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RESUMEN: Minimo 250 palabras El presente trabajo tuvo como objetivo,

determinar la calidad microbioldgica del suero
de queso fresco pasteurizado de los
productores lacteos del canton Mejia —
parroquia Machachi. Para ésto, se realizd un
levantamiento de informacion, con el fin, de
seleccionar cinco productores de queso fresco
y realizar un estudio microbiolégico de cada
lactosuero, basado principalmente, en la
normativa ecuatoriana para requisitos
microbiol6gicos de suero de leche liquido.
Posterior a la recoleccion de muestras, el
estudio microbiolégico se dividio en tres fases
de experimentacion: analisis inicial de la
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muestra (inoculacion directa), diluciones
(inoculacion de diluciones) y método de conteo
directo (tincion Gram). Estas fases fueron
realizadas para los siguientes
microorganismos: aerobios mesdfilos (género
Staphylococcus, género  Streptococcus,
género Campylobacter), hongos filamentosos,
levaduras, género Salmonella, género Listeria,
Escherichia coli y género Bacillus; a estos, se
estimulé el crecimiento haciendo uso del
método tradicional de preparacion de
diferentes medios de cultivo sdlidos. Los
resultados microbiolégicos obtenidos para las
cinco empresas, en términos generales,
presentaron una elevada carga microbiana en
todas las muestras de lactosuero, con
presencia ademas, de microorganismos
patégenos. La contaminacion microbiolégica
encontrada en las muestras de lactosuero,
podria originarse de materias primas,
utensilios o provenir de los manipuladores
encargados del proceso de elaboracion de
queso fresco.

PALABRAS CLAVE: Lactosuero, estudio microbiolégico,

microorganismos, inocuidad alimentaria

| ABSTRACT: The present investigation had as its main goal;
| o determinate the microbiological quality of
pasteurized fresh cheeses” whey of the dairy
producers in the canton Mejia — parroquia
Machachi. Therefore, an initial recollection of
information, to select five medium fresh cheese
production companies and elaborate a
microbiological study of each of its whey;
perhaps based in the Ecuadorian normative for
milk’s liquid whey microbiological
requirements. Consequently, the samples
processing, the microbiological study was
divided in three types of experimentation: initial
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analysis of the sampling (direct inoculation),
dissolutions” methods (dilusion’s inoculation)
and direct counting method (Gram staining).
These phases were done by the following
microorganisms: aerobic mesophilics,
Sthaphylococcus  gender,  Streptococcus
gender, Campyiobacter gender, filamentous
fungi, yeast, Salmonella gender, Listeria
gender, Escherichia coli y Bacillus gender; to
which, its development was stimulated by
using the traditional preparation method of
solid culture media. The microbiological
results obtained among the five companies, in
general terms, showed a high amount of
microbial presence in all the whey samples,
even, of pathogens microorganisms. The
microbiological contamination found in the
whey” samples, it can be originated by raw
materials, utensils or the manipulators in
charge of the fresh cheese elaboration.

KEYWORDS: T Whey, microbiological analysis ;

| microorganisms, food safety
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RESUMEN

El presente trabajo tuvo como objetivo, determinar la calidad microbiologica
del suero de queso fresco pasteurizado de los productores lacteos del canton
Mejia — parroquia Machachi. Para ésto, se realiz6 un levantamiento de
informacion, con el fin de seleccionar cinco medianas empresas productoras
de queso fresco y realizar un estudio microbiolégico de cada lactosuero,
basado principalmente, en la normativa ecuatoriana para requisitos
microbiolégicos de suero de leche liquido. Posterior a la recoleccion de
muestras, el estudio microbiolégico se dividi6 en tres fases de
experimentacién: andlisis inicial de la muestra (inoculacién directa), diluciones
(inoculacion de diluciones) y método de conteo directo (tincion Gram). Estas
fases fueron realizadas para los siguientes microorganismos: aerobios
mesofilos  (género  Staphylococcus, género Streptococcus, género
Campylobacter), hongos filamentosos, levaduras, género Salmonella, género
Listeria, Escherichia coli y género Bacillus; éstos se inocularon, haciendo uso
del método tradicional de preparacion de diferentes medios de cultivo sdlidos.
Los resultados microbioldgicos obtenidos para las cinco empresas, en
términos generales, presentaron una elevada carga microbiana en todas las
muestras de lactosuero, con presencia ademas, de microorganismos
patdgenos. La contaminacién microbiolégica encontrada en las muestras de
lactosuero, podria originarse de materias primas, utensilios o de los

manipuladores encargados del proceso de elaboracién de queso fresco.

Vi



ABSTRACT

The present investigation had as its main goal; to determinate the
microbiological quality of pasteurized fresh cheeses” whey of the dairy
producers in the cantdn Mejia — parroquia Machachi. Therefore, an initial
recollection of information, to select five medium fresh cheese production
companies and elaborate a microbiological study of each of its whey; perhaps
based in the Ecuadorian normative for milk’s liquid whey microbiological
requirements. Consequently, the samples processing, the microbiological
study was divided in three types of experimentation: initial analysis of the
sampling (direct inoculation), dissolutions” methods (dilusion’s inoculation)
and direct counting method (Gram staining). These phases were done by the
following microorganisms: aerobic mesophilics, Sthaphylococcus gender,
Streptococcus gender, Campylobacter gender, filamentous fungi, yeast,
Salmonella gender, Listeria gender, Escherichia coli y Bacillus gender; which
were inoculated by using the traditional preparation method of solid culture
media. The microbiological results obtained among the five companies, in
general terms, showed a high amount of microbial presence in all the whey
samples, even, of pathogens microorganisms. The microbiological
contamination found in the whey samples, it can be originated by raw
materials, utensils or the manipulators in charge of the fresh cheese

elaboration.
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1. INTRODUCCION

En Ecuador, principalmente en la regidon interandina, las actividades
econdmicas ligadas a la industria lechera han crecido notablemente en los
ultimos afios, por lo que, la optimizacion de la cadena de suministros resulta
de gran importancia para reducir pérdidas en el proceso, haciendo uso de los
subproductos de determinadas actividades involucradas durante la

produccion (Jacome & Molina, 2014).

