche (Lomas, 2018, p.23).

Por lo anteriormente expuesto se hace necesario evaluar el manejo de la leche cruda en el centro
de acopio CA. 1 en el cantdon Mocha provincia de Tungurahua, con la finalidad de conocer las
caracteristicas higiénicas sanitarias del proceso y sugerir lo que se debe corregir o mantener a fin
de que los proveedores oferten un alimento sano. A la vez, con esta intervencion se consolidara
una etapa de diagnostico higiénico sanitario que permita a futuro plantear un proyecto de
vinculacion encaminado hacia el fortalecimiento de la calidad de los productos procesados a partir

de la leche (Kopper, et al., 2016, p. 35).

OBJETIVOS DE LA INVESTIGACION



Objetivo General

Evaluar las condiciones higiénico sanitarias del centro de acopio de leche cruda CA. 1 ubicado

en el canton de Mocha provincia de Tungurahua

Objetivos Especificos

1. Observar y describir el proceso de recoleccion, almacenamiento y entrega de leche cruda en
el centro de acopio CA. 1 ubicado en el cantén de Mocha provincia de Tungurahua

2. ldentificar el nivel de cumplimiento de normas higiénico sanitarias en el centro de acopio de
leche cruda CA.1 ubicado en el canton Mocha de la provincia de Tungurahua

3. Realizar el analisis microbioldgico en materia prima, ambiente, equipos y materiales en el
centro de acopio de leche cruda CA.1 ubicado en el canton Mocha de la provincia de
Tungurahua



CAPITULO |

1. MARCO TEORICO REFERENCIAL

1.1 Definicion de leche

La leche es el resultado de la secrecion normal de las glandulas mamarias de bovinos que se
consigue del ordefio de manera completa y continua debiendo ser sometida a un proceso para la

adquisicion de la leche (NTE INEN 0009, 2012, p.1).

1.2 Leche cruda

Leche que no se ha expuesto al proceso de calentamiento por lo tanto su temperatura no supera

40°C (NTE INEN 0009, 2012, p.1).

1.2.1 Composicion de la leche

Entre los principales constituyentes de la leche se encuentran: agua, lactosa, caseinas, grasas,
minerales y vitaminas. Se hallan en cantidades mas o menos iguales las sustancias organicas que
son los glucidos, lipidos y proteinas; conforman la principal fuente de energia los glucidos

(lactosa) y los lipidos. Las proteinas que se encuentran presentes son las caseinas.

Las proteinas son fuente esencial de aminoacidos esenciales y no esenciales constituyéndose las
proteinas en una fuente nutricional importante. Las vitaminas y minerales son micronutrientes
que son importantes para el organismo debido que ayudan en el crecimiento y fortalecimiento de
sistema inmunologico. En la tabla 1-1 se sefala la composicion quimica de la leche entera en 100

gramos (Tomasso, 2015, p.4)



Tabla 1-1: Composicion quimica de la leche entera de vaca

Constituyentes de la leche entera de vaca Cantidad/100 g
Lactosa 4,70 g
Caseinas 2,10 g
Grasas 3,60 g
Agua 87,710 g
Sodio 50 mg
Potasio 150 mg
Calcio 120 mg

i;z Magnesio 12 mg

,% Fosforo 95 mg

= Zinc 4,19 ppm
Hierro 0,40 ppm
Cobre 0,22 ppm

Vitaminas liposolubles: A, Dy E Trazas

Vitaminas hidrosolubles: riboflavina (B2),

tiamina (B1), piridoxina (B6),

cianocobalamina (B12), vitamina C,

vitamina H (biotina)y niacina (B3)

Fuente: (Fernandez, 2014, p.1)
Realizado por: Katherin Altamirano, 2018

1.2.1.1 Agua

La cantidad de agua que presenta la leche se debe a la cantidad de lactosa que se encuentra en la
misma. Es necesario que la vaca tome la suficiente cantidad de agua ya que esto se relaciona

directamente con el incremento en la produccion de leche.

1.2.1.2 Lactosa

La lactosa es un disacarido formado por glucosa y galactosa que se encuentra en la leche de los
mamiferos. En la glindula mamaria se sintetiza la lactosa en donde participa la a-lactoalbumina

para posteriormente segregarse en la leche (Agudelo, 2005, p. 39).



1.2.1.3 Caseinas

Existen varios tipos de caseinas presentes en la leche entre ellas se encuentran: la caseina-as;, la
caseina-f y la caseina-x. Son capaces de separarse de la leche debido a la acidificacion generando

una masa blanca.

1.2.1.4 Grasas

La grasa lactica esta formada por diferentes compuestos tales como: colesterol, fosfolipidos,
triglicéridos, diglicéridos, monoglicéridos y acidos grasos libres. Todas estas moléculas se
encuentran suspendidas en el agua generandose una emulsion intacta siempre y cuando la leche
no se vea afectada por factores externos. Debido a la presencia de luz y oxigeno afecta a la grasa

lactea generando alteraciones en las caracteristicas organolépticas especialmente en el sabor.

1.2.1.5 Mineralesy vitaminas

Los minerales y vitaminas de la leche son considerados fundamentales en el crecimiento y
desarrollo del lactante. La digestibilidad del calcio y fosforo es generalmente alta, en parte debido

a que se encuentran en asociacion con la caseina de la leche (Zela, 2005, pp.5-6).

1.2.2 Requerimientos especificos de la leche cruda NTE INEN 0009:2012

Es indispensable que la leche cruda cuente con los siguientes requisitos:

1.2.2.1 Requerimientos organolépticos

-Olor: debe presentar un olor propio a lacteo sin ningln tipo de olores extrafos.
-Aspecto: debe ser uniforme sin cuerpos extrafos.

-Color: levemente amarillo o de color blanco opalescente.

1.2.2.2 Requerimientos fisico quimicos de la leche cruda

A continuacion se detallan algunos de los requerimientos fisicos quimicos de la leche cruda

establecido en la NTE INEN 0009:2012 (Ver Tabla 2-1).



Tabla 2-1: Requerimientos fisicos quimicos de la leche cruda de acuerdo a la norma NTE INEN

0009:2012.
Requerimientos Unidad Valor Valor maximo Norma
minimo
Densidad
A 15°C - 1,029 1,033 NTE INEN 11
A 20°C 1,028 1,032
Materia grasa % 3,0 NTE INEN 12
Acidez titulable como % 0,13 0,17 NTE INEN 13
acido lactico
Sélidos totales % 11,2 - NTE INEN 14
Sélidos no grasos % 8,2 - (Diferencia entre el
contenido de solidos
totales y el contenido
de grasa)
Proteinas % 2.9 - NTE INEN 16

Fuente: (NTE INEN 0009, 2012,p. 2)
Realizado por: Katherin Altamirano, 2018

1.2.2.3 Requerimientos microbiolégicos de la leche cruda

En la tabla 3-1 se aprecian los requerimientos microbiologicos de la leche cruda.

Tabla 3-1: Requerimientos microbioldgicos de la leche cruda de acuerdo a la norma NTE INEN

0009:2012.
Requerimiento Valor maximo Norma
Recuento de células 7,0 x10° AOAC-978.26
somaticas/mL
Recuento de aerobios 1,5x10° NTE INEN 1529.-5

mesofilos (UFC/mL)

Fuente: (NTE INEN 0009, 2012, p. 3)
Realizado por: Katherin Altamirano, 2018




1.3 Produccion y consumo de leche en el Ecuador y la region 3

En el afio 2017 se establecen las estadisticas de la produccion de leche a nivel de las diferentes
regiones del pais, la que ocupa el primer lugar es la region Andina donde se generan 64,31 % de
la produccion total, en el Litoral corresponde al 29,99 % y en el Oriente al 5,67 %. Se define
también el promedio de litros de leche por vaca producidos diariamente, la region la Sierra es la
mas representativa con 7,11 litros/vaca, la region Amazdnica ocupa el segundo lugar con 4,29

litros/vaca y por ultimo la regién Costa con 3,93 litros/vaca.

La mayoria de las empresas lacteas del pais se establecen en la region Andina del Ecuador (90%),
dichas industrias se encargan primordialmente de la preparacion de leche pasteurizada, crema de
leche y quesos por lo tanto los demés derivados lacteos ocupan un segundo lugar en cuanto a su
produccion (Zambrano, et al., 2017, p.10). A nivel nacional son seis empresas productoras que se
destacan por su elevada produccion de leche diaria, en la Costa: Rey leche y Tony con 160.000 a
180.000 litros mientras que en la Sierra se encuentran: Nestlé - DPA con 300.000 litros, Andina
con una produccion de 110.000 litros; Nutrileche produce entre 140.000- 160.000 litros y la

Pasteurizadora Quito con 160.000 a 180.000 litros de leche (Bergamo, et al., 2017; pp. 10-11).

En la tabla 4-1 se detallan las vacas ordefiadas y la produccion de leche desde el afio 2015 hasta
2017 en las cuatro provincias correspondientes a la zona tres del Ecuador. Chimborazo ocup6 el

segundo lugar con mas de 431000 litros de leche en el afio 2017.

Tabla 4-1: Existencia de vacas ordefiadas y produccion de leche en la zona tres del Ecuador desde

el afio 2015-2017

Provincia Vacas ordeiadas Produccion de leche (litros)
2015 2016 2017 2015 2016 2017
Cotopaxi 65673 61179 63932 529614 483699 514759
Chimborazo 59990 72524 64846 405036 458181 431325
Tungurahua 39505 40470 34103 330239 355679 297060
Pastaza 2781 2835 1992 18793 18632 11223

Fuente: (Salazar, et al, 2017, p.18)
Realizado por: Katherin Altamirano, 2018

14 Etapas de Produccion de la leche cruda



Las etapas de produccion de leche son: ordefio, transformacion y comercializacion, las cuales se

detallan a continuacion:

1.4.1 Ordefio

Para iniciar con este procedimiento es indispensable que la vaca que va a someterse a este proceso
se encuentre sana especialmente a nivel de sus ubres, que el animal no se encuentre bajo los
efectos de farmacos y la infraestructura del establecimiento debe estar limpia para evitar la

transferencia de microorganismos manteniendo la inocuidad de la leche.

En la actualidad el ordefio se hace de forma manual o mecanica, el Gltimo proceso es mas efectivo
y rapido debido a que el producto pasa inmediatamente a contenedores térmicos que van a
controlar la temperatura de la leche evitando su deterioro, siendo necesario que la leche sea
posteriormente almacenada a una temperatura no superior de los 5°C para que permanezca su
frescura. Se ha determinado que el momento idoneo o menos estresante para el ordefio de la vaca

es el atardecer o en el amanecer (Galvan, 2005, p. 9).

1.4.2 Transformacion

La leche cruda debe pasar por un filtro en donde se retengan todas las materias extrafias e
impurezas que puedan estar presentes, posteriormente se deben almacenar en contenedores de
acero inoxidable en donde se conserve a una temperatura adecuada para realizar los analisis fisico
quimicos y microbioldgicos que permitan garantizar su inocuidad y calidad, finalmente al ser
transportada a una planta lactea la leche puede ser sometida a procesos tecnologicos

convirtiéndola en una leche liquida, fluida y homogenizada para posteriormente ser envasada
(Zamoran, 2011, p.24).

1.4.3 Comercializacion

En esta etapa la leche puede ser transformada a diversos derivados lacteos, los que se transportan
a diferentes empresas en donde se encargan de su comercializacion para ser adquiridos por el

cliente, es decir el consumidor final.

Para una correcta comercializacion de la leche se establecen ciertos pardmetros para que el

consumidor la elija, entre estos parametros estan: las preferencias de los clientes en cuanto a los



envases ya que deben ser resistentes y de facil manejo para los consumidores. Es imprescindible
que los envases se encuentren bien identificados y rotulados por medio de las etiquetas en donde
se describa sus componentes y la cantidad de los mismos que estan en el producto. Otra
caracteristica de calidad indispensable se refiere a la aceptabilidad del producto, se espera que el
producto adquirido cumpla con las expectativas del consumidor en base a los estdndares de

calidad que garantice su inocuidad para que su venta en el mercado sea exitosa (Zamoran, 2011, p.25).

15 Calidad microbioldgica de la leche cruda

En la leche cruda puede hallarse una diversidad de microrganismos entre ellos las bacterias,
hongos y levaduras. A continuacion se detallan algunos de los microorganismos que proliferan en

la leche:

1.5.1 Bacterias de la leche

Los grupos mas relevantes en la leche son las enterobacterias y las bacterias lacticas por sus

aplicaciones industriales.

1.5.2 Enterobacterias

Este grupo tiene gran importancia en la leche desde el punto de vista higiénico ya que varios
géneros pueden ser agentes de enfermedades gastrointestinales, estas bacterias son inactivadas
cuando se someten a temperatura superior a los 70°C, a nivel industrial es importante
determinarlas porque pueden producir gas ocasionando cambios en las propiedades fisico
quimicas de la leche. Entre las enterobacterias se destacan Sa/monella y Shigella. Pero las mas

comunes son las del grupo coliforme tales como: Escherichia coli, Citrobacter y Klebsiella.

La Salmonella y Shigella son bacilos Gram negativos y anaerobios facultativos, habitan
normalmente en el intestino de los humanos pudiendo provocar Salmonelosis o Shigelosis en un

periodo de incubacion de hasta 5 dias generando en las personas fiebre, dolor abdominal y diarrea

(Ramos, 2010, p.6).

Escherichia coli se encuentra normalmente en la microbiota de las personas, es un anaerobio
facultativo comensal que ayuda a la absorcion de nutrientes a nivel intestinal sin embargo

determinadas cepas de este microorganismo puede ocasionar diversas infecciones a nivel del
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intestino y de las vias urinarias. Se han determinado algunos tipos de E. coli enteropatdogenas de
acuerdo a los factores de virulencia se destacan: E. coli de adherencia difusa, E. coli
enteroagregativa, E. coli enteropatdogena, E. coli enteroinvasiva, E. coli enterohemorragica y E.
coli enterotoxigena. Las cepas de E. coli enterohemorragica como E. coli 0157:H7 y E. coli 0111
provocan diarrea que puede ser leve hasta grave cuando existe la presencia de sangre, algunas de
las personas infectadas con estas cepas pueden desarrollar el Sindrome Hemolitico Urémico

generando insuficiencia renal aguda en los pacientes (Escobar, 2012, p.9).

1.5.3 Bacterias lacticas

Las bacterias lacticas se localizan en ambientes en donde existen vitaminas, proteinas y
carbohidratos desarrollandose en pH 4, tienen la caracteristica de ser anaerobias facultativas;
ayudan en la industria lactea ya que generan cambios en la textura de la leche, los que son
necesarios para la elaboracion de quesos, yogures, kumis y crema de leche ya que intervienen en
la coagulacion de la leche. A nivel industrial las bacterias lacticas provocan en los alimentos:
gelificacion de la leche, inhibicion de microorganismos, disminucion del contenido de lactosa y
proteodlisis en los quesos maduros. Las bacterias lacticas tienen actividad lipolitica y proteolitica
que permiten la formacion de sabores y aromas caracteristicos a los quesos madurados, mientras
que en la fabricacion de yogur y kumis las bacterias lacticas permiten la fermentacion de la lactosa

provocando un sabor ligeramente acido

Para las personas las bacterias lacticas tienen efecto probidtico, forman estas parte de la
microbiota intestinal del organismo y contribuyen al adecuado funcionamiento del sistema
digestivo disminuyendo las molestias gastrointestinales siendo los principales géneros de estas

bacterias Streptococcus, Lactobacillus y Lactococcus (Rodriguez, et al., 2008, p.10).

1.5.4 Hongosy levaduras

La presencia de hongos y levaduras indican las deficiencias en cuanto a las condiciones sanitarias,
algunos hongos como QOospora lactis y Geotrichum candidum producen enzimas proteoliticas

encargadas del deterioro de la leche (Moreno, et al., 2007, p.45).