Debido al desperdicio o falta de aprovechamiento del lactosuero, se deben
tomar acciones para mejorar sus usos, tomando en cuenta su alto valor
nutritivo: aproximadamente 50 % de los solidos de la leche, 25 % de las
proteinas, 7 % de la grasa, 95 % de los minerales y casi el 50 % de los
minerales. Sin embargo, dichas cualidades pueden perder su valor, si se
encuentra el lactosuero contaminado (Jacome & Molina, 2014).

Por esta razon, un estudio microbioldgico preliminar del suero de queso fresco
es crucial para la determinacién del cumplimiento de ciertos parametros de
calidad, referentes a la inocuidad alimentaria. Todo ésto, con la finalidad, de
transformar este tipo de subproductos mediante el uso de nuevas tecnologias,
para la obtencion de productos, que ademas, sean inocuos para los seres
humanos y conserven sus propiedades nutricionales. Es decir, del lactosuero,
podrian obtenerse proteinas, bebidas lacteas no fermentadas y fermentadas,
entre otros productos funcionales, siempre y cuando, se garantice su
inocuidad (Hernandez & Vélez, 2014).



La Universidad Tecnolégica Equinoccial se encuentra integrada en la Red
Tematica de Lacteos y Derivados Funcionales (RTLF) propuesta por la Red
de Universidades para la Investigacion (REDU). Participa activamente en la
aplicacion de alternativas de uso tecnologico del suero de leche en Ecuador,

por lo que, el tema de estudio a realizar tiene gran importancia en este sentido.

Las actividades experimentales de investigacion, se realizaran en los
laboratorios de Microbiologia de la Universidad Tecnolégica Equinoccial y la

Universidad Politécnica Salesiana.

El presente trabajo tuvo como objetivo general, determinar la calidad
microbioldgica del suero de queso fresco pasteurizado de los productores

lacteos del canton Mejia — parroquia Machachi.

Para cumplir con este objetivo se establecieron los siguientes objetivos

especificos:

— Determinar la linea base de produccion de suero de queso fresco
pasteurizado de los productores lacteos del cantdn Mejia — parroquia

Machachi.

— ldentificar los productores lacteos del cantdn Mejia — parroquia
Machachi, con los que se trabajara en el estudio microbioldgico de sus

lactosueros.

— Caracterizar los aspectos microbiolégicos del suero de queso fresco
pasteurizado de los productores lacteos identificados del cantdn

Mejia — parroquia Machachi.
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2. MARCO TEORICO

2.1 SUERO DE LECHE

2.1.1 DEFINICION

El suero de leche, lactosuero o suero de queso, corresponde, al liquido de
aspecto turbio, color verdoso - amarillento, de sabor fresco y languidamente
dulce; que se obtiene, posterior a, la precipitacion y disociacion de la caseina
(proteina de la leche) en la elaboraciébn de queso. Es decir, este liquido
representa a la fase hidrica de la leche y se produce durante su coagulacion,

después de que se separa de la cuajada (Cordoba, 2013; Vega, 2012).

Presenta el contenido mayoritario (50 % aproximadamente) de sustancias
solubles provenientes de la leche: proteina, lactosa, cierta cantidad de grasa
y sales; y representa desde un 80 % a 90 % del volumen total de leche que
ingresa a formulacion para fabricar queso (Sanchez, Gil, Gil, Giral, Millan, &
Villada, 2009; Veral, Totosaus, Hernandez, Soto, & Bolafios, 2008).

2.1.2 TIPOS DE SUERO DE LECHE

Para la diferenciacion de los tipos de lactosuero, se utiliza como parametro el
pH, por lo que, dependiendo del tipo de coagulacion en la elaboracion de
queso: enzimatica, acida o mixta, se obtendran ciertas caracteristicas
especificas en el suero de queso, que ademas, dependen de aspectos como:
procedencia de la leche, tipo de queso, variaciones del proceso de
elaboracion del mismo. Cabe recalcar, que sobre las caracteristicas del suero
de queseria, influyen directamente las caracteristicas de la cuajada, y éstas

se ven influenciadas por la composicion del coagulo, rigor del trabajo



mecénico, pH, temperatura, y en general, las condiciones mismas del

proceso.

Existen dos tipos principales de lactosuero, procedentes de la fabricacion de
queso Yy vinculados directamente con la coagulacion de la leche durante el
proceso: lactosuero dulce o enzimatico y lactosuero acido (Faria, Coromoto,
& Hernandez, Efecto de la tecnologia quesera sobre la composicion del suero
lacteo, 2002).

2.1.2.1 Suero dulce

Se genera por coagulaciéon enzimatica, cuando se afiade una enzima
proteolitica, con el fin, de inducir la etapa de coagulacion durante la
elaboracion de queso. El fendmeno producido, consiste en la hidrélisis de la
caseina de la leche, dando lugar a dos fases: hidréfila (caseinomacropéptido)
e hidrofoba (paracaseina); es decir, se genera una precipitacion de las
proteinas de la leche, por la formacion de micelas (conjuntos de moléculas)
(Cordoba, 2013).

En el lactosuero dulce existe casi nulidad de presencia de &cido lactico, debido
a gue, practicamente, no se desarrollan sus microorganismos productores. El
pH del suero de queso dulce, presenta valores mayores a 5.8 y es un producto
de la elaboracién de quesos duros, semiduros y frescos quimica mas estable
(Vega, 2012).

2.1.2.2 Suero acido

Se genera por coagulacion acida, por la adicién de un acido mineral u organico
o por la accién de los microorganismos propios de la leche. Cuando el valor
de pH llega a 4.6, que corresponde al punto isoeléctrico de las caseinas, estan

floculan formando un precipitado mas o menos granuloso, pero si la



acidificacion se da lentamente, se formara un coagulo liso y homogéneo que

ocupard el volumen inicial de la leche (Cérdoba, 2013).

Consiste en un suero de queseria con mayor cantidad de calcio y fosfatos, en
relacion, al suero dulce. Sin embargo, contiene menor cantidad de lactosa que
éste (Endara, 2002; Vega, 2012).

2.1.3 COMPOSICION DEL SUERO DULCE DE LECHE

La composicién quimica del lactosuero esta intimamente relacionada con
aspectos como la composicion de la leche utilizada y el tipo de queso
elaborado, ya que, a partir, de dicho procedimiento, se obtendra la cuajada
por acidificacion o adicion de cuajo, y por ende, sus caracteristicas seran

variables entre si (Morales, 2011).

2.1.3.1 Proteina

Con relacion al queso, el suero de queseria contiene un porcentaje bajo de
proteinas (0.6 %), sin embargo, son de mayor calidad nutritiva que las
proteinas no solubles de la caseina que compone el queso, ya que,
constituyen una fuente balanceada de aminoécidos esenciales, ademas, son
de alto valor biologico (por su contenido en leucina, triptéfano, lisina y
aminoéacidos azufrados). En general, las proteinas del lactosuero, representan
un conjunto sustancias nitrogenadas solubles (no precipitan cuando el pH de
la leche es llevado a 4.6) (Cérdoba, 2013; Parra, 2009; Vega, 2012).

Corresponden, con aproximadamente el 20 % de las proteinas de la leche
bovina. Dentro de este porcentaje, la B-lactoglobulina (3-LG) ocupa cerca del
10 % y la a-lactoalbumina el 4 %; ademas, existen inmersas otras proteinas.
Es importante desatacar los diferentes métodos de fraccionamientos, dan

lugar, a la distincién de cuatro fracciones principales de proteinas: albiminas,



globulinas, fraccién proteosa - peptosa, proteinas menores (Coérdoba, 2013;
Endara, 2002; Parra, 2009; Vega, 2012).

Sin embargo, de no ser numerosas dentro de la composicion de este
subproducto de la industria lactea, a las proteinas se les otorga el caracter de
funcionalidad del lactosuero; es por ésto, que en la actualidad, el suero de

leche es altamente utilizado en la industria alimenticia (Morales, 2011).

e [B-lactoglobulina

Proteina del lactosuero perteneciente al grupo de las albuminas, que
representa aproximadamente el 60 % de éstas. Ciertos autores han planteado
su posible papel, como regulador del metabolismo de fosfatos dentro de la

glandula mamaria (Vega, 2012).

La B-Lactoglobulina es no soluble en agua destilada, pero si en diluciones de
sales. Esta proteina es algo termolabil, desnaturalizdndose y precipitando a
una temperatura menor a 73 °C, decir, no tolera temperaturas de
pasteurizacion.

No se encuentra presente en la leche humana, razén por la cual, se la
considera como el factor causante de ciertas reacciones alérgicas en bebés

alimentados con férmulas maternas (Cérdoba, 2013; Endara, 2002).

e da-lactoalbumina

Proteina del lactosuero perteneciente al grupo de las albuminas, que
representa el 25 % de éstas. Su funcion primordial es la biosintesis de la
lactosa dentro de las glandulas mamarias de todos los mamiferos, mediante
el uso de glucosa y galactosa, ademas, consiste en una fuente de

aminoacidos como triptéfano y cisteina (Cordoba, 2013).



La a-lactoalbumina es la proteina del lactosuero menos termolébil y presenta
estabilidad en pH 5.4 (Endara, 2002; Vega. 2012).

e AlbUmina sérica

Llamada también seroalbumina bovina, consiste en una proteina globular que
forma parte del lactosuero y es idéntica a la seroalbumina sanguinea, tanto
en, composicibn, como en peso molecular y otras caracteristicas.
Corresponde, al 5 % de proteinas solubles de la leche bovina (Barrionuevo,
2011; Cérdova, 2013).

e Proteopeptonas

Conformadas por una mezcla heterogénea de polipéptidos, constituyen casi
el 10 % de las proteinas del lactosuero. Dentro de sus principales
caracteristicas, se puede mencionar su alta estabilidad térmica, ya que, sus
componentes contintan siendo solubles después de soportar temperaturas de
calentamiento de 95 °C, durante 20 a 30 minutos y con un pH 4.6 de
acidificaciéon (Coérdoba, 2013; Vega, 2012).

e Inmunoglobulinas

Se consideran como las moléculas méas termoresistentes y de mayor tamafo
presentes en la leche. Estan presentes dentro del conjunto de proteinas
solubles del lactosuero, en un porcentaje de 10 % al 12 %. Son proteinas con
capacidad inmunolégica, ya que, reconocen antigenos y se unen a ellos, con
el fin, de destruirlos; constituyéndose como anticuerpos sintetizados, en

respuesta, al estimulo de los antigenos mencionados (Barrionuevo, 2011).