1.6 Determinacion de la Calidad Microbioldgica en la Leche Cruda

En los laboratorios de control de calidad de la leche cruda debe estar presente el personal
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capacitado con suficientes conocimientos y destrezas que sea apto para realizar examenes en
cuanto a la composicion fisica quimica y microbioldgica de la materia prima o del producto final
de acuerdo a los ensayos y valores establecidos en la norma de cada pais. Entre los principales
métodos indirectos para el control de la leche estan: lactofiltracion, reduccion de colorantes,

temperatura, lactofermentacion, acidez titulable y pH.

1.6.1 Meétodos indirectos

A continuacion se describen los métodos indirectos que se emplea en el analisis de la leche cruda.

1.6.1.1 Lactofiltracion

Si en este analisis se obtiene una cantidad abundante de sedimento puede ser debido a la presencia

de heces, polvo e insectos lo que va a indicar un deficiente calidad sanitaria de la leche cruda.

1.6.1.2 Reduccién de colorantes

En el ensayo se emplea el azul de metileno o la resazurina ya que se fundamenta en la variacion

del potencial de 6xido reduccion de la leche a través del metabolismo microbiano.

1.6.1.3 Temperatura

Aunque la leche cruda se encuentre almacenada a una temperatura no superior a 5°C esto no
quiere decir que la leche presente condiciones dptimas, debido que en etapas anteriores se pudo
haber producido la contaminacién microbiana por variaciones de temperatura que posiblemente

se generaron por la falta de control continuo de este parametro.

1.6.1.4 Lactofermentacion

Este ensayo consiste en la fermentacion de una muestra de leche incubada a una temperatura que
oscila entre 35-37°C durante 24 horas, se evalua la formacion de un codgulo, si el coagulo es

homogéneo con la presencia o ausencia de burbujas de gas sera sefial de la presencia de bacterias
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lacticas mientras si el coagulo produce abundante gas y tiene aspecto grumoso es indicativo de la

existencia de bacterias coliformes.

1.6.1.5 Acidez titulable y pH

Se genera fermentacion en la leche debido a la proliferacion de microorganismos ocasionando el
incremento de acidez y disminuyendo su pH. El pH ideal de la leche cruda debe oscilar entre 6,5-

6,7 (Grass, et al., 2008:pp. 60-65).

1.6.2 Métodos directos

Permiten la determinacion de los microorganismos presentes en la leche cruda, entre estos

métodos se encuentran:

1.6.2.1 Recuento estandar en placa (REP)

Es la prueba principal que se realiza, es el indicador mas comun de calidad sanitaria de la leche
cruda, va a permitir el recuento de los aerobios mesoéfilos de la leche cruda. En este método se
debe realizar diluciones de la muestra analizada e inocular una o mas alicuotas en placas de agar
estandar para después incubarlas durante 24-48 horas a una temperatura de 37°C+2°C para

finalmente proceder con la lectura de las placas reportando los resultados en UFC/g o UFC/mL.

El método REP se emplea modificando la temperatura y el tiempo de incubacion para permitir el

crecimiento de las diferentes bacterias segun sus temperaturas.

1.6.2.2 Determinacion de Salmonella

Debido al caracter patogeno de Salmonella su deteccion es de vital importancia porque constituye
un factor principal en las enfermedades transmitidas por los alimentos (ETA). La Salmonela

ingresa por via oral y asociado a los alimentos o por medio de las heces de animales infectados,
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esta bacteria es capaz de sobrevivir a la acidez del estdbmago colonizando el epitelio intestinal,
diferentes tipos de Salmonella provocan infeccion aguda ocasionando fiebre entérica y
gastroenteritis; las cepas de Salmonella typhi y S.paratyphi que son invasivas en el organismo
ocasionan la fiebre tifoidea cuyos sintomas son cefaleas, dolor abdominal, pérdida de apetito y
fiebre. Las Salmonelas no tifoideas como S. Enteritidis y S. Typhimurium no atraviesan la barrera

gastrointestinal provocando gastroenteritis (Berkow, et al, 2005, p.20).

1.6.2.3 Contaje de células somaticas

Un elevado contaje de células somaticas es indicativo de que la vaca sufre de mastitis que es una
inflamacion de origen toxico, traumatico o infeccioso a nivel de la glandula mamaria en donde va
a existir la proliferacion de bacterias siendo los principales microorganismos responsables de esta
infeccion Estreptococos, Estafilococos y Coliformes; la principal fuente de contaminacion es la
ambiental, es decir si el entorno en donde se realiza el ordefio del animal es contaminado los
microorganismos ingresan a las glandulas mamarias de las vacas y se transmiten por practicas

incorrectas de ordefio (Peiia, et al., 2010: pp. 22-24).

1.6.2.4 Antibi6ticos

La cantidad de antibidticos que se encuentre presente en la leche dependera de la dosis, forma de
aplicacion y de la duracion del tratamiento que se aplique al ganado. La administracion por via
intramamaria es la mas empleada en el tratamiento de mastitis, de la dosis administrada del
antibiotico una parte se dirige hacia el torrente sanguineo mientras que el resto de la dosis que es
en mayor cantidad se excreta en el ordefio de la leche. Los antibidticos que se encuentran presentes
en la leche pueden ser considerados un problema de salud publica ya que pueden provocar en las
personas reacciones alérgicas, las que dependeran de las dosis administradas al animal,
alteraciones en la microbiota intestinal y disminucion en la sintesis de proteinas. Adicionalmente,
puede aparecer resistencia a estos compuestos siendo necesario que se reduzca al minimo el uso

de antibioticos en las vacas (Davila, et al., 2006: pp.36-40).

1.7 Contaminacion de la leche

Para conseguir una leche que tenga calidad higiénica es necesario que se establezcan condiciones
adecuadas desde el ordeflo, transporte, almacenamiento e industrializacion siendo importante que

se establezcan condiciones asépticas de los materiales que estan en contacto con la leche, las
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glandulas mamarias de las vacas deben estar sanas y la leche debe conservarse a una temperatura
4°C £2°C. A través del medio externo y de la via mamaria se puede contaminar la leche con

microorganismos procedentes de distintas fuentes (Valencia, et al., 2009: pp.27-31).

1.7.1 Medio externo

La leche se contamina debido a la falta de higiene que existe en el material de transporte, utensilios
e inclusive en los operadores que se encargan de su manipulacion. Las ubres que estan en contacto
directo con el suelo o cualquier otra superficie en donde descanse el animal pueden contaminarse

con agentes bacterianos.

1.7.2 Via mamaria

Los microorganismo pueden alcanzar la via mamaria ascendente o descendente; en la via
ascendente proliferan Staphylococcus aureus, Streptococcus y coliformes debido que se adhieren
a la piel de la ubre y después del ordefio penetran por medio del esfinter del pezon de la vaca. En
la via descendente los microorganismos pueden producir enfermedades sistémicas debido que se
movilizan en la sangre por medio de los capilares mamarios generando infeccion en la glandula
mamaria entre los principales microorganismos que se localizan e esta via estan: Mycobacterium

tuberculosis, Salmonella y Brucella (Armenteros, et al., 2005, p. 34).

Segun lo que se establece tedricamente lo ideal seria que la leche que sale del animal no contenga
microorganismos pero siempre contiene de 100 a 10.000 bacterias/mL lo que es considerada una
minima carga microbiana que no deberia llegar a multiplicarse si la leche se manipula de una
manera correcta. En las vacas que padecen mastitis se incrementa considerablemente el nimero

de microorganismos en la leche.

El animal que ha sido diagnosticado con mastitis del tipo clinica puede producir una leche con
110-120 bacterias/mL y si es subclinica sus valores oscilan 90-100 bacterias/mL, siendo el
principal agente causal de mastitis Staphylococcus aureus, hay cepas de Staphylococcus,
potenciales agentes de toxiinfecciones alimenticias cuyas enterotoxinas termorresistentes pueden

permanecer después de la pasteurizacion (Linares, 2010, pp.12-15).
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1.8 Factores que afectan al crecimiento de microorganismos en la leche cruda

Existen los factores internos y externos que afectan a la calidad de la leche cruda favoreciendo la
multiplicacién de microorganismos en este periodo de adaptacion. A continuacion se describen

los factores internos y externos.

1.8.1 Factores internos

Estos factores se relacionan directamente con los componentes del alimento entre ellos estan:

actividad de agua, pH, contenido de nutrientes y potencial de 6xido- reduccion.

1.8.1.1 Actividad de agua

Se refiere al porcentaje de agua libre que es la responsable de participar en los procesos
enzimaticos y en la multiplicacion de microorganismos. El agua constituye alrededor del 87,5%

en la leche cruda, el agua en la leche estd mayoritariamente en estado libre.

1.8.1.2 pH

El pH de la leche debe ser ligeramente acido entre 6,5-6,7 siendo este pH ideal para la
proliferacion de una gran diversidad de microorganismos debido que estos valores se encuentran

cercanos a la neutralidad

1.8.1.3 Contenido de nutrientes

En la leche estan presentes una diversidad de componentes entre ellos se encuentran: agua,
azlcares, grasas, proteinas, vitaminas y minerales constituyéndose en un medio ideal rico en
nutrientes para el crecimiento microbiano; todos estos componentes son los responsables de

generar un producto fluido y homogéneo (Bachman, 2012).

1.8.1.4 Potencial éxido reduccion

El potencial redox se define por la capacidad reductora y oxidante, va a tener poder reductor
cuando se gana oxigeno y poder oxidante cuando se pierda oxigeno. El potencial redox en la

leche tiene el valor de +250 a +350 mV (milivoltios). En la mayoria de los alimentos el
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crecimiento de los microorganismos se da en presencia de oxigeno después al disminuir su
contenido también baja el potencial redox por lo que el crecimiento de los microorganismos es
anaerobico. En ambiente aerdbico como anaerdbico va a favorecer al desarrollo de las bacterias
acido lacticas ya que son catalogadas como anaerobias facultativas.

Los microorganismos en base a la exigencia de oxigeno se dividen en:

-Microaerofilos

Son microorganismos que se desarrollan en atmosfera reducida de oxigeno por ejemplo

Streptococcus 'y Lactobacillus.

-Anaerobios estrictos

Los anaerobios estrictos crecen en ausencia total de oxigeno en este grupo se destacan

Clostridium, Propionibacterium.

-Aerobios estrictos

Este grupo requiere de oxigeno para su crecimiento entre ellos estan Bacillus y Micrococcus.

-Anaerobios facultativos

Las enterobacterias y varios tipos de Staphylococcus entre ellos el S.aureus pueden desarrollarse

con la intervencion de oxigeno o en su ausencia.

1.8.2 Factores externos

Se relacionan directamente con el espacio fisico en el cual los productos son almacenados, entre

estos factores estan la humedad relativa y temperatura.
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1.8.2.1 Humedad relativa

La humedad del ambiente puede afectar a las capas superficiales de los alimentos haciendo que

estos se degraden facilmente.

1.8.2.2 Temperatura

Las bacterias se desarrollan a diferentes temperaturas por lo cual se asocian en grupos entre los
que se encuentran: termofilos, psicrofilos, mesofilos, psicrotrofos y los termotrofos

En la leche cruda principalmente se encuentran bacterias mesofilas por lo que es necesario que se
almacene por un periodo maximo de 24 horas a una temperatura entre 4-5 © C caso contrario

puede contribuir a la aparicion de microorganismos psicrofilos (Motta, et al., 2014: pp. 225-229).

-Termofilos

En esta division se encuentran: Streptococcus termophilus, Lactobacillus bulgaricus, L. fermenti,

L. Lactis, L. helveticus, L. acidophilus

-Psicrofilos

Dentro de este grupo se hallan bacterias del género Pseudomonas, Flavobacterium, Acinetobacter,

Alcaligenes, Bacillus

-Mesofilos

En la leche la mayoria de mesofilos son bacterias lacticas y se desarrollan a temperaturas optimas

entre 30°C-40°C

-Psicrotrofos y termotrofos

Los psicrotrofos van a crecer a temperaturas de refrigeracion y los termotrofos se desarrollan a
una temperatura optima entre 15°C-20°C. En la tabla 5-1 se presentan el rango de las temperaturas

minimas, maximas y 6ptimas para el crecimiento de los microorganismos anteriormente citados
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Tabla 5-1: Rangos de temperatura para el crecimiento de microorganismos

Grupos Temperatura Temperatura Temperatura
minima (°C) maxima (°C) optima (°C)
Meséfilos 5-15 40-47 30-40
Termofilos 40-45 60-90 55-75
Temotrofos 15-20 45-50 15-20
Psicrofilos -5 hasta 5 15-20 12-15
Psicrotrofos -5 hasta 5 30-35 25-30

Fuente: (Jay, et al, 2010, p.3)
Realizado por: Katherin Altamirano, 2018

1.9 Leche y Seguridad Alimentaria

La leche durante el proceso de industrializacion esta sujeta a una variedad de pruebas analiticas
que permiten garantizar que el producto tenga calidad higiénica, sanitaria e inocuidad y a su vez
cumplan con todos los requisitos establecidos en la normativa vigente desde la materia prima es
decir la leche cruda. El sometimiento de la leche a un tratamiento térmico la convierte en leche
pasteurizada o ultrapasteurizada ocurriendo cambios tanto en las caracteristicas organolépticas
como en la composicidon de proteinas, grasa y azlicar. Existe diversidad en la composicion de la
leche; segun la cantidad de grasa la leche puede ser entera, descremada y semidescremada. La
leche que no contiene azucar es deslactosada. En todo proceso de industrializacion de la leche se
deben realizar los analisis respectivos vigilando a la vez que cada fase de la cadena sea efectuada
de manera correcta en base a los estandares establecidos en la NTE INEN 0009: 2012 (Diaz, 2015,
pp.3-4)

1.9.1 Trazabilidad para la inocuidad

Los productos lacteos deben ser certificados para que sean comercializados en el mercado siendo
necesario que se dispongan de sistemas de trazabilidad. Dicho sistema debe ser implementado
desde la persona encargada de ordefar al animal, la cual debe ser la responsable de verificar las

condiciones higiénicas en el proceso de ordefio y se debe continuar a lo largo de toda la cadena
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de produccion, los costos que genere el sistema de trazabilidad tiene que ser la responsabilidad
de cada una de las personas que se involucren a lo largo de la cadena teniendo conciencia de que
ellas son los principales responsables de elaborar un producto de calidad sin riesgo para el

consumidor

Se debe hacer hincapié en la difusion y capacitacion sobre la Buenas Practicas de Higiene que
deben cumplirse desde los centros de acopio de leche que son los encargados de la recoleccion,
transporte y almacenamiento de leche cruda. Las vacas pueden ser portadores de una gran
variedad de patdgenos humanos, los cuales pueden elevar el riesgo de padecer enfermedades
transmitidas por alimentos. En el ordefio, la mezcla de las leches al ser transportada revela
contaminacion a través del ambiente, de los operarios o a su vez la leche puede ser contaminada
por factores internos y externos que contribuyen al crecimiento microbiano. La leche puede ser
contaminada por productos quimicos como antibidticos veterinarios o plaguicidas; siendo
necesario que se sigan parametros adecuados para el control y supervision de la higiene de la

leche a lo largo de toda la cadena alimentaria que avalen la calidad e idoneidad del producto

(Carrera, 2004, pp.6-8).

1.10  Centro de acopio de leche cruda

Un centro de acopio de leche cruda es un establecimiento en donde se agrupa y almacena la
produccion lechera de varios sectores, debe contar con areas delimitadas para el enfriamiento,
recepcion, analisis y la entrega del producto como tal debe tener una infraestructura, equipos e
indumentaria necesarias, en el tanque de almacenamiento general se debe conservar la leche a una

temperatura que oscile entre los valores de 4-5°C, (Agrocalidad, 2013, p.5).

La zona 3 del pais cuenta con 34 centros de acopio en Chimborazo 15, Cotopaxi 9, Tungurahua 8
y Pastaza 2, la mayoria de estos centros se localizan principalmente en zonas rurales, donde los
agricultores llevan la leche cruda tras cada turno de ordefio para refrigerarla en un tanque general
de leche. Un centro de acopio de leche suele estar equipado con un pequefio tanque de recepcion,
una bomba y un tanque de refrigeracion de leche y exclusivamente las instalaciones deben

funcionar para el fin por el cual fueron creadas (Agrocalidad, 2013, p.6)
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1.10.1  Requisitos para el transporte de leche cruda

Es responsabilidad de la persona encargada de transportar la leche cruda cumplir con las
siguientes disposiciones:

-El biddén o tangque en donde se conserve la leche deben ser elaborados de aluminio y/o acero
inoxidable

- El biddn o tanque no debe contener ningln tipo de contaminante y no debe presentar ningln
tipo de derrame o fuga de la leche

-Los vehiculos encargados del transporte de la leche deben contar con tuberias de carga y descarga
en donde se encuentren presentes codos con tapa 0 uniones en cruz

-Los vehiculos que son los encargados del transporte de la leche cruda que tengan capacidad
superior a los 2000 litros debe presentar un equipo de refrigeracion que permita mantener la
temperatura hasta 4°C+2°C. A su vez en los tanqueros de leche cruda que transporten un volumen
inferior a 2000 litros se debe establecer la distancia y el tiempo que se demora en transportar la
leche para que evite la contaminacion microbiana. El centro de acopio de leche cruda del presente
trabajo tiene una capacidad inferior a 2000 litros

-En los tanqueros de leche en donde se encuentre implementada una cisterna debe contar con el
equipo adecuado y funcional que permita vigilar la temperatura

-En el transporte de la leche cruda no se debe ser movilizada con otras sustancias que estén en
estado gaseoso, sélido o liquido

-El vehiculo para el transporte de leche cruda debe estar identificado y rotulado

-Los bidones y/o cisternas cuentan con adecuados dispositivos de cierre es decir que las tapas
sean faciles de limpiar y eviten la entrada de restos de basura.

-El vehiculo del transporte de leche cruda debe facilitar la salida del agua de limpieza

-Los utensilios y materiales empleados para el transporte de leche cruda deben ser almacenados

en condiciones asépticas, conservandose un procedimiento de limpieza después de su uso
(Agrocalidad, 2013, pp.18-19).

1.10.2  Requisitos de los centros de acopio de leche cruda

A continuacién se describen los requisitos que debe cumplir el centro de acopio de leche cruda:

-El centro de acopio lechero tiene la obligacion de vigilar diariamente la recepcion de leche cruda

suministrada por los proveedores
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-El centro de acopio tiene la responsabilidad de vigilar la trazabilidad del producto almacenado
-En el centro de acopio se debe realizar los andlisis para determinar las caracteristicas
organolépticas de la leche cruda acopiada

-Es necesario que en el centro de acopio se realice los ensayos necesarios para determinar si la
leche cumple con los parametros establecidos en la normativa vigente de leche cruda

-El centro de acopio debe contar en los tanques de almacenamiento de leche con termdmetros que
estén calibrados y funcionen correctamente

-Se debe registrar y vigilar la temperatura a la cual la leche fue transportada desde el momento en
que la industria lleva la leche desde el centro de acopio y a la llegada a la industria encargada de
procesar la leche

-La leche que es acopiada debe ser destinada Unicamente a las industrias lacteas y se prohibe la
venta directa al consumidor final

-El centro de acopio debe contar con un laboratorio propio en donde se pueda ejecutar los analisis
basicos como: organolépticos, fisicos quimicos y microbiol6gicos; o a su vez debe contar con el
servicio de un laboratorio acreditado de acuerdo al Servicio de Acreditacion Ecuatoriano

-El centro de acopio debe presentar por lo menos 4 zonas bien definidas que son: recepcion,
enfriamiento, analisis y entrega del producto acopiado

-La infraestructura del centro de acopio debe estar dedicada solamente para el funcionamiento del
centro de acopio

-El centro de acopio no debe estar aledafio a lugares que propicien contaminacién

-El patio del centro de acopio debe ser de cemento que permita el facil ingreso de los tanqueros
de leche y debe tener plataformas que permita el desagiie del agua

-El centro de acopio debe tener un adecuado sistema de alcantarillado que facilite la eliminacion
del agua que se genera en dicho centro

-La plataforma de cemento en la cual se descarga la leche debe contar con techo, la plataforma
debe estar comunicada con el sistema de alcantarillado para la rapida eliminacion de aguas

-El centro de acopio cuenta con una ventilacion correcta, con zonas delimitadas y cerradas en
donde se pueda almacenar los tanques de refrigeracion y otros materiales

-Los centros de acopio con capacidad superior a los 2000 litros diarios deben contar con una zona
delimitada en donde se establezca un laboratorio basico

- Los centros de acopio con capacidad superior a los 2000 litros diarios tienen su laboratorio
bésico de manera ordenada y aseada

-El centro de acopio debe abastecer con los materiales suficientes para el aseo y desinfeccion de
los vehiculos y utensilios utilizados en el transporte de leche; ademas el centro debe contar con
zonas propias para el aseo y la conservacion de los materiales que estan en contacto con la leche

cruda
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-Las zonas que son destinadas al proceso de limpieza cuentan con un techo y con el espacio
suficiente para guardar los materiales que estan en relacion con la leche

-La zona de desinfeccion y aseo de los recipientes debe delimitar la zona sucia de la limpia
-Fuera de las zonas de manejo de la leche en el centro de acopio estan localizados los servicios
higiénicos y los vestidores

-Los vestidores y servicios higiénicos deben estar en éptimo estado, ordenados y aseados

-El centro de acopio debe contar con una zona rotulada, situada lejos de la zona de manejo de la
leche y destinada Unicamente para almacenar insumos

-La zona que es destinada para reservar los insumos debe estar en buen estado, aseada y ordenada
para evitar la aglomeracién de residuos

-El proceso de medicién de la leche ya sea por peso o por volumen es correctamente manejado
para garantizar que no haya contaminacion del producto

-En el centro de acopio debe existir un correcto proceso aséptico que permita medir con exactitud
el peso o volumen de la leche acopiada

-Los centros de acopio con capacidad de volumen superior a los 10000 litros diarios deben
instaurar un sistema automatico para la limpieza de materiales

- Los centros de acopio con capacidad de volumen superior a los 10000 litros diarios presenta un
sistema de enfriamiento inmediato de la leche acopiada

- Los centros de acopio con capacidad de volumen superior a los 10000 litros diarios deben contar
con un sistema de agua o0 vapor que permita el aseo de los equipos e indumentaria que se utilizan.
- Es necesario que se suministre ininterrumpidamente agua potable en el centro de acopio de
leche.

-Los centros de acopio que tengan un sistema de conservacion del agua deben efectuar
procedimientos adecuados antes de que la usen en las diferentes actividades

-Se debe presentar documentacion en donde se evidencie la calidad de agua que se emplea en el

centro de acopio (Agrocalidad, 2013, pp.23-26).

CAPITULO 1

2. MARCO METODOLOGICO

2.1 Lugar de investigacion
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Las muestras fueron recolectadas en el centro de acopio de leche cruda CA.1 ubicado en el canton

Mocha provincia de Tungurahua.

Tisaleo

D Cevallos

Quero

Volcan ;;;

Carihuairazo
Mocha

Yanayacu

Figura 1-2: Mapa de ubicacion del cantén Mocha

Fuente: https://www.google.com/maps/place/Canton+Mocha

Se realiz6 la verificacion del cumplimiento de las Practicas Correctas de Higiene establecidos por
Agrocalidad para los centros de acopio de leche cruda. Los andlisis fisico quimicos, el contaje de
células somaticas y la identificacion de Salmonella se efectuaron en el Laboratorio de Control de
Calidad de Leche en Agrocalidad-Quito y los analisis microbioldgicos se los realizaron en el
Laboratorio de Microbiologia de la Carrera de Bioquimica y Farmacia de la Escuela Superior

Politécnica de Chimborazo.

2.2 Factores de estudio

2.2.1 Poblacion

La poblacion de estudio es el Centro de Acopio de Leche Cruda CA. 1 ubicado en el canton Mocha

provincia de Tungurahua, donde se recolectaron las muestras necesarias para realizar los analisis
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fisicos quimicos de la leche y los analisis microbiolédgicos de la leche y de las superficies vivas e

inertes asi como del aire de las areas de dicho centro de acopio.

2.2.2 Muestra

Las muestras fueron elegidas por triplicado durante el periodo de tres semanas seleccionadas
aleatoriamente en tres dias diferentes de cada semana, las muestras que se recolectaron fueron:
leche cruda de las cuatro rutas de abastecimiento, superficies vivas (manos de los cuatro
operarios) e inertes (tanque de almacenamiento, manguera, mesones, pomo de la puerta de
laboratorio, pomo de la puerta de servicios higiénicos, llave de un grifo de agua, vestimenta de
los cuatro operarios (zona del abdomen) y el aire de las areas de almacenamiento, recepcion y
laboratorio; mientras que para los analisis fisico quimicos, contaje de células somaticas e
identificacion de Salmonella 1a muestra fue tomada por una sola ocasion en la tercera visita al

Centro de Acopio de Leche Cruda CA. 1.

2.2.3 Materiales, Equipos y Reactivos

A continuacioén se indican los materiales, equipos y reactivos empleados en los andlisis fisico
quimicos y microbioldgicos que se emplearon en la evaluacion higiénico sanitaria en el centro de

acopio.

a. Materiales

-Tubos con tapa hermética 10 mL
-Hisopos de algodon estéril
-Algodon

-Gasa

-Papel aluminio

-Cajas mono Petri

-Puntas plasticas azules
-Puntas plasticas amarillas
-Gradilla

-Cooler de espuma flex
-Hielo gel refrigerante
-Probeta 100 mL

-Matraz Erlenmeyer 500 mL
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-Espatula

-Asa de Drigalsky

-Micropipeta 1000 uL

-Micropipeta de 100 uL

-Papel filtro

-Papel toalla

-Frascos estériles

-Pipeta graduada 10 mL

-Pera de succidén

-Plantilla estéril dimensiones 5x5 cm
-Plantilla estéril dimensiones 10x10 cm

-Lampara de alcohol

b. Equipos

-Reverbero

-Balanza analitica
-Camara de flujo laminar
-Autoclave

-Incubadora bacteriologica
- MilkoScan FT1
-Fossomatic FC

-BactoScan FC

c. Reactivos

-Agua destilada

-Yema de huevo

-Alcohol 96%

-Telurito de potasio 1% (P/V)

- Pastilla de azidiol (inhibidor del crecimiento bacteriano)

-Pastilla de bronopol (conservante)

d. Medios de cultivo

-Agua peptonada
-Agar Baird Parker base
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-Agar E.coli Cromogénico
-Agar glucosa bilis rojo violeta
-Agar Plate Count (PCA)
-Extracto de malta

-Agar-agar

2.3 Metodologia

2.3.1 Levantamiento linea base

En base a la socializacion del Grupo SAGID de la Escuela Superior Politécnica de Chimborazo
se establece la necesidad de efectuar el control de la calidad de leche cruda que se acopia en la
zona 3 del pais siendo en este caso el centro de acopio de leche cruda CA.1 ubicado en el canton
Mocha provincia de Tungurahua, se pudo realizar la evaluacion higiénico sanitaria de dicho centro
durante las tres visitas que se efectuaron, evidenciando la infraestructura, el proceso de recepcion,

analisis y almacenamiento de la leche cruda permitiendo la recoleccion de datos cuantitativos.

2.3.1.1 Descripcién del proceso de recoleccion de la leche cruda

La provincia de Tungurahua que estd conformada por varios cantones como: Mocha, Quero,
Patate, Tisaleo, Pillaro, Pelileo, Ambato, Bafios de Agua Santa y Cevallos; genera una producciéon
de leche alrededor de 340000 litros diarios lo que se considera el 6 % de la produccion de leche
nacional al dia. En la provincia de Tungurahua no se cuenta con una organizacion especifica para
la asociacion entre los centros de acopio, siendo necesario que se unifiquen esfuerzos entre los
pequefios productores para alcanzar el objetivo de mejorar la produccion lechera garantizando

que el producto no sea alterado o adulterado.

Es indispensable que los pequefios productores de leche cuenten con las condiciones adecuadas
para el transporte, almacenamiento y analisis de la leche; por esta razén la funcion de los centros
de acopio de leche es garantizar que el producto se encuentre en condiciones idoneas e inocuas

para su industrializacion.

El centro de acopio de leche cruda CA.1 en el canton Mocha provincia de Tungurahua (latitud
1°25'10.3"S, longitud 78°39'12.5"W) se encuentra alrededor de una planta de produccion de

balanceados y de una planta de faenamiento de cuyes. El centro de acopio cuenta con 4 rutas de

27



abastecimiento de leche que realizan su recorrido en los cantones de Mocha, Quero y Pelileo.

Las mismas personas que recolectan la leche, la transportan en vehiculos propios, en unos casos
con tanques de acero inoxidable mientras que en otros en bidones de plastico; contabilizando en
promedio 91 pequefios proveedores de leche cruda; a su vez el tanque de almacenamiento general
que se localiza en el centro de acopio tiene una capacidad de 7800 litros. Para su limpieza se
utiliza desinfectante (AM-45) dos veces por semana, mientras que agente desengrasante (Fat Off)
se lo emplea solo una vez por semana. El centro de acopio no cuenta con un adecuado sistema de
refrigeracion que mantenga la leche almacenada a 4°C debido a la inexistencia de un control

preciso y exacto de temperatura.

En la primera ruta de abastecimiento sus proveedores alrededor de 36 son pequefios productores
de leche, la ruta cubre los sectores de San Juan (latitud 1°25'02.2"S, longitud 78°39'20.3"W),
Santa Marianita (latitud 1°25'07.8"S, longitud 78°39'48.8"W), Chilcapamba (latitud 1°25'01.3"S,
longitud 78°39'46.1"W) y Chocalata (latitud 1°24'55.8"S, longitud 78°39'43.2"W) en el canton
Mocha acopiando 960 litros/dia siendo su recorrido aproximadamente de 8 km; la hora de partida
del tanquero de leche es a las 7:00 am y su hora de finalizacion es a las 9.30 am por lo tanto el
tiempo que tarda en su recoleccion es de dos horas y media, sin embargo la llegada al centro de

acopio es después de 2 horas a las 11.30 am.

El tanquero de ésta ruta de abastecimiento tiene su cisterna de acero inoxidable, en donde solo se
transporta leche cruda pero no presenta ningun tipo de control de temperatura por lo que a la

llegada al centro de acopio se reportd su temperatura de 8,3 °C sobrepasando al limite establecido.

La segunda ruta de recoleccion de leche recorre el cantén Quero en las zonas de Nafiacu (latitud
1°22'50.4"S,longitud 78°36'38.1"W), Santuario (latitud 1°22'42.5"S, longitud 78°36'37.0"W) ,
Jaloa (latitud 1°22'32.5"S, longitud 78°36'36.5"W) y La Calera (latitud 1°22"28.0"S, longitud
78°36'36.3"W); contando con 18 pequefios proveedores de leche que abastecen con
aproximadamente 325 litros diarios al centro de acopio, su recorrido es de 30 km durante 3 horas

y media, siendo la hora de salida a las 7:00 am pero la hora de llegada es a las 12:00 pm.

El medio de transporte es un camidén que cuenta con bidones de plastico, en dicho camion se

transporta exclusivamente el producto que es destinado para su uso es decir la leche cruda; no
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existe un control de la temperatura, sin embargo al llegar a su destino se evidencido que la
temperatura del producto almacenado en 2 bidones de plastico se mantenia a 10,2°C y 9,7°C en

cada uno de ellos.

Las zonas comprendidas entre El Recreo (latitud 1°25'44.8"S, longitud 78°30'47.0"W), La Cruz
(latitud 1°25'40.7"S, longitud 78°30'33.7"W) en la parroquia rural de Cotald en el canton Pelileo
conforman la tercera ruta de abastecimiento de leche, con alrededor de 23 proveedores del
producto que suministran al centro de acopio un total de 430 litros de leche al dia, su trayecto
comienza desde las 6:30 am hasta las 10:00 am siendo su hora de llegada al centro de acopio a la
1:00 pm. El tanquero es exclusivo para leche cruda, transita cerca de 80 km, su cisterna es de
acero inoxidable no cuenta con un sistema que controle su temperatura pero a su llegada al centro

de acopio se registrd 7,6 °C.