Las inmunoglobulinas son de las primordiales sustancias antibacterianas de

la leche cruda, ligando varios tipos de bacterias y esporas. Su cantidad en



composicidn es escasa y provienen de la sangre o se sintetizan en el interior

de la glandula mamaria (C6rdoba, 2013).

e Proteinas menores

Representan aproximadamente el 5 % de las proteinas presentes en el
lactosuero. Debido a, su escaso porcentaje, estas proteinas son dificiles de

clasificar (Vega, 2012).

Dentro de este pequefio grupo se encuentran las metaloproteinas, llamadas
asi, por su capacidad de fijar hierro y cobre (irreversiblemente). Se pueden

mencionar las siguientes:

— Lactoferrina: es diferente a la lactoferrina sanguinea y tiene inclinacion
por el hierro, por lo que, cumple un papel importante en la introduccion
del mismo en la leche, a través, de la sangre.

— Transferrina: posee la capacidad de fijar hierro.

— Ceruloplasmina: posee la capacidad de fijar cobre (Cérdoba, 2013).

En general, las proteinas presentes en la composicion del lactosuero, se
encuentran vinculadas directamente con las proteinas de la leche, las cuales,

se encuentran dispuestas en este producto, como lo muestra la Tabla 1.



Tabla 1. Composicién de la proteina de la leche

Aminoacido Proteina (g/100g)
Proteinas del suero 19
a-lactoalbumina 9.8
B-lactoglobulina 3.7
Albimina 1.2
Proteopeptonas 2.4
Inmunoglobulinas 2.4

Lactoferrina

Transferrina

Proteinas de la membrana 2

del glébulo de grasa

(Cordoba, 2013)

2.1.3.2 Grasa

Una de sus principales funcionalidades, es la de ser una excelente fuente de
energia. Inmersa en el lactosuero, la grasa de la leche se presenta, a manera,

de glébulos grasos emulsionados, en suspension en la fase acuosa del suero.

La composiciébn de la materia grasa, en su mayoria, la constituyen los
triglicéridos (98 %), a continuacion, fosfolipidos (0.5 % - 1 %) y otras
sustancias. Este componente, se encarga de transportar vitaminas

liposolubles (A, D, E, entre otras) (Hernandez, 2013).



Es importante mencionar, que el porcentaje de grasa en lactosuero,
presentara variacion, de acuerdo, a su tipo. El lactosuero dulce contiene de
0.2 % - 0.7 % de materia grasa, mientras que, el lactosuero acido muestra un
contenido de 0.04 % (Morales, 2011).

2.1.3.3 Lactosa

Consiste en el principal componente del lactosuero, ya que, ocupa el 73 % de

la totalidad de solidos o materia seca del mismo (Endara, 2002).

Al ser un carbohidrato de facil asimilacion, se establece como una buena
fuente de energia para el organismo humano, y posee un poder edulcorante
de 20 % a 30 %, con relacion, al de la sacarosa. Por esta razon, se utiliza para
la elaboracion de medio de cultivo y leches maternizadas, a nivel industrial
(Hernandez, 2013).

La lactosa puede ser transformada en acido lactico, principalmente, por la

accion de bacterias (Vega, 2012).

2.1.3.4 Vitaminas

El porcentaje bajo en grasa del lactosuero, influye directamente en su
contenido en vitaminas liposolubles. Sin embargo, presenta acido ascorbico y
varias vitaminas del grupo B: tiamina (B1), acido pantoténico (B5), riboflavina
(B2), piridoxina (B6), acido nicotinico (B3), cobalamina (B12); que hacen de
este subproducto, un medio ideal para el desarrollo de fermentaciones (Vega,
2012).
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2.1.3.5 Minerales

Con relacion a la leche bovina, el lactosuero puede tener en composicion,
alrededor, del 90 % de sus minerales: calcio, fésforo, potasio, magnesio y
sodio; que se trasladan a este subproducto de la industria lechera, posterior
a, la fase de coagulacion de la proteina durante la produccién de la cuajada
(Poveda, 2013).

En cuanto, a lo anteriormente mencionado acerca de la composicién del
lactosuero, como se muestra en la Tabla 2, dicha composicion puede diferir,

dependiendo del tipo de lactosuero (dulce y acido).

Tabla 2. Composicién lactosuero dulce y acido

Componente Lactosuero dulce (g/It) Lactosuero &cido (g/It)
Sélidos totales 6.3 63-70
Lactosa 63 -70 44 - 46
Proteina 46 — 52 6-8
Calcio 6-10 12-16
Fosfatos 0.4-0.6 2-45
1-3
Lactato 2 6.4
Cloruros 1.1 1.1

(Morales, 2011)
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2.2 ANALISIS MICROBIOLOGICO

2.2.1 MICROBIOLOGIA DEL SUERO DULCE DE LECHE

Al originarse de la leche, el lactosuero contiene intrinsecamente las
propiedades que debe poseer un medio de cultivo, tales como, alto porcentaje
de humedad, pH cercano a la neutralidad y nutrientes de gran valor biol4gico;
estos ultimos, se encuentran en forma de carbohidratos (lactosa), compuestos
nitrogenados y grasas. En este sentido, los microorganismos sacaroliticos,
proteoliticos y lipoliticos, pueden aprovechar altamente, la lactosa, proteina y
grasa del lactosuero, respectivamente (Moreno, 2015).