Latltima ruta para la recoleccion de leche cruda se la desarrolla en el cantén Quero en los sectores
de Chocald (latitud 1°22'46.6"S, longitud 78°3623.6"W), Yayulihiii ( latitud 1°22'30.7"S,
longitud 78°36'20.7"W) e Hipolongo (latitud 1°2223.2"S, longitud 78°36'21.6"W),a esta ruta la
abastecen 14 proveedores de leche con 176 litros al dia, la hora de partida del tanquero es a las
7:30 am y tarda en la recoleccion de leche 3 horas hasta las 10:30, su hora de llegada al centro
de acopio es ala 1:30 pm. El camidn sélo transporta leche cruda, cuenta con bidones de plastico
que transporta solo leche en aproximadamente 36 km no se encuentra un control de temperatura
en el vehiculo sin embargo a la llegada de la leche se registré una temperatura de 9,3°C en el

bidon de plastico.

Cabe sefialar que en la actualidad el centro de acopio cuenta con los materiales ¢ insumos
necesarios para realizar los ensayos fisicos quimicos de acidez, densidad relativa y materia grasa
pero no los ejecutan; solo se aplica las pruebas de antibidticos y solamente las llevan a cabo

cuando el pequefio proveedor sefiala que la vaca ha estado en tratamiento con estos agentes.
Al final de las 4 rutas de leche el centro de acopio CA.1 se obtiene un volumen total de 1891 litros
por dia. La leche se despacha en la madrugada del dia siguiente aproximadamente a la 5:00 am

siendo su destino final una planta lactea.

2.3.2 Verificacion de la Practicas Correctas de Higiene

Se procedio a la verificacion de la lista de chequeo de los requisitos de medios de transporte de

leche cruda y la lista de chequeo de los requisitos de los centros de acopio para leche cruda que
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se establecen en el Manual de Procedimientos para la Vigilancia y Control de la Inocuidad de
Leche Cruda establecido en la resolucion DAJ-2013461-0201.0213 del Ministerio de Agricultura,

Ganaderia, Acuacultura y Pesca (Ministerio de Agricultura, Ganaderia, Acuacultura y Pesca, 2013).

2.3.3 Tomay Transporte de muestras

De acuerdo a la normativa ecuatoriana vigente se desarrollo el programa de muestreo en el centro
de acopio de leche cruda para el control microbioldgico de los alimentos.

Se efectuaron tres muestreos durante tres semanas en el centro de acopio de leche cruda, donde
se asistio a las 10:30 am para iniciar con la toma de muestras de las superficies inertes después
con la recoleccion de leche cruda de las cuatro rutas de abastecimiento segiin las condiciones
asépticas indispensables para evitar cualquier tipo de contaminacion. Las muestras se
transportaron al laboratorio en refrigeracion (cooler de espuma flex con hielo gel refrigerante) a

temperatura entre 0-10°C (INEN 1529-2, 1999).

2.4 Analisis de leche cruda de las cuatro rutas de abastecimiento

2.4.1 Muestreo de la leche cruda

Se homogenizo la leche cruda de las 4 rutas de abastecimiento con la ayuda de un agitador
mecénico en cada uno de sus respectivos recipientes durante 5 minutos. Se tomaron las muestras
en frascos estériles y se trasladaron hacia el laboratorio de Microbiologia de la Carrera de

Bioquimica de la ESPOCH.

En el tercer muestreo se llevaron por duplicado cada una de las leches de las cuatro rutas de
abastecimiento del centro de acopio; la primera muestra fue tomada en las condiciones
anteriormente mencionadas mientras que la segunda muestra fue transportada en frascos estériles
que contenian pastillas de bronopol y azidiol debido que estas muestras de leche cruda se llevaron
al Laboratorio de Control de Calidad de Leche en Agrocalidad-Quito para realizar los analisis
fisicos de grasa, proteina, solidos totales y solidos no grasos asi como el contaje de células

somaticas y deteccion de Salmonella

2.4.2 Procedimiento
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Se realizé los céalculos para obtener los litros que deben ser muestreados mediante la obtencion
de la raiz cuadrada del volumen total de leche cruda transportado en cada una de las rutas de
abastecimiento. Este volumen se distribuy6 entre las tres fases de almacenamiento. De cada fase
se tomod una alicuota para completar un volumen final representativo de 100 mL. La tabla 1-2
ilustra el sistema de muestreo compuesto aplicado en este trabajo. Las fases inicial, intermedia y

final de almacenamiento corresponden a los tiempos 5, 10 y 15 minutos respectivamente y la

cantidad del volumen que se recolecta en cada una de ellas.

Tabla 1-2: Muestreo compuesto de la leche obtenida en cada una de las rutas de abastecimiento

N° ruta de Cantidad de Raiz Cantidad de litros Cantidad de Muestra

abastecimiento litros cuadrada en (E.I), (F.Int), | mililitros en (F.I), | representativa

transportados (F.F) enel (F.Int), (F.F) en el

almacenamiento | almacenamiento

de leche cruda de leche cruda

1 960 31 FI: 10L F.I: 33 mL 100 mL

Fint: 10 L F.Int: 33 mL

FF:10L F.F:33 mL
2 190 14 Fl: 4L F.I: 33 mL 100 mL
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FInt:4 L F.Int: 33 mL
FI4L FF:33 mL
135 12 FI: 4L FI:33 mL 100 mL
Fint: 4L F.Int: 33 mL
FF:4L FF:33 mL
3 430 21 FI. 7L F.I:33 mL 100 mL
Fnt: 7L F.Int: 33 mL
FF:7L F.F:33 mL
4 176 13 FI: 4L F.I:33 mL 100 mL
Fint:4 L F.Int: 33 mL
FF:4L FF:33 mL
ABREVIATURAS: F.I: Fase inicial de almacenamiento, F.Int: Fase intermedia de almacenamiento F.F: Fase final de
almacenamiento

Realizado por: Katherin Altamirano, 2018

En la ruta de abastecimiento N°2 que tenia dos bidones de plastico se realizo la mezcla de ambos

para obtener la muestra representativa final de 100 mL.

También se realizo la mezcla de las 4 rutas de abastecimiento de leche cruda para lo cual se efectio
otra vez todo el procedimiento anteriormente mencionado. De los 100 mL de cada una de las rutas
se extrajeron 25 mL para las 4 rutas en donde se obtuvo una mezcla final de 100 mL dicho valor

se considero la muestra representativa.

2.4.3  Anadlisis fisico quimico de la leche cruda

Los analisis de grasa, proteinas, solidos totales y solidos no grasos se ejecutaron por medio del
equipo MilkoScan FT1 a través de la técnica de infrarrojo en el laboratorio de Control de Calidad
de Leche en Agrocalidad-Quito. Los valores permisibles de los requerimientos fisicos quimicos
se establecen en la NTE INEN 0009:2012

Los instrumentos que se encuentran en este equipo estan estandarizados lo que garantiza la
fiabilidad de los resultados contando con modelos de deteccion para identificar la leche alterada,
su técnica de infrarrojo permite una determinacién mas exacta de los componentes de la leche y

posibles adulteraciones (MilkoScan, 2013, p.2).

2.4.4 Andlisis de células somaticas de la leche cruda

En el laboratorio de Control de Calidad de Leche en Agrocalidad ubicado en Quito se analizaron

las muestras de las 4 rutas de abastecimiento de leche cruda a través del equipo Fossomatic FC
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método C de citometria de flujo segun protocolo 148 A supervisado por la Federacion
Internacional de Lecheria. El limite maximo del contaje de células somaticas se rige en la NTE

INEN 0009:2012.

Fossomatic FC es un equipo de alta capacidad que realiza un examen preciso a la leche cruda
tiene un software con Integrador Foss TM, el equipo tiene la capacidad de medir hasta 600
muestras por hora proporcionando un flujo adecuado y rentable en las muestras lo que garantizan

los resultados obtenidos (Foss, 2014, p.5).

2.4.5 Microbioldgico de la leche cruda

En la leche cruda de las 4 rutas de abastecimiento se determinaron:

Aerobios mesofilos en base a la NTE INEN 1529-5:2006

Staphylococcus aureus y coliformes de acuerdo al Reglamento Técnico: RTCR: 401-2006. Leche
cruda y Leche Higienizada de Costa Rica. Es importante sefialar que para identificar

enterobacterias y E. coli no existe una norma en donde se establezcan limites permisibles.

2.4.6 Andlisis de Salmonella de la leche cruda

La deteccion de Salmonella se realizé en Agrocalidad-Quito en el equipo Bacto Scan FC que se
basa en la técnica de citometria de flujo. Este equipo tiene integrado un software completo
disefnado en base a la tecnologia Foss, las muestras son analizadas directamente sin la necesidad
de diluciones o calentamiento, el equipo estd provisto de un sistema inico de autolimpieza razon
por la cual se disminuye considerablemente la contaminacioén por muestras anteriores (Dilaco, 2012,

p.10).

2.5 Anélisis de superficies vivas e inertes

2.5.1 Muestreo

En las 3 ocasiones que se efectuaron los muestreos se analizaron las siguientes superficies inertes:
tanque de almacenamiento, manguera, mesones, pomo de la puerta del laboratorio, pomo de la
puerta de servicios higiénicos, llave de un grifo de agua, vestimenta de los 4 operarios y en el
caso de las superficies vivas se consideraron las manos de los 4 operarios. De estas superficies

los que contactaban directamente con la leche fueron: el tanque de almacenamiento y la manguera
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En las superficies vivas e inertes se determinaron los niveles de:

-Aerobios mesofilos en base a la norma oficial mexicana NOM-093-SSA1 1994

-Coliformes de acuerdo la norma oficial mexicana NOM-093-SSA1 1994 y Guia Técnica para
examen microbiologico de superficies en relacion con alimentos y bebidas de Peri. Se debe
sefialar que para identificar S.aureus, enterobacterias y E. coli no existe una norma en donde se

establezcan limites permisibles.

2.5.2 Procedimiento

Para las superficies regulares se ubicaron las plantillas estériles de 10x10 cm en los dos mesones
y en las vestimentas de los cuatro operarios a la altura del abdomen; mientras que para las manos
de los operarios se colocaron las plantillas estériles de 5X5 cm. En el caso de las superficies
irregulares como la llave de un grifo de agua, el pomo de la puerta de laboratorio y el de los

servicios higiénicos no se emple6 plantillas estériles y se tomaron muestras puntuales.

Se deposito el hisopo estéril en el tubo con 10 mL de agua peptonada se eliminoé el exceso de agua
al presionar ligeramente en las paredes del tubo. Se recorrié la superficie delimitada por la
plantilla girando el hisopo de arriba hacia abajo, de izquierda a derecha y de manera diagonal

girando continuamente toda la cabeza del hisopo, repitiéndose por 3 ocasiones mas.

En la manguera se procedio a su analisis con una gasa estéril de dimensiones 5x4 cm y se lo
deposito en un volumen de 20 mL de agua peptonada. En el caso del tanque de almacenamiento
se recogid 100 mL del agua de enjuague considerandose la muestra representativa. A partir de esta
muestra, se realizaron diluciones adecuadas y se inocularon en los medios de cultivo
correspondientes que fueron: Baird Parker base, E.coli Cromogénico, Glucosa bilis rojo violeta y
Plate Count Agar. Cabe sefialar que en la vestimenta de los operarios las muestras se inocularon

en medios de cultivo de Plate Count Agar y Baird Parker (Gallegos, 2003, pp.22-35).

Para las manos una vez que se muestreo con la plantilla se debe retird y se muestred alrededor de

los dedos y entres sus pliegues. Posteriormente los hisopos se depositaron en cada uno de los
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tubos con agua peptonada manteniendo el contacto por 3 minutos, previa dilucion e inoculacion

en los medios de cultivo de Baird Parker base y Plate Count Agar (PCA).

2.6 Analisis del aire

Se realizd la determinacion de aerobios mesofilos basada en la Norma Espafiola UNE
100012:2005. Cabe recalcar que para identificar hongos y levaduras no existe una norma en donde

se establezcan limites permisibles.

2.6.1 Muestreo

El aire se examino en las areas de almacenamiento, recepcion y en el laboratorio del centro de

acopio mediante la metodologia de caida a placas

2.6.2 Procedimiento

Para las diversas areas, el aire fue muestreado en cinco puntos diferentes, para el efecto se
colocaron placas de PCA y placas de agar Malta en cada una de las esquinas de las salas a una
altura de 1 m del piso. Las superficies de cajas Petri con PCA y extracto de malta se expusieron
al aire del entorno durante 1 hora. Transcurrido ese tiempo se procedio a sellar las cajas Petri y
transportarlas en el cooler de espuma flex con hielo y gel refrigerante para ser transportadas al

laboratorio de Microbiologia de la ESPOCH.

2.7 Determinaciones microbioldgicas

2.7.1 Determinacion de aerobios mesofilos

2.7.1.1 Preparacion de Plate Count Agar PCA Acumedia 7157

1) Realizar el calculo correspondiente para preparar las cajas necesarias en cada muestreo

en el caso de este medio de cultivo se necesita 23, 5 g en volumen de 1000 mL

2) Depositar el medio de cultivo en un matraz Erlenmeyer y disolverlo con agua destilada
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3) A continuacion proceder a calentar con agitacion frecuente y dejarlo hervir durante 1
minuto hasta que se disuelva por completo

4) Autoclavar el medio de cultivo durante 15 minutos a 121°C

5) Dejar que se enfrie el medio de cultivo hasta 45°C y repartirlo en las cajas llendndolas
con 15 mL. Esperar que el medio PCA solidifique completamente.

6) Las cajas Petri almacenarlas en la refrigeradora a una temperatura de 5°C (Acumedia 7157,
2006)

2.7.1.2 Técnica de siembra

-Homogenizar la muestra por agitacion 25 veces durante el transcurso de 5 segundos

-Realizar las respectivas diluciones en los tubos con 9 mL agua peptonada para cada una de las
muestras traspasando 1000 uL en cada uno de los tubos, utilizando puntas estériles y diferentes
en cada dilucion

-Depositar en cada superficie del medio 100 uL de la dilucion correspondiente

-Distribuir el indculo en cada placa con el asa de Drigalsky y sellar con Petrifilm

-Colocar las cajas de manera invertida en la incubadora por un periodo de 48 horas a una
temperatura de 30 °C £2°C

-Se recomienda que no se apilen mas de 6 cajas, las cajas deben estar separadas del techo y de las
paredes de la incubadora

-Observar después del periodo mencionado el nimero de colonias bacterianas (NTE INEN 1529-5,
2006, p.3)

2.7.1.3 Lectura e interpretacion de los cultivos

Las colonias que se presentan son de color blanquecino de aproximadamente de 2-3 mm de
diametro. Se debe contabilizar todas las colonias de bacterias desde las mas pequefias, las colonias
que estén de manera difusa deben ser consideradas como una sola si cubre menos de un cuarto de
la placa. Dicho criterio se aplica para cada uno de los medios de cultivo que se mencionan a

continuacion (NTE INEN 1529-5, 2006, p.3)

36



2.7.2

Determinacion de Staphylococcus aureus

2.7.2.1 Preparacion del medio de cultivo Baird Parker base Acumedia 7112

1)

2)

3)
4)
5)
6)

7)

8)
9)

2.7.2.2

Efectuar el calculo correspondiente para preparar las cajas necesarias para cada muestreo
en el caso de este medio de cultivo se necesita 60 g en volumen de 1000 mL

Preparar la emulsion yema de huevo: se debe sumergir el huevo durante 1 hora en alcohol
al 70 % para desinfectarlo, a continuacion se pesa la yema de huevo en un matraz
Erlenmeyer, el peso se lo debe multiplicar por 4, su resultado es el volumen de agua
destilada estéril que debe ser adicionado posteriormente se lo agita vigorosamente hasta
gue se forme la emulsidn (Gallegos,1997, p.113)

Preparar la solucion de telurito de potasio 1% : se disuelve 1,1 mL en 100 mL de agua
destilada y esterilizada

Se debe calentar el medio de cultivo Baird Parker base con agitacion frecuente y dejarlo
hervir durante 1 minuto hasta que se disuelva por completo el medio

Autoclavar el medio de cultivo durante 15 minutos a 121°C

Dejar que se enfrie el medio de cultivo hasta 45-50°C

Para los 60 gramos del medio de cultivo en un volumen de 1000 mL se debe afiadir 50
mL de la emulsion de la yema de huevo y 10 mL de solucién de telurito de potasio 1%
Dejar que se enfrie el medio de cultivo hasta 40°C para ser depositado en las cajas Petri
Colocar las cajas Petri en refrigeracion a una temperatura de 5°C (Acumedia 7112, 2006)

Técnica de siembra

-Homogenizar la muestra por agitacion 25 veces durante el transcurso de 5 segundos

-En los tubos con 9 mL de agua peptonada se deben efectuar las diluciones respectivas

transvasando 1000 uLL para cada una de las muestras empleando puntas diferentes y estériles en

cada dilucion

-En cada superficie del medio de cultivo depositar 100 uL (in6culo) de la dilucion correspondiente

-Distribuir el indculo en cada placa Petri con el asa de siembra y sellar con Petrifilm
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-Incubar las cajas Petri invertidas durante 48 horas a una temperatura de 37 °C+ 2°C
-Es aconsejable que no se apilen mas de 6 cajas, las cajas deben estar separadas del techo y de las
paredes de la incubadora

-Observar después del periodo mencionado el nimero de colonias bacterianas (NTE INEN 1529-5,
2006, p.3)

2.7.2.3  Lectura e interpretacion de los cultivos

Las colonias son de color negro, circulares y lisas, estan rodeadas por un anillo de color blanco

de 2-5 mm de diametro siendo su aclaramiento evidente a las 48 horas.

2.7.3 Determinacion de enterobacterias

2.7.3.1  Preparacion del medio de cultivo glucosa bilis rojo violeta Acumedia 7425

1) Ejecutar los calculos correspondientes para preparar las cajas Petri que son necesarias en
cada muestreo en el caso de este agar se necesita 40 g en volumen de 1000 mL

2) Después colocar el medio de cultivo en un matraz Erlenmeyer y disolverlo con agua
destilada

3) Se debe calentar con agitacion frecuente y dejarlo hervir durante 1 minuto hasta que se
disuelva por completo el medio

4) No se debe autoclavar

5) Dejar que se enfrie hasta que se encuentre a una temperatura de 45-50°C y dispensar el
medio de cultivo en cada una de las cajas Petri

6) Las cajas Petri depositar en la refrigeradora a una temperatura de 5°C (Acumedia 7425, 2007).

2.7.3.2 Técnica de siembra

-Homogenizar la muestra por agitacion 25 veces durante el transcurso de 5 segundos

-Realizar las diluciones con 9 mL de agua peptonada de cada una las muestras de 1000 uL se debe
emplear diferentes puntas estériles en cada dilucion

-En cada caja Petri depositar 100 uL del indculo de la muestra

-Se debe homogenizar el in6culo de la muestra en cada caja Petri con la asa de siembra y sellar
con Petrifilm

-Los cultivos se incubaron durante 16-24 horas a una temperatura de 37°C

-Se recomienda que no se apilen mas de 6 cajas, las cajas deben estar separadas del techo y de las
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paredes de la incubadora

-Observar después del periodo mencionado el nimero de colonias bacterianas (NTE INEN 1529-5,
2006, p.3)

2.7.3.3 Lectura e interpretacion de los cultivos

Las colonias de Enterobacterias son de color rosado a rojizo con un diametro aproximado de 3

mm y de forma circular

2.7.4 Determinacion de coliformes y E.coli

2.7.4.1 Preparacion del medio de cultivo E.coli Cromogeénico Ibero media MM0424

1) Efectuar los calculos necesarios para la preparacion de este medio de cultivo en este caso
se necesita 36,6 gramos en 1000 mL de agua destilada

2) Colocar en un matraz Erlenmeyer los gramos necesarios de medio hasta que se disuelva
y humecte completamente

3) Luego se debe agitar frecuentemente y calentar por 1 minuto hasta que se disuelva por
completo

4) Autoclavar el medio de cultivo durante 15 minutos a 121°C

5) Dejar que se enfrie el agar hasta 40°

6) Se deben colocar las cajas Petri en refrigeracién a una temperatura de 5°C

7) Este medio de cultivo es sensible a la luz (Ibero media MMO0424, 2012).

2.7.4.2 Técnica de siembra

-Homogenizar la muestra por agitacion 25 veces durante el transcurso de 5 segundos

-Efectuar las diluciones con 9 mL de agua peptona para las muestras con 1000 uL se debe usar
diferentes puntas estériles en cada dilucion

-En cada superficie del medio depositar 100 uL del in6culo de la muestra

-Se debe homogenizar el indculo de la muestra en cada caja Petri con la asa de siembra y sellar
con Petrifilm

-Los cultivos se incubaron por 24 horas a una temperatura de 37°C, al término de la incubacion
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se observaron las unidades formadoras de colonias para E.coli y en el caso para Coliformes se
debe esperar hasta 48 horas para observar las colonias a la misma temperatura

-No se debe apilar mas de 6 cajas, las cajas deben estar separadas del techo y de las paredes de la
incubadora

-Observar después del periodo mencionado el nimero de colonias bacterianas (NTE INEN 1529-5,

2006, p.3)

2.7.4.3 Lectura e interpretacion de los cultivos

Las colonias de E.coli son de color azul de forma redonda aproximadamente de 1 mm de didmetro
y en el caso de las bacterias Coliformes son circulares de color violeta intenso mas grandes que

las E. coli presentando un diametro de 3 mm.

2.75 Determinacién de Hongos y levaduras

2.7.5.1 Preparacion del medio de cultivo malta Acumedia 7341

1) Se debe pesar 30 gramos del extracto de malta y 15 gramos de agar-agar. Los 45 gramos
del extracto y del agar se deben disolver en 1000 mL de agua destilada

2) Calentar con agitacion frecuente y dejarlo hervir por un minuto hasta que se disuelva
completamente el medio

3) Autoclavar a 121°C durante 15 minutos

4) Reposar hasta que se enfrie a una temperatura de 45-50°C y colocar el medio en cada una
de las cajas Petri

5) Se deben conservar las cajas Petri en refrigeracion a una temperatura de 5°C (Acumedia
7341, 2017).

2752 Técnica de siembra

-En las cajas Petri depositar entre 15 mL de medio de cultivo y se deja solidificar

-Dejar las cajas Petri con medio de cultivo Malta expuestas y abiertas durante 1 hora, a una altura
de 1 metro; transcurrido ese tiempo sellar con Petrifilm

-Las placas se incubaron en posicién normal (sin invertir) a 30°C £ 2°C durante 7 dias

-No se debe apilar més de 6 cajas, las cajas deben estar separadas del techo y de las paredes de la
incubadora

-Observar después del periodo mencionado el nimero de colonias (NTE INEN 1529-5, 2006, p.3).
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2.7.5.3  Lectura e interpretacion de los cultivos

Las colonias que se forman son de color blanco de forma redonda en donde va a variar el tamafo

del diametro de las colonias.

CAPITULO 111

3. MARCO DE RESULTADOS, DISCUSION Y ANALISIS DE RESULTADOS

3.1 Resultados de la Evaluacion de los Requisitos de Medios de transporte de leche

cruda

La evaluacion de la lista de chequeo de los Requisitos de Medios de transporte de leche cruda se
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observa en el grafico 1-3 propuesta en el Manual de Procedimientos para Vigilancia y Control de

la Inocuidad de Leche Cruda de Agrocalidad.

70% - 65% 65%  65% 65%
60% -
50% -
40% 1 35% 357 35% 357 ® %Cumplimiento

30% - = 9% No Cumplimiento
20% -

10% -

O% T T T 1
Ruta N°1 Ruta N°2 Ruta N°3 Ruta N°4

Grifico 1-3: Evaluacion de la lista de chequeo de los requisitos de medios de
transporte de la leche cruda para el centro de acopio CA.1 en el canton Mocha

provincia de Tungurahua

Realizado por: Katherin Altamirano, 2018

Este comportamiento, en promedio reflejaria un cumplimiento del 50% de los requisitos
establecidos en el caso de las 4 rutas de la leche. La evaluacion global sugiere que los requisitos
deben cumplirse para la emision y mantenimiento del registro dentro de un plazo establecido

incluyendo un afio en el que se repita la inspeccion (Agrocalidad, 2013, p. 110).

En cuanto al transporte de la leche cruda, las condiciones mas deficientes se apreciaron en las
rutas N°2 y N°4 arrojando un mayor porcentaje de incumplimiento 65%, sin embargo la rutas N°1
y N°3 muestran la puntuaciéon mas baja en el incumplimiento (equivalente a un 35%) de las

Practicas Correctas de Higiene respecto al medio de transporte.

Estos resultados son coherentes con el tipo de transporte que en el primer caso fue un tanque
cisterna refrigerado, mientras que en el segundo caso el alimento se transportd en bidones de
plastico sin refrigeracion. Por lo tanto dichos factores se relacionan con la calidad microbiologica
de la leche acopiada observandose que en la ruta N°4 existe un elevado contaje en orden

decreciente de aerobios mesofilos, enterobacterias, coliformes, E.coli y Staphylococcus aureus en
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comparacion a las otras rutas de abastecimiento (Ver Tabla 1-3), dicha proliferacion microbiana
se ve influenciada por el tiempo que tarda en llegar la leche cruda al centro de acopio, siendo este
de 6 horas, es necesario que se fije la hora de llegada de la leche al centro de acopio en el menor
tiempo posible debido a que un movimiento continuo de la leche, la exposicion al sol y los
contaminantes ambientales generan el aumento en la temperatura ocasionando deficiencias en la

calidad sanitaria de la leche (Albujar, et al., 2009: pp. 38-39).

Cabe mencionar que los aerobios mesofilos son los indicadores de la calidad higiénica del
alimento, observandose en la tabla 1-3 en la mezcla de las 4 leches se encontrd en mayor nimero
de aerobios meso6filos en contraste a los otros indicadores microbioldgicos identificados

Por otro lado la mezcla de las 4 rutas de abastecimiento de la leche cruda presentd los contajes
microbianos mas elevados de: aerobios mesofilos, Staphylococcus aureus, enterobacterias,

coliformes y E.coli en contraste con cada una de las rutas de recoleccion de la leche.

En las rutas N°2 y N°4 se aprecio que los bidones de plastico no se encontraban rotulados, en
todos los camiones recolectores no existié un adecuado manejo de los recipientes y/o utensilios
que estan en contacto con la leche debido que no se sigui6 un correcto proceso de limpieza y
desinfeccion. Todos estos factores contribuyen al incremento en la proliferacion microbiana
constituyéndose una dificultad para las grandes empresas lacteas que son las responsables del

procesamiento de la leche cruda.

Se debe seguir con una correcta manipulacion en las siguientes fases: ordefio, transporte,
almacenamiento y elaboracion. A lo largo de toda la cadena muchos manipuladores y materiales
entran en contacto directo e indirecto con la leche por ello es necesario que se implementen
métodos para un adecuado y correcto manejo desde el momento del ordefio hasta el final de la

cadena para garantizar una calidad higiénica 6ptima de la leche como materia prima (Posas, et al.,
2013: pp. 10-11).
3.2 Resultados de las Practicas Correctas de Higiene en el centro de acopio CA.1

En cuanto a las Practicas Correctas de Higiene (Agrocalidad, 2013, pp. 114) en el centro de acopio de
leche CA.1 con capacidad < 2000 litros diarios, de la maxima puntuacion establecida 81 puntos
para el cumplimiento de 27 criterios, se encontr6 que en el centro de acopio CA.1 capacidad

<2000 litros diarios, se cumplen 21 puntos lo que significa una ejecucion del 26% como se indica

en el grafico 2-3
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Grafico 2-3: Evaluacion de la ejecucion de las practicas correctas de higiene
del centro de acopio de leche cruda CA.1 en el canton Mocha provincia de

Tungurahua.

Realizado por: Katherin Altamirano, 2018

Analizando globalmente el efecto de los criterios sobre la calidad de la leche se identificaron
requisitos de vital importancia que deberia cumplir el centro de acopio, estos son el sistema de
refrigeracion y control de temperatura porque son factores vinculados con el desarrollo
microbiano, de no cumplirlos se afectan adversamente a la calidad de la leche. La falta de
refrigeracion y su control explica el hecho que ninguna de las muestras analizadas cumpla el
limite establecido en la norma ecuatoriana vigente que es para aerobios mesoéfilos de 6,18 log

UFC/mL como se aprecia en la tabla 1-3 (NTE INEN 0009, 2012, p.2).

Otro factor que influye directamente en el recuento microbiologico es la calidad del agua; el
centro no cuenta con agua potable las 24 horas del dia siendo ésta almacenada en bidones
expuestos a la intemperie sin ninglin tipo de proteccion, tampoco existen registros que avalen su
calidad. Esta agua se emplea en la higiene de superficies asi como del tanque de almacenamiento
y la manguera que contactan directamente con la leche. Justamente, los analisis de estos puntos
arrojaron los niveles mas altos de aerobios mesoéfilos, Staphylococcus aureus, enterobacterias,
coliformes y E.coli en comparacion con las otras superficies analizadas como se detalla en la tabla

4-3.
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En este chequeo se detecto la falta de cumplimiento del control de la recepcion de la leche puesto
que la recepcion no es diaria, tampoco se controla su trazabilidad, no se realizan diariamente el
analisis sensorial ni los analisis fisico quimicos y microbiologicos establecidos en la normativa
ecuatoriana NTE INEN 0009:2012 y se observa fallas en el area de los tanques de refrigeracion
debido que no cuentan con mallas plésticas de proteccion en la ventilacion siendo necesario que

en esta zona haya un adecuado control en la temperatura y humedad del ambiente.

El centro de acopio se encuentra ubicado cerca de fuentes de contaminacidén que son una planta
de produccién de balanceados y de una planta de faenamiento de cuyes lo que va a influir
indirectamente sobre la carga microbiana que se encontraba presente en la leche de las 4 rutas de
abastecimiento, de igual manera afectaria a las superficies de contacto indirecto con la leche como
son los mesones en donde se presentd un recuento microbiano elevado de aerobios mesofilos,
Staphylococcus aureus, enterobacterias, coliformes y E.coli como se observa en la tabla 4-3; en
el centro no disponen de un area que esté en Optimas condiciones y limpias destinadas
exclusivamente a la limpieza de los materiales e insumos. El manejo del volumen de la leche no
es adecuado ocasionando contaminacion y alteracion de la calidad. Existieron fallas a nivel de los
servicios higiénicos y vestidores debido que no se encontraron en condiciones limpias y

ordenadas.

Cabe destacar que no se cumple con la provision de termoémetros funcionales y calibrados de lo
cual deriva la falta de registro de la temperatura en el tanque de almacenamiento conduciendo a
que las temperaturas sean mas altas que la temperatura ideal para la conservacion del producto
siendo indispensable que la leche esté almacenada a una temperatura de 4°C+2°C y maximo
durante un periodo de 24 horas caso contrario se generan enzimas termoresistentes como las

lipasas y proteasas ocasionando dificultades en la obtencion de la leche ultrapasteurizada (Gaspar,

et al., 2010: pp.7-8).

3.3 Resultados del anélisis microbioldgico de la leche cruda

Los resultados del conteo de aerobios mesoéfilos en la leche de las 4 rutas de abastecimiento asi
como en la mezcla de las mismas muestran valores entre 7,16 log UFC/mL y 8,31 log UFC/mL,

como se aprecia en la tabla 1-3.