2.2.1.1 Microbiologia intrinseca del lactosuero

Corresponden, a un grupo de bacterias anaerobias aerotolerantes, no
esporuladas y Gram positivas, que fermentan la lactosa para producir acido
lactico, con el fin, de producir energia para su metabolismo. Es por ésto, que
la leche y sus derivados, mas aun el lactosuero que contiene alrededor del 73
% de su totalidad en lactosa (Endara, 2002), constituyen un medio ideal para
el desarrollo y crecimiento de bacterias acidolacticas. Dentro de este conjunto

de microorganismos, existen dos grupos:
e Bacterias acidolacticas homofermentativas
Originan de su proceso fermentativo, Unicamente acido lactico. Los géneros:

Streptococcus, Pediococcus, Lactobacillus y Lactococcus pertenecen a este

grupo (Rodriguez & Torres, 2006).
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e Género Streptococcus

Cocos Gram positivos anaerobios facultativos, esféricos u ovalados, con un
diametro de 1 a 1.5 ym disponen a pares o en cadena por la existencia de
puentes de pared celular. Dentro de su metabolismo, fermentan la glucosa

con produccion de acidos.

Consiste en un grupo heterogéneo muy diverso, ya que, algunos son
saprofitos  (organismos que ingieren  sustancias organicas en
descomposicion), otros componen la flora normal del organismo, y finalmente,
los que son patdgenos, tienen la capacidad de ocasionar infecciones diversas
(Pimienta & Vergara, 2007).

e Género Pediococcus

Bacterias Gram positivas, anaerobias facultativas no patégenas. En su

metabolismo, generan &cido lactico D o L y no endosporas.

No producen acidificacion de la leche, ya que, no son capaces de fermentar
lactosa (Pimienta & Vergara, 2007).

e Género Lactobacillus

Microorganismos Gram positivos, microaerofilos (requieren atmésfera con
baja tensiébn de oxigeno) o anaerobios, y algunos pueden desarrollar la
capacidad de crecer en presencia de oxigeno. Algunos bacilos forman parte

de la flora intestinal normal (Pimienta & Vergara, 2007).

Poseen necesidades metabdlicas complejas y variadas entre los organismos
del género, principalmente, de ciertos aminoacidos, riboflavina, piridoxina,
biotina, tiamina, acido félico y acido nicotinico. En este sentido, se dan lugar

a dos grupos de lactobacilos, de acuerdo, a los productos originados, a partir,

13



de la fermentacién del azicar: homofermentativo (transforma casi la totalidad
del azucar fermentada, en &cido lactico) y heterofermentativo (generan
cantidades significativas de otros productos de fermentacion, tales como,

biéxido de carbono, etanol y acido acético) (Pimienta & Vergara, 2007).

e Lactobacillus bifidus
Bacteria anaerobia con forma de bastén, similar al Lactobacillus acidophilus.
Su metabolismo genera acido lactico, a través, de azlcares, y ademas,
fermenta insulina (Pimienta & Vergara, 2007).

e Lactobacillus acidophilus
Bacilos, cuyos cultivos jovenes muestran comportamiento de bacterias Gram
positivas, y los cultivos viejos poseen un comportamiento de tincién bipolar.
Se encuentran en mayor cantidad en el intestino, al aumentar la ingesta de
hidratos de carbono (Pimienta & Vergara, 2007).

e Lactobacillus bulgaricus
Bacilo menos tolerante que el L. acidophilus, en cuanto, a las condiciones del
medio para su crecimiento. Este microorganismo, generalmente, no tolera
temperaturas de 15 °Cy pH 7.8.

e Geénero Lactococcus
Generan &cido lactico de su metabolismo, mayoritariamente, a una

temperatura optima de 30 °C, y poseen la capacidad de crecer hasta a 10 °C
(Rodriguez & Torres, 2006).
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Microorganismos de gran utilidad en la industria alimenticia para la produccion
de lacteos, al usarse como fermentos; ademas, son capaces de producir

bacteriocinas para la preservacion de productos (Rodriguez & Torres, 2006).

e Bacterias acidolacticas heterofermentativas

Originan de su proceso fermentativo, ademas de acido lactico, otros
compuestos como: 4cido acético, didéxido de carbono, etanol, acido acético.
Los géneros Leuconostoc y Lactobacillus pertenecen a este grupo (Rodriguez
& Torres, 2006).

e Género Leuconostoc

Bacterias Gram positivas anaerobias facultativas no patégenas. Su
metabolismo depende directamente de la existencia de un carbohidrato
fermentable, dando lugar, a componentes como: acido lactico, etanol, didxido
de carbono y diacetilo (genera aromas en productos), este ultimo, mediante el

citrato de la leche (Pimienta & Vergara, 2007).

2.2.1.2 Microbiologia extrinseca del lactosuero

La contaminacién de la leche, y por ende, del lactosuero mediante de este tipo

de flora microbiana, puede ocurrir por dos vias principales:

Via mamaria: ocurre por via ascendente, cuando ingresan a la ubre
microorganismos como Staphylococcus aureus, Streptococcus, Coliformes;
debido a que, después de la etapa de orderio, el esfinter del pezén presenta
apertura a estos organismos porque queda abierto. Ademas, sucede por via
descendente cuando se presenta una enfermedad sistémica, que produce el
transporte de microorganismos (Salmonella, Brucellas, Mycobacterium) hacia
la ubre, a través, de los capilares mamarios irrigados por sangre del animal
(Moreno, 2015).
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Via ambiental: se origina por el contacto con diferentes vectores de
contaminacion, a manera, de contaminacion cruzada. Ocurre, posterior, al

proceso de ordefio desde la ubre bovina al exterior.

Como principales vectores contaminantes, se pueden mencionar: tanques de
almacenamiento, manipuladores, sistemas de transporte y utensilios que

tengan contacto con el producto (Toalombo, 2011).

Segun la NTE INEN 2594:(2011) Suero de leche liquido. Requisitos, dentro
de los requisitos microbiol6gicos para suero de leche liquido, presenta
indicadores de tolerancia para la presencia de algunos microorganismos

alterantes principales. Estos microorganismos son los siguientes:

e Microorganismos aerobios mesofilos

Se denomina asi, al grupo heterogéneo de bacterias que se desarrollan, de
manera optima, a 35 °C, sin embargo, abarcan un rengo entre 15 °C a 45 °C.
Al hablar de microorganismos aerobios mesofilos, se hace también referencia

directa a su uso de oxigeno libre en el ambiente (Bufiay & Peralta, 2015).

Este conjunto de microorganismos se conforma por: bacterias, mohos y
levaduras. Dentro de la tematica de alimentos, la presencia de estos
organismos, sirve como indicador de calidad en productos terminados,
informacion de: vida 0til y posibles procesos de produccién inadecuados y
descontrolados, asi como, materias primas contaminadas (Bufiay & Peralta,
2015).

e Escherichia coli
Bacilo Gram negativo anaerobio — facultativo, que forma parte de la familia de

las Enterobacteriaceas. Bacteria mesofila, cuya temperatura Optima de

crecimiento y desarrollo son los 37 °C, por lo que, se encuentra en el interior
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del intestino grueso humano. En el interior de este 6rgano, tiene la capacidad
de producir infecciones por enterotoxinas, comunmente, por el consumo de

carne cruda y otros alimentos contaminados (Rodriguez & Torres, 2006).

En cuanto a, la leche, la Escherichia coli puede aprovechar sus proteinas y
lactosa, ocasionando alteraciones organolépticas del producto. La presencia
de este microorganismo en un alimento es un indicador de contaminacion

fecal. La pasteurizacion destruye a la E. coli (Pimienta & Vergara, 2007).

e Staphylococcus aureus

Coco Gram positivo anaerobio - facultativo, cuyo Optimo crecimiento y
desarrollo se ejecuta de 30 °C a 37 °C, pudiendo ademas, aprovechar
temperaturas comprendidas entre 6.5 °C — 46 °C. Posee la capacidad de
producir enterotoxinas causantes de intoxicacion alimentaria, las cuales, son
termorresistentes a 100 °C por periodos de 30 minutos (Pimienta & Vergara,
2007).

Cuando son identificados en alimentos, se establecen como indicadores de
inadecuada manipulacion por humanos (falta de higiene), contacto con
respiracion humana, incorrectos procesos de eliminacion de patdgenos. Su
presencia, ademas, puede sugerir la existencia de infecciones intramamarias
(Rodriguez & Torres, 2006).

e Salmonella
Bacilos Gram negativos anaerobios facultativos. Se desarrollan a una
temperatura optima de 35 °C — 37 °C, sin embargo, abarcan unrangode 5

°C a47 °C (Gonzalez, Pereira, Soto, Hernandez, & Villarreal, 2010; Zambrano,
2014).
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Se constituyen como la causa mas comun de transmision de enfermedades
por ingesta de alimentos. En gran medida, al encontrarse estos
microorganismos contenidos en el intestino de muchos animales, su
transferencia al organismo humano es por via fecal oral (Gomez, Villarruel,
Torres, & Castro, 2012).

La detecciébn de Salmonella en alimentos, puede indicar la necesidad de
aplicar al producto, procedimientos destructivos de microorganismos, tales
como, la pasteurizacion; con la finalidad, de producir alimentos seguros para
el consumo humano (Martinez & Gomez, 2014).

e Listeria monocytogenes

Bacteria Gram - positiva, aerobia o anaerobia facultativa, cuya temperatura
Optima de crecimiento es 37 °C, sin embargo, puede desarrollarse en un rango
entre 1 °C y 45 °C. La Listeria monocytogenes se distingue de otros patdgenos
como la Salmonella o Staphylococcus aureus, ya que, su desarrollo no resulta
inhabilitado cuando la bacteria es sometida a temperaturas de refrigeracion,

por lo que, es considerada un organismo psicrétrofo (Morales, 2015).

Dentro del género Listeria, la L. monocytogenes tiene gran relevancia al
momento de hablar de patogenicidad, ya que, las especies restantes no han
estado relacionadas con esta tematica, no obstante, su presencia y deteccién
en alimentos puede indicar la existencia de L. monocytogenes (Juan,
Vazquez, Rosas, & De la O, 2011).