Tabla 1-3: Niveles de indicadores microbioldgicos en muestras de leches crudas de cuatro rutas

de abastecimiento
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Microorga
nismo Aerobios” Staphylococcus” | Enterobacterias Coliformes” E. coli
mesofilos aureus *
Ruta
de leche
N°1 8,14+ 0,43 6,32+0,55 6,89+ 0,52 6,54+0,43 6,15+0,51
N°2 7,16+0,49 6,00+0,26 6,98+0,45 6,45+0,44 5,44+ 0,77
N°3 7,30+0,53 6,62+0,41 7,12+0,53 6,82+0,56 6,37+0,49
N°4 7,95+0,59 7,20+0,65 7,83+0,51 7,57+0,53 7,29+0,59
Mezcla de las
cuatro rutas 8,31+0,50 7,74+0,31 8,09+0,50 7,83+0,57 7,46+0,58
de leche
*Los resultados se expresan en logaritmo base 10 de unidades formadoras de colonia por mL y desviacion estandar

Realizado por: Katherin Altamirano, 2018

La leche como producto bioldgico es altamente perecedera, debido a su riqueza en nutrientes y
alto contenido de agua, favorece el crecimiento microbiano por tanto puede existir una elevada
proliferacion de bacterias mesofilas que se desarrolla a temperatura 6ptima de 30 °C £2°C. En
estudios realizados en Boyaca-Colombia se reportaron aerobios mesofilos en leche cruda en un
nivel de 6, 24 log UFC/mL; en el estado de Carabobo-Venezuela al realizar examenes similares

se contabilizaron 7,19 log UFC/mL.

Los aerobios mesofilos son indicadores de la calidad higiénica de la leche, abarcan un amplio
numero de bacterias que pueden ocasionar enfermedades a nivel del sistema gastrointestinal en
las personas, su presencia es indicativo de la incorrecta aplicacion de las practicas de higiene
desde la etapa del ordefio hasta su etapa final que es el almacenamiento de la leche cruda en el
centro de acopio (Méndez, et al., 2010: p.80). Por tanto, los resultados microbioldgicos que se
presentan en la tabla 1-3 se relacionan directamente con las deficiencias que se apreciaron en los
medios de transporte y en el centro de acopio de leche cruda CA.1 en términos del Manual de

Procedimientos para la Vigilancia y Control de la Inocuidad de Leche Cruda.

De acuerdo a la manera como crece la poblacion bacteriana se prevé que a mayor temperatura y
mayor tiempo de recorrido hasta el centro de acopio exista un nivel mas alto de aerobios
meso6filos, sin embargo en la realidad no se observo esta tendencia. La cual puede explicarse por

la diversidad de condiciones y el entorno asociado a cada ruta de leche; por ejemplo volumen
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distinto de acopio, falta de homogeneidad de la leche cruda y el material de los recipientes de

acopio

La presencia de aerobios mesofilos en leche se da a través de la via mamaria ascendente
permitiendo que estas bacterias se adhieran a la ubre ingresando por medio del esfinter del pezon,
la contaminacion de la leche puede ser producida a nivel externo debido a la falta de higiene en
los materiales de almacenamiento e inclusive en los operarios que se encargan de la manipulacion

y el transporte de la leche.

Los ensayos que fueron ejecutados para la determinacion de Staphylococcus aureus se muestran
en la tabla 1-3. En la normalizacion ecuatoriana de leche cruda no hay limites permisibles para
esta bacteria Gram positiva pero en el Reglamento Técnico de leche cruda y leche higienizada
costarricense se establece que el minimo sea 2 log UFC/mL y el maximo 2,70 log UFC/mL,

observandose que ninguna de las muestras analizadas cumplen con el limite establecido (Ministerio

de Agricultura y Ganaderia de Costa Rica, 2007).

En estudios anteriores realizados en Pereira-Colombia; se obtuvieron resultados de 5,48 log
UFC/mL superando las 300 unidades formadoras de colonia de Staphylococcus aureus (Galeano,
2017, p.28), por su parte en empresas lacteas en el departamento de Sucre-Colombia en el

recuento de estos microorganismos se reportaron 6,23 log UFC/mL (Martinez, 2013, p.98).

Los niveles de Staphylococcus aureus encontrados permite indicar que se ha realizado un proceso
incorrecto al ejecutar la etapa de ordefio, conservacion, transporte y almacenamiento de la leche
debido a la deficiencia de condiciones higiénicas fomentando el crecimiento microbiano. En la
vaca esta bacteria es el principal agente que ocasiona mastitis bovina induciendo a dafios en el
tejido de la glandula y variaciones en la composicion bioquimica de la leche, dicha enfermedad
puede ser catalogada desde subclinica hasta cronica dependiendo de la cepa que cause la infeccion
en el animal; este microorganismo es eliminado a través de la coccion y pasteurizacion cuando se

aplica una temperatura de 60°C durante 24 minutos (Ministerio de Salud de Colombia, 2011, p.33).

En examenes realizados en leche cruda en la provincia de Chimborazo se encontraron 5,20 log
UFC/ mL de enterobacterias (Contero, 2017, p.58 ) y valores similares en otra quesera artesanal de la
misma provincia de 5,0 log UFC/mL, (Pilamunga, 2017, p.46). En otro estudio efectuado en Santa Fe-
Argentina se evalio a este microorganismo en cada estacion del afio en donde se registraron los
valores en: verano de (2,50 + 0,55) log UFC/mL, otofio (2,39 + 0,76)log UFC/mL, invierno
(1,41+0,54) log UFC/mL y en primavera (1,084+0,55) log UFC/mL para enterobacterias, aunque

no existe un valor maximo determinado para la presencia del microorganismo su existencia
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demuestra la falta de higiene desde la etapa del ordefio, a causa de varios factores tales como las
ubres de las vacas que se encuentren sucias o mojadas, la contaminacion del ambiente en el que

habita el bovino y la falta de higiene en el personal que manipula al animal.

Debido a que las enterobacterias habitan normalmente en el intestino de los mamiferos su
presencia en la leche esta ligada a contaminacion de origen fecal, las enterobacterias son
indicadores de patdgenos gastrointestinales siendo las mas destacadas en este género Sal/monella,

E.coli, Enterobacter aerdogenes, Klebsiella y Citrobacter (Signorini, 2004, pp.101-102).

Respecto a coliformes se encontraron valores desde 6,45 log UFC/mL hasta 7,83 log UFC/mL
como se reporta en la tabla 1-3. No se ha reportado valores permisibles para coliformes en leche
cruda en Ecuador pero en Costa Rica en el Reglamento Técnico para leche cruda el limite minimo
es 2,70 log UFC/mL y su méaximo es 3,30 log UFC/mL (MAG, 2007) ; en investigaciones anteriores
realizadas en el estado de Carabobo-Venezuela se obtuvieron 6,90 log UFC/mL (Celis, 2009, p.20),
lo que indica una elevada contaminacion debido que las bacterias pueden desarrollarse en el suelo,
heces, agentes vectores como son las moscas, en materiales mal lavados que son empleados en el
ordefio, su nimero también puede aumentar durante la conservacion y transporte de leche cruda
propiciando una alteracion en las caracteristicas sensoriales evidenciando una elevada

contaminacion microbiana.

Estas bacterias pueden estar implicadas en cuadro de mastitis generando inflamacion en la
glandula que en varias ocasiones puede provocar descamaciones a este nivel aumentando la

proliferacion bacteriana (Barneche, 2012, p.31).

En el caso de Escherichia coli se reportd en la mezcla de las 4 rutas de abastecimiento de leche
7,46 log UFC/mL como se observa en la tabla 1-3. En las investigaciones realizadas en la
Universidad de Zamorano en Honduras se obtuvo en Escherichia coli 5,40 log UFC/mL
(Enamorado, 2003, p.22) en estudios ejecutados en Manizales-Colombia se encontré E.coli en un
33,3 % de las muestras analizadas (Diaz, 2016, pp. 81-82) en varios sectores de Argentina se
encontraron en un 60 % de las muestras analizadas con un promedio de (5,80+0,50) log UFC/mL;
los elevados recuentos de E.coli significa que no existe una cadena de frio desde el momento en
que se recolecta la leche, la falta de material de acero inoxidable para su conservacion asi como

la contaminacion del ambiente debido al contacto con las heces del animal

La E.coli presenta una menor probabilidad de provocar mastitis ya que se ha determinado que
mas de 138 microorganismos patdgenos son causantes de la patologia, en la leche cruda se puede

encontrar E.coli enterohemorragica (0157:H7) siendo su transmision via oral fecal pudiendo
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ocasionar en las personas el Sindrome Urémico Hemolitico (Poggio, 2008, p.42).

3.4 Resultados del analisis de células somaticas y de Salmonella

La existencia de células somaticas es indicativo de la sanidad de la ubre ya que contajes superiores
a 700000/mL senalan problema de mastitis en la vaca, por lo que es recomendable realizar este

examen cuando el animal no presenta sintomas siendo aconsejable realizarlo una vez al mes (Celis,

2009, p. 18).

Los resultados obtenidos para el contaje de células somaticas y Salmonella se realizaron una sola
vez en el tercer muestreo de leche cruda en el Laboratorio de Control de Calidad de Leche en
Agrocalidad-Quito, obteniéndose en células somaticas los siguientes resultados (Ver tabla 2-3);
existe el valor establecido en la norma NTE: INEN 0009 que es 700000/mL, con los valores
obtenidos se observa que no existe diferencia en las 4 leches analizadas pero que se encuentran
cerca del limite establecido en la norma ecuatoriana vigente, mientras que en el Codigo

Alimentario Argentino se dispone que el valor debe ser de 650000 /mL (Aguilar, 2008).

Tabla 2-3: Recuento de células somaticas y deteccion de Salmonella en muestras de leche cruda

de cuatro rutas de abastecimiento.

Células somaticas Salmonella
(x1000/mL)
Ruta de leche 604 Ausencia
N°1
Ruta de leche 350 Ausencia
N°2
Ruta de leche 292 Ausencia
N°3
Ruta de leche 590 Ausencia
N°4

Realizado por: Katherin Altamirano, 2018
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En investigaciones efectuadas en Bogota se determinaron para células somaticas resultados de
500000/mL (Gomez, 2008, p.63), en estudios realizados en los estados de Trujillo, Mérida y Zulia
en Venezuela se encontraron 552000/mL de células somaticas (Romén, 2011, p.148); reportandose en

ambos paises valores similares a los hallados en el centro de acopio de leche cruda CA.1.

La deteccion de Salmonella se realizé inicamente en el tercer muestreo, presentandose ausencia
de la bacteria en todas las leches analizadas, en la norma ecuatoriana NTE: INEN 0009 no hay
ningin parametro que rija a esta bacteria sin embargo, la legislaciéon de Costa Rica indica que
debe haber una ausencia de Salmonella en leche cruda (MAG, 2007). Lo anterior puede explicarse

porque en Ecuador esta prohibida la comercializacion y por ende el consumo de leche cruda

(Reglamento de Control y Regulacion de Cadena de Produccion de Leche, 2013, p.9).

En investigaciones efectuadas en las principales zonas productoras de Cuba se reportd en un
55,8% de las muestras analizadas la presencia de Salmonella. En la leche cruda puede estar
presente Sal/monella junto con otras bacterias como E.coli y Listeria que son las causantes
principales de enfermedades transmitidas por alimentos afectando principalmente a personas con

sistema inmune fragil (Villoch, et al., 2015).

3.5 Resultados de los analisis fisico quimicos de la leche cruda

Los contenidos de grasa en las leches analizadas oscilan entre 3,92 y 4,16 (Ver Tabla 3-3). En la
norma NTE: INEN 0009:2012 se dispone que la materia grasa tenga un minimo de 3,0 % pero no
se establece un limite maximo; existen variaciones de la cantidad de grasa que hay en la leche
debido a diversidad racial, en la raza Holstein puede variar entre 3,5 y 4,7% influenciado

directamente por la capacidad metabolica propia de cada vaca (Garcia, et al., 2014: p. 87).

Tabla 3-3: Analisis fisico-quimico de leche de vaca expresados en porcentaje obtenidos en las 4

rutas de abastecimiento.

Requisito fisic Grasa Proteinas Sélidos Sélidos no

quimico totales grasos
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a de leche

N°1 3,98 3,36 12,66 8,68
N°2 3,92 3,45 12,86 8,94
N°3 4,16 3,47 12,99 8,83
N°4 3,94 3,35 12,68 8,74

Realizado por: Katherin Altamirano, 2018

En las empresas ganaderas en Cérdoba, Colombia se realizaron estudios de grasa en donde se
obtuvo 3,70 %, mientras que en las 3 regiones de Sabanas, San Jorge y Golfo del Morrosquillo
del departamento de Sucre en Colombia el contenido de grasa en la leche fue de 3,75%, 3,37% y
3,64% respectivamente, dichos valores de la grasa se relacionan con la época del afio ya sea

lluviosa o seca asi como la alimentacién que tenga el animal (Romero, et al., 2018: p.43)

Los datos obtenidos para proteinas de las 4 rutas de abastecimiento de leche se observan en la
tabla 3-3. Segln lo estipulado en la norma ecuatoriana vigente el valor debe ser minimo 2,9 % y

no se establece un limite maximo (NTE INEN 0009, 2012, p.2).

En investigaciones realizadas en 3 empresas acopiadoras de leche en el departamento de Cordoba
en Colombia se obtuvieron valores de proteina de: 3,02%, 2,91% y 3,01% (Calderon, et al 2012: pp.
400-401); en estudios ejecutados en México se obtuvieron 3,29% de proteina mientras que la leche
cruda analizada en Venezuela se report6 3,49% de proteina; los porcentajes de proteina que estan
presentes en la leche se debe a la alimentacion que tiene la vaca asi como a su genética y tipo de

raza del animal (Garcia, et al., 2014: p. 87).

Los porcentajes de solidos totales para la leche de las cuatro rutas de abastecimiento se detallan
en la tabla 3-3; en la norma ecuatoriana NTE INEN 0009:2012 se establece el minimo de 11,2%
deduciéndose que todas las leches crudas analizadas cumplen con este criterio (INEN 0009, 2012,

p-2).

En la ciudad de Monteria ubicada en Colombia se realizaron analisis para la determinacion de

solidos totales en la leche cruda de 15 empresas ganaderas obteniéndose en promedio 11,45%
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(Calderén, et al., 2012, p.401), en otras investigaciones realizadas en los distritos de Concepcion,
Matahuasi y Apata en Perti se obtuvo una media de 11,91%. Los principales factores que influyen
en el porcentaje de solidos totales en la leche cruda son la raza, la calidad del pasto, época del

afo, cantidad de células somaticas y el periodo de lactancia (Viera, 2013, p.41).

Para el parametro de solidos no grasos la normativa ecuatoriana vigente establece el valor minimo
de 8,2%, en las muestras analizadas de las cuatro rutas de abastecimiento de leche cruda se
obtuvieron los resultados que se observan en la tabla 3-3 cumpliendo con lo dictaminado en la

norma ecuatoriana vigente (INEN 0009, 2012, p.2).

En los estudios realizados en los distritos de Pert anteriormente citados también se efectuaron el
analisis de solidos no grasos en donde se registré6 una media de 8,18%, en una investigacion
realizada en una empresa lactea en Honduras se obtuvo un promedio de 8,29% en la leche cruda.
El porcentaje de solidos no grasos varia en funcion del tipo de alimentacién del animal, se
disminuye cuando la edad del animal aumenta, en la etapa de lactancia durante el primer mes se
incrementa al igual que en los ultimos meses cuando la produccion de leche decrece y cuando la
vaca presenta mastitis subclinica o clinica también se observa una reduccion porcentual de solidos

no grasos (Bolafios, 2004, p.5).

3.6 Resultados del analisis microbioldgico de las superficies en contacto con la leche

Los analisis de superficies fueron realizados sobre muestras tomadas durante 3 semanas por 3
ocasiones se examinaron superficies inertes o vivas de contacto directo o indirecto con la leche,
siendo estas: tanque de almacenamiento, manguera, mesones, pomo de la puerta del laboratorio,
pomo de la puerta de los servicios higiénicos, llave de un grifo de agua, vestimenta y manos de

los 4 operarios. Los resultados se expresan en la tabla 4-3.