Esta bacteria habita en varios ambientes: terrestre (suelo, aguas residuales,
materia fecal), acuicola, y referente al tema actual, en lugares de
procesamiento de alimentos (camaras de frio, cintas transportadoras, tineles
de enfriamiento y congelacion, entre otros). En este sentido, al ser este
patdbgeno, competente en medios como alimentos refrigerados (leche,

vegetales, carne), puede ser transferido al organismo humano, mediante la
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ingesta de alimentos o por contacto con mucosas de animales infectados,
provocando asi, la infeccién conocida como listeriosis (Morales, 2015).

La L. monocytogenes resiste una baja actividad de agua, y por ende,
desarrollarse en alimentos altamente grasos, tales como, los quesos
semiduros. Pero ademas, se puede detectar en quesos blandos y
semiblandos, debido, a su alta actividad de agua intrinseca (Juan, De la O,
Vazquez, Rios, & Rosas, 2011).

2.3 CANTON MEJIA

2.3.1 UBICACION GEOGRAFICA

Con relacion, a la provincia de Pichincha, se ubica al sur-oriente en Ecuador.
Sus limites geogréficos son:

Norte: Canton Rumifiahui, Santo Domingo

Sur: Provincia de Cotopaxi

Este: Provincia de Napo

Oeste: Provincia de Cotopaxi y Provincia Santo Domingo de los Tséachilas
(Duque, 2014; Mulky, 2012).
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PROVINCA DE ESMERALDAS

A SANTO DOMINGO DELOS
TSACHLAS

/ PROVINGA DE COTOPAX! )

Figura 1. Ubicacion del Cantén Mejia, con respecto, a la provincia de Pichincha

(Sistema Nacional de Informacién, 2015)

2.3.2 DIVISION POLITICA

El cantdn Mejia, se compone por ocho parroquias:

Urbana: Machachi (cabecera cantonal)

Rurales: Aloag, Aloasi, Manuel Cornejo Astorga, Cutuglagua, ElI Chaupi,

Tambillo, y Uyumbicho (Duque, 2014).
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Figura 2. Mapa politico del Cantén Mejia

(Duque, 2014)

2.3.3 GENERALIDADES DEL CANTON
El canton Mejia presenta ciertas caracteristicas geograficas que lo diferencian

de los demas cantones de la Sierra ecuatoriana, como se muestra en la Tabla
3.
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Tabla 3. Caracteristicas generales del Canton Mejia

Superficie 1 410.82 km?
Altitud 600 — 4 750 m.s.n.m
Temperatura: Minima: 1.8 °C

Maxima: 21.5 °C

Precipitacion promedio mensual del 131mm 77.6 %
canton
Humedad relativa del cantén 77.6 %
Poblacion: Sector rural: 64820 habitantes (80 %)

Sector urbano: 16515 habitantes (20 %)
Total: 81335 habitantes

(Mulky, 2012; Sistema Nacional de Informacion, 2010)

2.3.4 SISTEMA ECONOMICO

2.3.4.1 Agriculturay Ganaderia

El canton constituye su actividad econdmica, netamente, en la actividad
agricola (2300 has. anuales de produccion de maiz, hortalizas, habas y papa);
debido a, su riqueza en recursos hidricos y las caracteristicas propias de sus
suelos volcanicos. Sin embargo, la ganaderia se desarrolla crecientemente,
en un contexto de grandes haciendas y pequefias y medianas empresas
(Mulky, 2012).

En este sentido, el canton cuenta con 96937 hectareas de terreno cultivable,
en los cuales: 59962 has. son utilizadas para ganado lechero, 5420 has. son
destinadas a la agricultura, 1408 has. para cultivos con fines de exportacion y
28017 has. corresponden, a paramos altos (generacion de agua) (Sistema
Nacional de Informacion, 2015). En cuanto, a la ganaderia, las hectareas de
pasto designado a esta actividad, mantienen a aproximadamente 350000
bovinos (7 % del total de poblacion bovina del pais), lograndose los indices

mas altos de tecnificacion en manejo de ganado vacuno en Ecuador, ademas,
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se generan diariamente, alrededor de 860000 litros de leche para la ciudad de
Quito (Mulky, 2012).

Mayoritariamente, para la produccion lechera, el clima templado es el mas
apropiado para el desarrollo de ganado vacuno lechero. Para produccion de
leche, en Ecuador existen 298962 Unidades Productivas Agropecuarias
(UPAs), con un rendimiento diario de 4.4 L/vaca, De los cuales, el 35 %
representa la leche cruda para consumo y venta, 23 % alimentacion de

terneros y 11 % leche no recolectada (productos artesanales) (Mulky, 2012).

En el cantén Mejia, en los ultimos diez afios, ha crecido la actividad industrial,
motivada por aspectos como la cercania a la Panamericana Sur, ademas, de
establecerse este canton como un nexo de union entre Sierra Norte — Sierra
Sury de éstas con la Costa ecuatoriana. En este lapso de tiempo, se ha dado
lugar, a la generacién de nuevas industrias y el fortalecimiento de las
existentes, perteneciendo el 52 % de éstas, al grupo de empresas encargadas

de elaborar productos alimenticios (Duque, 2014).