Tabla 4-3: Niveles de indicadores en superficies inertes y vivas

Microorganismo Aerobios | S. aureus | Enterobac- | Coliformes | E. coli Contacto
mesofilos terias con la
leche/tipo
Superficie de
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superficie

Tanque 6,62+ 0,09 | 5,74+0,27 6,52+0,12 6,24+0,05 | 5,89+0,08 Directo/

de almacenamiento Inerte

7800 L (log UFC/mL)

Manguera (log UFC/ 6,61+0,01 | 5,58+0,16 6,28+0,09 6,03+0,14 | 5,70+0,13 Directo/

cm?) Inerte

Meson 1 (log UFC/ cm?) 5,26+0,01 | 4,51+0,15 5,19+0,02 4,93+0,06 | 4,78+0,08 Indirecto/

Inerte
Mesén 2 (log UFC/ cm?) 5,47+0,59 | 4,32+0,16 5,01+0,06 4,76+0,09 | 4,32+0,11 Indirecto/
Inerte

Pomo de la puerta del 3,35+0,25 | 2,90+0,16 3,14+0,12 2,85+0,14 | 2,41+0,15 Indirecto/

laboratorio (log UFC/ Inerte

superficie muestreada)

Pomo de la puerta de 3,30+0,12 | 2,88+0,18 3,04+0,08 2,83+0,03 | 2,21+0,24 Indirecto/

servicios higiénicos (log Inerte

UFC/ superficie

muestreada)

Llave de un grifo de 3,54+0,16 | 3,04+0,11 3,21+0,12 2,96+0,15 | 2,41+0,15 Indirecto/

agua (log UFC/ Inerte

superficie muestreada)

Vestimenta del operario 3,40+0,13 | 2,89+0,03 No No No Indirecto/

N°1 desarrollado | desarrollado | desarrolla Inerte

(log UFC/cm?) do

Vestimenta del operario 3,17+£0,09 | 2,90+0,03 No No No Indirecto/

N°2 (log UFC/cm?) desarrollado | desarrollado | desarrolla Inerte
do

Vestimenta del operario 3,02+0,10 | 2,55+0,11 No No No Indirecto/

N°3 (log UFC/cm?) desarrollado | desarrollado | desarrolla Inerte
do

Vestimenta del operario 3,14+0,08 | 2,84+0,06 No No No Indirecto/

N°4 (log UFC/cm?) desarrollado | desarrollado | desarrolla Inerte
do

Manos del operario N°1 3,75+0,05 | 3,32+0,17 No No No Indirecto/

(log UFC/ superficie desarrollado | desarrollado | desarrolla Viva

muestreada) do

Manos de operario N°2 3,69+0,09 | 3,43+0,08 No No No Indirecto/

(log UFC/ superficie desarrollado | desarrollado | desarrolla Viva

muestreada) do

Manos de operario N°3 3,49+0,10 | 3,43+0,01 No No No Indirecto/

(log UFC/ superficie desarrollado | desarrollado | desarrolla Viva

muestreada) dle
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Manos de operario N°4 3,75+0,05 | 3,30+0,14 No No No Indirecto/
(log UFC/ superficie desarrollado | desarrollado | desarrolla Viva

muestreada) do

Realizado por: Katherin Altamirano, 2018

En el Ecuador no existe una normativa vigente que especifique el contaje de ningln
microorganismo para superficies vivas e inertes pero en la norma oficial mexicana NOM-093-
SSAT1 especifica el valor maximo permisible para algunos microorganismos. El tanque de
almacenamiento es considerado una superficie inerte que esta en contacto directo con la leche,
segun el limite maximo permitido para aerobios mesofilos es <2,60 log UFC/mL y para coliformes
<2,30 log UFC/mL, en este trabajo los 2 grupos sobrepasan los limites establecidos obteniéndose
(6,62+0,09 log UFC/ mL) en aerobios mesoéfilos y (6,24+0,05 log UFC/ mL) para coliformes;
indicando que éstas bacterias pueden adherirse a las paredes del tanque y formar biopeliculas
originando olores desagradables, corrosion y fallas en los equipos, siendo necesario que se

implemente las practicas correctas de higiene para evitar la proliferacion microbiana.

No hay limites establecidos para el contaje de Staphylococcus aureus, Enterobacterias y
Escherichia coli en superficies inertes pero el elevado numero de microorganismos (5,74+0,27
log UFC/ mL), (6,52+0,12 log UFC/ mL) y (5,89+0,08 log UFC/ mL) respectivamente presentes
en el tanque de almacenamiento de la leche cruda es indicativo de la falta de asepsia que existe a

nivel del centro de acopio y por parte de los operarios.

El analisis de la manguera que es una superficie inerte de contacto directo con la leche se lo
efectiio segin el método de la esponja conforme a lo establecido en la Guia Técnica para examen
microbioldgico de superficies en relacion con alimentos y bebidas en Peru en donde se dispone
que en el caso de coliformes el valor debe ser de 1,40 log UFC/ cm? pero en el estudio realizado
en el centro de acopio de leche cruda CA. 1 se obtuvieron (6,03+0,14 log UFC/ cm?) sobrepasando
al limite maximo establecido, dicho valor obtenido puede deberse al deterioro en el que se
encuentra la manguera asi como la falta de limpieza debido que no se emplea ningln tipo de

desinfectante ni desengrasante, limpiandose solamente con agua (Arzy, et al., 2013).

En el estudio efectuado en la superficie de la manguera se determinaron adicionalmente: acrobios
mesofilos, Staphylococcus aureus, enterobacterias y E.coli; los resultados se muestran en la tabla
4-3. Aunque en la Guia Técnica peruana mencionada anteriormente no se fijan limites
permisibles, todos estos agentes microbianos son capaces de generar biopeliculas debido que la
superficie de la manguera es de plastico siendo éste material de facil adherencia en donde las

células microbianas crecen rapidamente en condiciones de limpieza insuficiente.
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En el contaje de coliformes de los mesones N°1 y N°2 (Ver Tabla 4-3) superan al limite
establecido por la Guia Técnica para examen microbiologico de superficies en relacion con
alimentos y bebidas de Peri cuyo valor es (0 log UFC/ cm?). Lo anterior indica el déficit de
higiene en los mesones siendo indispensable que se limpien con frecuencia las superficies para

evitar la acumulacion de polvo, residuos y de otros agentes contaminantes.

También en los mesones se realizaron andlisis de algunos agentes microbianos y de E.coli (Ver
Tabla 4-3) sin encontrarse sus valores maximos referenciales. En este tipo de superficies se
adhieren Staphylococcus aureus y Escherichia coli debido a la contaminacion cruzada a través de
la leche y de la inadecuada manipulacidn por parte de los operadores; la grasa que esta presente
en los mesones debe ser eliminada ya que éste factor favorece al crecimiento microbiano e inhibe

la accion eficaz de sanitizantes (Navia, et al., 2010: 118-119).

El hisopado de otras superficies inertes (pomos de la puertas y llave de un grifo de agua) de
contacto indirecto con la leche arrojo los resultados que se aprecian en el tabla 4-3, en donde
ninguna de las superficies mostraron la ausencia de microorganismos. En la llave de un grifo de
agua se encontré un alto nivel de coliformes en contraste con el criterio microbiologico de la Guia
técnica de Pert que establece <1 log UFC/superficie muestreada; el origen de Coliformes puede

explicarse por contaminacion a partir del suelo o de los operadores del Centro de Acopio CA.1

De los otros grupos: aerobios mesofilos, Staphylococcus aureus, enterobacterias y Escherichia
coli tampoco existen valores maximos permisibles para las superficies inertes. Los pomos de las
puertas tanto del laboratorio como de los servicios higiénicos y de la llave del grifo presentaron
valores similares de contaminacién microbiana, dichas superficies constituyen un parametro

fundamental para indicar la calidad sanitaria del ambiente del centro de acopio CA.l1 (MINSA,

2007).

La vestimenta de los 4 operadores no cumpli6 el limite para aerobios mesofilos <2,60 log UFC/
cm? (Ver Tabla 4-3), establecido por la Norma oficial mexicana NOM-093-SSA1, revelando la
falta de aseo que existe en el personal que maneja la leche cruda ya que no cuentan con ninguna

vestimenta de proteccion al momento de realizar la recoleccion y el almacenamiento de la leche

(Norma oficial mexicana NOM-093-SSA1, 1994. p.5).

Staphylococcus aureus en la vestimenta de cada operario evidencid valores entre 2,90+0,03 log
UFC/cm? y 2,55+0,11 log UFC/cm? (Ver Tabla 4-3), esta bacteria puede transferirse a la leche a

través del contacto directo con la piel pudiendo ocasionar infecciones cutaneas, para prevenir esta
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contaminacion se necesita adecuada proteccion y practicas higiénicas de los operarios (Seija, 2008,

p.258).

En el contaje de aerobios mesofilos para las manos de los operadores segun lo establece la norma
oficial de México NOM-093-SSA1 en el caso de las superficies vivas es 3,48 log UFC/ superficie
muestreada, en el analisis efectuado se obtuvieron los siguientes resultados entre 3,49 y 3,75 log
UFC/ superficie muestreada dichos valores indicaron un deficiente lavado de manos y/o el uso de

productos de higiene inadecuados.

En el caso de Staphylococcus aureus en las manos de los operarios se obtuvieron valores similares
(Tabla 4-3) los cuales sobrepasan al limite establecido por lo que se requiere que las personas se
laven las manos correctamente empleando un desinfectante adecuado y también se practique usar
guantes para evitar la presencia de este microorganismo que se lo encuentra por todo el cuerpo
albergandose en las fosas nasales y en las ufias siendo capaz de originar intoxicaciones

alimentarias (Chiriboga, 2018, p.30).

3.7 Resultados del analisis microbiol6gicos del aire

En la tabla 5-3 se presentan los resultados de aerobios mesofilos, hongos y levaduras en las
diversas areas examinadas durante tres semanas de muestreo en el centro de acopio de leche cruda

CA.1 en el canton Mocha provincia de Tungurahua

Tabla 5-3: Indicadores de calidad de aire

Microorganism

Aerobios mesofilos

Hongos y levaduras

Area
Almacenamiento de la leche 2,09+0,12" 1,92+0,18**
Recepcion de la leche 2,15+0,17 1,95+0,22
Laboratorio 1,88+0,25 1,75+0,35
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*UFC Unidades formadoras de colonias/m?

**JPC Unidades propagadoras de colonias/m?

Realizado por: Katherin Altamirano, 2018

Actualmente en el Ecuador no existe una normativa sobre la carga microbiana ambiental para
industrias de produccién alimenticia pero en la Norma UNE 100012 del afio 2005 se reglamenta
para el recuento de aerobios meso6filos una poblacion limitada 2,90 log UFC/m? (Norma espafiola
UNE 100012, 2005, p. 6). Los resultados obtenidos evidenciaron el cumplimiento del criterio
establecido en la norma, a pesar de ello es indispensable que se controle las condiciones de
limpieza tanto a nivel de las superficies inertes como las vivas para garantizar la calidad

microbiologica adecuada del aire.

Tampoco existe una norma en donde se establezca la cantidad de hongos y levaduras que deben
existir en los establecimientos de la industria alimentaria, la presencia de éstos se encuentran con
facilidad en todos los ambientes en condiciones calidas y humedas, los hongos generan esporas
las cuales pueden distribuirse en el aire, contaminando el ambiente y favoreciendo la

contaminacion cruzada (Alfaro, et al., 2014: p. 30).

CONCLUSIONES

-Los examenes microbioldgicos y la lista de chequeo de las Practicas Correctas de Higiene
aplicados al centro de acopio de leche cruda CA.1 ubicado en el canton Mocha provincia de
Tungurahua revelaron que existe un deficiente cumplimiento de las Practicas Correctas de
Higiene lo que promueve la potencial combinacion de microorganismos contaminantes con la

microbiota indigena de la leche comprometiendo su calidad sanitaria.

-Se detectaron fallas en la etapa de recoleccion y almacenamiento de la leche debido a la
inadecuada manipulacion por parte de los operadores y la falta de cadena de frio, factores que

contribuyen a la proliferacion microbiana.

-El nivel de cumplimiento de las Practicas Correctas de Higiene en el centro de acopio de leche
cruda CA.1 reveld un mayor déficit de los criterios asociados a los requisitos de los centros de
acopio de leche cruda, mientras que los requisitos sobre los medios de transporte se cumplen

desde 35% hasta 65% estimando la leche que procede de las 4 rutas de acopio.
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-Los resultados de los analisis de indicadores de calidad microbiolédgica revelan niveles altos de
microorganismos presentes en las superficies vivas e inertes y como es de esperarse en la leche

acopiada, revelando un mal manejo de la leche desde su produccion.

-Sin embargo frente a las evidencias de altos niveles de aerobios mesofilos, Staphylococcus
aureus, enterobacterias, coliformes y E.coli; Salmonella permanecieron ausentes revelando la

inocuidad de la leche como materia prima para la industria lactea.

-Se destaca la contaminacion fiingica y bacteriana del aire ambiental situacion explicada por la
falencia en la ubicacion del centro de acopio CA.1, en cuya vecindad se observaron fuentes de

contaminacion y déficits de estructura y ventilacion.

RECOMENDACIONES

-Mejorar las condiciones en el transporte y almacenamiento de la leche cruda para que se cumplan

con los requisitos de las Practicas Correctas de Higiene
-Realizar los analisis fisico quimicos a diario y de todas las rutas de abastecimiento en el centro
de acopio de leche cruda CA. 1 ubicado en el canton Mocha provincia de Tungurahua para

elaborar una base de datos que sirva al historico

-Examinar la calidad del agua que se emplea en el centro de acopio debido que es utilizada para

el procedimiento de limpieza de los tanqueros de leche cruda

-Crear conciencia en los operarios sobre la importancia de su producto y de las exigencias de

calidad e inocuidad.
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ANEXOS

Anexo A Plano del centro de acopio de leche cruda CA.1

—_— ——— — — — — —




Anexo B Toma de la muestra de la leche cruda (A1), muestreo de una superficie por hisopado

(A2), muestreo del pomo de la puerta por hisopado (A3) y muestreo del aire por caida a placas

(Agar malta y PCA) (A4)




Anexo C Recuentos de colonias de aerobios mesofilos (C1), Staphylococcus aureus(C2),

enterobacterias (C3), coliformes (C4a), E.coli (C4b), hongos y levaduras (C5)

C3 C4a

C4b Cs




Anexo D Informe de Laboratorio de Agrocalidad. Ensayos fisico-quimicos y Contaje de células

somaticas de la leche cruda de las 4 rutas de abastecimiento

LABORATORIO DE CONTROL DE CALIDAD DE LECHE

Via Interocednica Km. 14Y% y Elay Alfaro, Granja del MAG, PGT/CL/09-FOO1

! Tumbaco - Quito b naopgn o o)

j ~ Teléf. 2372-844/2372-845 ~ Rev.6 ’:,

‘‘‘‘‘‘ i ___INFORME DE ANALISIS ) Hoja 1 de 1 |

“LABORATORIO DE ENSAYQ ACREDITADO POR EL SAE CON ACREDITACION N° SAE-LEN-16-008”

DATOS DEL CLIENTE Informe N°: LN-CL E18-377
— Fecha emision informe:  06/07/2018
Persona o Empresa salicitante: Katherin Altamirano

Teléfono: 2796-052

Correo Electronico: pauly2260@gmail.com

N° Orden de Trabajo: CL-18-CGLS-1622

N° Factura/Memorandao: 007-4304

Direccion: Los Alamos

Provincia: Chimborazo Cantdn: Riobamba

DATOS DE LA MUESTRA:

Tipo de muestra: Leche Cruda Conservacion de la muestra: Refrigerada
N° de Muestras: 4 : i ‘ ) Tipo envase: Aprofaiapq B =
Propietario: Katherin Altamirano ) ) Lugar de muestreo: Mocha
Provincia: Tungurahua ) o - X: X
Cantén: Mocha - Coordenadas:  Y:X B
Parroquia: _ L ) )  Altitud: X
Responsable de toma de muestra: Katherin Aﬁtami;aqp »»[g__nlgeya_tuf;_r'écepc 2 ° ¢
Fecha de toma de muestra: 02/07/2018 _ Fechade inicio de anélisis: 04/077i018
Fecha de recepcion de la muestra: 04/07/2018 _ Fecha de finalizacion de andlisis: 04/07/2018
’ RESULTADOS DEL ANALISIS
e e L
CABGRRroin MUESTRA &00m) | (8/200m) JI (/100mi) | (8/100m) o - (x1000/mi)
CL-18-1996 C1 | 398 | 338 12.66 8.68 - | o =
Clap 997 b o 62 392 | 345 12.86 | 894 = P sy
(CLi8-1998 | @3 b A0S0 L 207 0 2209 b BT e e e =
CL-18-1999 | Ca { 3.94 3.35 I 12.68 8.74 S o o S
- La“:f;";\::g:‘;':ﬁm | MI30 | Mm29 | M2 | Ming2 o (g"r:i 1
o Métodoaef:ii{;:/?iéxen.w3 RS T i | s oo { b

ABREVIATURAS: (= Grasa; P= Protaina; 5T= Solidos totales; SHG= Sclides no grasos; CRIO= ( ontaje de celulas somaticas; CBT= Contaje totizl de bacterias; mi=
Mililitros.

CODIGO DE IDENTIFICACION

Act AM1* ANT1* ANT2* @y NE* PE* si*
MUESTRA DECAMPODELA | : g Al L : ’
LABORATORIO | | MUESTRA | (000w | Gosbes) | pones) | (osjner) | (posfner) | (poneg) | (pov/ne) | (poshe)
<0,5 Lstatilacido en el CODEX CAC/MKLE Negativo Negativo Negatwo Negativo
| PEESCL/ON2 PEE/CL/OC9 PEE/CL/010 PEE/CLI011 PEE/CL/OLS PEE/CL/00QS PEE/CL/Q0B PEE/CLI02C

10 de antibiaticos 2 (AMINGGLUCGCIDOS), Ci= Cloruros; NE=

ABREVIATURAS: Al= Avider; AMI= A!lamn;m M1 ANT1= Grupo de antbioticos 1 {(B-LACT-SULF
Neutralizantes; PE= Perdxidos; SL= Suero en leche, mi= Mililitros, MRL2= Limite maximo permutido.
Analizado por: {ng. lenny Flores, Bioq. Patricio Garcia
Observaciones:
»  L0S ensoyos morcodos con {*} NO estén incluides dentro del olcance de la acreditacion SAE.
«  Los opiniones/interpretaciones/etc. que se indican en la Normo NTE INEN 9: Leche Crude Requisitas, estdn FUERA del
alcance de ocreditocion del SAE.
« Llaincertigumbre de medida reportada esta basada en una incertidumbre tipica multipiicada por el factor (k=2), proporcionando un
nivel de confranza el 95%.
s Incertidumbre parametro grasa:+/- 0.105 (Rango 2.70-4.00; J,(\)Uml.
s Incertidumbre parametro proteina:+/- 0.086 g/100mL {Rango 2.98:3.50} g/100mL

s« "Veralcance especifico de acreditacion en: www.acred acign.gob &t /m AGROCALIDAD
Anexo Graficos: NA { T i‘ﬁ'_‘:‘ % - S
Anexo Documentos: NA Yoot W [ A \:‘ OMIROLFITR ¥ 21

OO AN M L. w22

Biog. Patricib Gajtia | ABGRATOR ) TR CON RO
Responsable Técnico DE (-”upmt.:.i\m 3
Laboratorio de Control de Calidad de Lebh&™==~" =

3 P e renr CCIeT od £ a1
Nota: Fi resultado corresponde Unicaments a 1a mugstra entregada por el cliente en esta fecna. £5td prohibide 1a reproduccion total o parcial de este informe sin



Anexo E Informe de Laboratorio de Agrocalidad. Deteccion de Salmonella

» LABORATORIO DE MICROBIOLOGIA PGT/MB/09-FO01
AGROCALIDAD Via Interocednica Km. 14% y Eloy Alfaro, Granja del MAGAP,
n . AGENCIA DE REGULACION Y Tumbaco - Quito
“/ CONTROL FITO Y ZOOSANITARIO Teléf.: 02- 2372-844/2372-84S Rev. 1
INFORME DE ANALISIS Hoja 1 de 1

DATOS DEL CLIENTE

Persona o Empresa solicitante: Katherin Aitamirano

Direccion: Los Alamos

Provincia: Chimborazo

_DATOS DE LA MUESTRA:

Tipo de muestra: feche

Cantén: Riocbamba

Eesponiable de toma de ﬁ{aég—tléjjjga:ghgrin Altamirano
Fecha de toma de muestra: 02/06/2018
Fecha de recepcion de la muestra: 04/06/2018

Teléfono: 099094370
Correo Electrénico: pauly2260@gmail.com
N°® Orden de Trabajo: MB-18-CGLS-1611

N° Factura/Memorando: 4438

Informe N*:  LN-MB-118-171
Fecha emision Informe:  12/07/2018

Conservacién de la muestra: Refrigeracion

Tipo de envase: envase plastico

echade no de andlis: 04/08/2018

RESULTADOS DEL ANALISIS MICROBIOLOGICO

__ Fecha de finalizacién de anélisis: 12/07/2018

CODIGO DE
A d&i’é";ﬁ%&g& PARAMETRO UNIDAD | METODO | RESULTADO ‘ﬁﬁfmﬂﬁ"’
‘ MB-18-351 c1 Salmonella }::l::::;:a/ :IIE://:Z Ausencia | k4
i
MB-18-352 c2 Salmonelia /:;:::::a/ ::://:é Ausencia i .
MB-18-353 c Salmonelia ":{':Zi":a/ :::,’:; 1 Ausencis | .
I MB-18-354 ca Salmonela ’;‘:z::;':‘a/ ::;//:é Ausencia .

Analizado por: Silvia Pachacama, Jorge lraxéfzal;

Estd prohibida la reproduccion total o parcial de este informe sin autorizacion del Laboratorio.

AGROCALID+ N
AGENCIA 0 # -t
CONTROL FITC + y )

1

TUMBACO « ECurmi wR
Nota: El resultado corresponde tnicamente a la muestra entregada por el cliente en esta fecha.




Anexo F Lista de chequeo: Requisitos de medios de transporte de leche cruda

Descripcion N°de | Cumple No No Tanquero | Bidones Puntuacion
Ruta cumple | aplica
El material del tanque X
o bidon de
almacenamiento debe X
ser de acero inoxidable
.. X
o0 aluminio
X

El tanquero o bidon 1 X X
debe encontrase en
buen estado libre de 2 X
cualquier
contaminante o fugas 3 X X
o derrame de leche

4 X
Los camiones cisterna 1 X X
o codo deben tener
tuberia de carga y > X X NA
descarga de leche

stas d .

provistas de uniones 3 < < 10
cruz o codos con tapa

4 X X N/A
En los tanqueros con 1 X X
menos de 2000 litros,
las rutas de recoleccion
se fijan en base a 2 X X N/A
distancia, tiempos y
hora del recorrido a fin
de proteger la calidad 3 X X
de la leche cruda

4 X X N/A
Los tanques cisterna 1 X X 0
deben tener un sistema
para control de la 2 X X N/A




temperatura 'y en
perfecto

funcionamiento

Se prohibe transportar
otros

materiales(  soélidos,
liquidos o gases) con la

leche cruda

El medio de transporte
debe estar rotulado

indicando su contenido

Las tapas de los
tanques o bidones
deben evitar la
acumulacion de
residuos, siendo faciles
de operar, lavar y

desinfectar

N/A

El disefio del medio de
transporte permite la
evacuacion de las

aguas de lavado

Los recipientes de
leche deben limpiarse
y desinfectarse después
de su uso. Se cuentan
con instrumentos de
limpieza tUnicos para
este fin y se almacenan
en condiciones

adecuadas




Criterio de cumplimiento

Cumplimiento obligatorio en un plazo acordado entre

las partes

Total

Tanqueros Bidones
45 30
40 20
15 15
100 65

Fuente: Agrocalidad, 2013, pp.109-110
Realizado por: Katherin Altamirano




Anexo G Lista de chequeo: Requisitos de para centros de acopio de leche cruda

Cumple No cumple No aplica Puntuacion

El centro de acopio controla a diario la X 0
recepcion de leche cruda de sus

proveedores

El centro de acopio controla la trazabilidad X 0

de la leche

El centro de acopio analiza las X 0

caracteristicas sensoriales de la leche

El centro de acopio analiza la leche cruda X 0

de acuerdo a la Normativa Vigente

Los tanques de almacenamiento de leche X
cruda estan provisto de termometros

funcionales y calibrados

Se verifica y registra la temperatura de X
refrigeracion desde el centro de acopio
hacia la industria y en la recepcion de la

industria

La leche enfriada en los centros de acopio X
debe destinarse solo a las plantas lacteas o

procesos. No es para la venta directa.

En centro de acopio cuenta con un X
laboratorio basico o con los servicios de un
laboratorio acreditado para analisis fisico,

quimico, sensorial y microbiologico

El centro de acopio cuanta al menos con X
areas de recepcion, andlisis, enfriamiento y

entrega de leche cruda.

Las instalaciones deben ser de acuerdo al X

fin previsto

En centro de acopio se ubica en un lugar X

alejado de fuentes contaminantes

El centro de acopio dispone de un espacio X 3

adecuado para el desembarque de




leche( con pendientes suficientes para el

drenaje facil)

El centro de acopio cuenta con un sistema
de drenaje de aguas servidas y de lluvia

hacia la alcantarilla.

El centro de acopio cuenta con una
plataforma de recepcion techaday esté
disefada para facilitar la carga y descarga.
Es de cemento y debe resistir al acido
lactico, la descarga debe tener pendiente y

ser descargada en la alcantarilla.

El Centro de acopio debe contar con un
area cerrada y solida para los tanques de
refrigeracion. Deber tener adecuada

ventilacion, protegida con malla plastica

El centro de acopio dispone de un area
exclusiva para la limpieza, desinfeccion y
almacenamiento de recipientes. Provee de
todas las facilidades para la limpieza de los

transportes al finalizar la descarga de leche

El area destinada para la limpieza y
almacenamiento de recipientes de leche
esta protegida con agentes externos de
contaminacion y cuenta con un area
suficiente en relacion a los recipientes que

existen en el centro de acopio

El 4rea que esta destinada a la limpieza y
almacenamiento esta en optimas
condiciones y se ha identificado un area
limpia y un area sucia de los recipientes de

leche

Existen servicios sanitarios y area de
vestidores localizados fuera de las

instalaciones de manipulacion de leche

Los servicios sanitarios y area de
vestidores se encuentran en buenas

condiciones, ordenados y limpios

El centro de acopio de leche cuenta con

area de almacenamiento de insumos que




este identificada separada de las

instalaciones de manipulacion de leche

El area para almacenamiento de insumos X
se encuentran en buenas condiciones,

ordenados y limpios

El sistema de medicion del volumen es X
correctamente manipulado e impide su

contaminacion

El centro de acopio cuenta con un sistema X
higiénico que permita medir el volumen de

la leche recibida con exactitud

El centro de acopio cuenta con X

abastecimiento de agua potable permanente

El centro de acopio realiza un tratamiento X
adecuado en el sistema de almacenamiento

de agua

El centro de acopio de leche cuenta con X
registros que se demuestren la calidad de

agua que utilizan

Criterio de cumplimiento Centro de acopio de leche cruda
<2000 L/dia
Cumplimiento obligatorio para emision de
certificado de registro y mantenimiento del 28
registro
39
14
Total 81

Fuente: Agrocalidad, 2013, pp.111-114
Realizado por: Katherin Altamirano

Anexo H Calculos empleados para los recuentos de indicadores



-Para la leche de las cuatro rutas de abastecimiento se aplica la siguiente férmula:

_ zC
V (m1+40,1 m2)d

Donde:

N= ntimero de UFC

% C= Sumatoria del niumero de colonias en las placas seleccionadas
V= Volumen inoculado

m1 = Numero de placas de la primera dilucion seleccionada

m2= Numero de placas de la segunda dilucién seleccionada

d= factor de la dilucion menor (INEN 1529-5, 2006, p.3)

Los resultados son expresados en log UFC/mL

-En el caso de los mesones se muestrearon en 5 puntos diferentes obteniendo un volumen total de

50 mL y sus plantillas estériles fueron de 10x 10 cm

. zC
V (m1+0,1 m2)d

Doénde:

N=numero de UFC

¥ C= Sumatoria del nimero de colonias en las placas seleccionadas
V= Volumen inoculado

m1 = Numero de placas de la primera dilucién seleccionada

m2= Numero de placas de la segunda dilucién seleccionada

d= factor de la diluciéon menor (INEN 1529-5, 2006, p.3)

A continuacion se realiza la siguiente relacion

Numero de UFC 1 mL
50 mL=x
X 100 cm?
lem’=y

Los resultados son expresados en log UFC/ cm?

-Para la vestimenta de los cuatro operarios que se muestrearon en la parte del abdomen en un

volumen de 10 mL y las plantillas estériles de 10x10 cm

_ zC
V (m1+0,1 m2)d

Donde:



N=namero de UFC

¥ C= Sumatoria del nimero de colonias en las placas seleccionadas
V= Volumen inoculado

m1 = Numero de placas de la primera dilucion seleccionada

m?2= Numero de placas de la segunda dilucion seleccionada

d= factor de la diluciéon menor (INEN 1529-5, 2006, p.3)

A continuacion se realiza la siguiente relacion

Numero de UFC 1 mL
10 mL=x
X 100 cm?
lem’=y

Los resultados son expresados en log UFC/ cm?

-En el caso de las manos de los 4 operarios las dimensiones de las plantillas estériles fueron 5x5

cm en un volumen de 10 mL

_ zC
V (m1+0,1 m2)d

Donde:

N= ntimero de UFC

¥ C= Sumatoria del nimero de colonias de dos diluciones consecutivas
V= Volumen del in6culo en mL

m1 = Numero de placas de la primera dilucién seleccionada

m?2= Numero de placas de la segunda dilucion seleccionada

d= dilucién menor (INEN 1529-5, 2006, p.3)

A continuacion se realiza la siguiente relacion

Numero de UFC 1 mL
10 mL=x
X 25 cm?
lecm’>=y

Los resultados son expresados en log UFC/ superficie muestreada

-En el caso para el tanque de almacenamiento y otras superficies como que fueron el pomo de la

puerta del laboratorio, pomo de la puerta de los servicios higiénicos y llave de un grifo de agua

- zC
V (m1+0,1 m2)d

Donde:



N= ntimero de UFC

¥ C= Sumatoria del nimero de colonias en las placas seleccionadas

V= Volumen inoculado

m1 = Numero de placas de la primera dilucion seleccionada

m2= Numero de placas de la segunda dilucién seleccionada

d= factor de la diluciébn menor

Los resultados son expresados en log UFC/superficie muestreada a excepcion del tanque de

almacenamiento que fue expresado en log UFC/mL

-A su vez para la superficie muestreada de la manguera su dimension fue de 5X4 cm en volumen

de 20 mL

_ zC
V (m1+0,1 m2)d

Doénde:

N= ntimero de UFC

¥ C= Sumatoria del nimero de colonias en las placas seleccionadas
V= Volumen inoculado

m1 = Numero de placas de la primera dilucién seleccionada

m2= Numero de placas de la segunda dilucién seleccionada

d= factor de la dilucién menor (INEN 1529-5, 2006, p.3)

A continuacion se realiza la siguiente relacion

Numero de UFC 1 mL
20 mL=x
X 20 cm?
lem’=y

Los resultados son expresados en log UFC/cm?

-Para el aire de las diferentes areas

N= 2 de los cinco puntos de cada area *factor k
Doénde

N=namero de UFC

Factor k=80

Los resultados son expresados en log UFC/m?