La ganaderia consiste en una buena y estable fuente de ingreso econémico
al canton, ya que, genera aproximadamente 1.5 millones de empleos directos
e indirectos. Como se menciond anteriormente, la Sierra ecuatoriana es la
regibn mas ganadera, concentrandose esta actividad en provincias como:
Pichincha, Loja y Azuay; mientras que, en la Costa: Manabi y Guayas; en la
serrania se encuentran alrededor de 2583353 cabezas de ganado vacuno, en
la calida zona costera existen 1968576 y en la region oriental 642796 (Mulky,
2012).

En Ecuador, existen seis principales grandes empresas de lacteos:

— Sierra: Nestlé (300000 L), Andina (110000 L), Nutrileche (140000 -
160000 L) y Pasteurizadora Quito (160000 - 180000 L).
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— Costa: Rey leche (160000 - 180000 L) y Tony (160000 -180.000 L)

(Sistema Nacional de Informacion, 2015).

Mejia genera diariamente 240000 litros de leche cruda, provenientes de las
parroquias: Machachi, Aléag, Tambillo, Aloasi, Cutuglahua, Uyumbicho y El
Chaupi. Esta leche, se utiliza principalmente para ser pulverizada (leche en
polvo), y la cantidad restante se consigna a pasteurizadoras de otros sectores
(Mulky, 2012).
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3. METODOLOGIA

3.1. MATERIALES

3.1.1. MATERIA PRIMA

Suero de queso fresco pasteurizado de los productores lacteos ubicados en

el cantdn Mejia — parroquia Machachi.
3.1.2. INSTRUMENTOS PARA ANALISIS MICROBIOLOGICO

Recipientes esterilizados de material inerte para almacenar suero, cajas Petri
(vidrio y plastico), frascos autoclavables, tubos de ensayo, gradillas para tubos
de ensayo, micropipetas, pipetas, porta - tips, puntas para micropipeta, asas
de Digralsky, asas de platino, espatula, imanes de agitacion, tubos de ensayo,

goteros, portaobjetos, cubreobjetos.

3.1.3. REACTIVOS

Medios de cultivo (agares): Macconkey, SDA (Agar Sabouraud Dextrosa),
YDP (Yeast Extract — Peptone — Dextrose), Sangre, SS (Salmonella Shigella
Agar), TSA (Tryptic Soy Agar), Oxford, MYP (Manitol — Yema de huevo —
Poliximina), caldo lactosado, agua destilada, cristal violeta, safranina, lugol,
alcohol 70 %, alcohol 96 %.
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3.2 HERRAMIENTAS / TECNICAS

3.2.1. EQUIPOS

Balanza analitica, plancha de agitacion con temperatura, autoclaves, camara
de flujo laminar, mechero, incubadora, refrigeradora, congelador, microscopio

optico.

3.2.2. NORMATIVA

Norma Técnica Ecuatoriana INEN 2594:(2011) Suero de leche liquido.
Requisitos.

3.3 METODOS

Con la finalidad, de identificar a los productores lacteos del cantén Mejia —
parroquia Machachi, a cuyas muestras de lactosuero se les realiz6 el estudio
microbioldgico, se elaboré una encuesta a los productores, que permitio el
levantamiento de informacién, acerca de la produccion y elaboracion de sus
principales productos y el lactosuero El modelo de encuesta se encuentra
detallado en el Anexo I.

Las encuestas se realizaron en el canton Mejia — parroquia Machachi, en las
instalaciones utilizadas por los productores, en una reunién de tematica

relacionada con sus actividades productivas.
Cabe mencionar, que el proceso de encuestas fue realizado, con el fin, de

identificar a los productores lacteos, con el objetivo principal, de organizar la

logistica de este proyecto.
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3.3.1 PROCESAMIENTO DE LA MUESTRA

Se tomaron muestras de suero de leche, correspondientes, a los cinco
diferentes productores lacteos identificados y ubicadas en el Canton Mejia —

Parroquia Machachi.

Se almacenaron alrededor de 200 ml (en total) de suero dulce de queso
fresco, con la ayuda de dos recipientes estériles, mediante la inmersion de
éstos (lo menor posible) en el centro de las tinas de desuerado, con el fin, de
obtener una muestra representativa de este subproducto de queseria. A
continuacion, los recipientes fueron etiquetados vy refrigerados en un cooler
con hielo, para la conservacion de la cadena de frio desde el cantén Mejia
hasta el Laboratorio de Microbiologia de la Universidad Politécnica Salesiana,
donde fueron almacenados asépticamente y en congelacion a — 80 °C, para

Su posterior procesamiento y analisis.

Las muestras fueron recopiladas, con el objetivo, de estudiar la microbiologia
general del suero dulce de leche, y de este modo, generar un resultado
inclinado hacia la calidad, en términos de inocuidad, del lactosuero, y por
ende, del proceso productivo del queso fresco en las pequefias empresas de

Machachi — canton Mejia.
Los ensayos fueron realizados en los laboratorios de Microbiologia de la
Facultad de Ingenieria de la Universidad Tecnoldgica Equinoccial y los

laboratorios de Ciencias de la Vida de Universidad Politécnica Salesiana.

La metodologia utilizada para el analisis realizado en esta experimentacion,

se dividié en tres fases:
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3.3.2 TIPOS DE EXPERIMENTO

3.3.2.1 Andlisis inicial de la muestra

e Microrganismos aerobios mesofilos

Se prepar6 en frasco hueco, agar Macconkey, disolviendo 50 g en 1 L de agua
destilada, posteriormente, se homogeniz6 totalmente la mezcla con la ayuda
de plancha e iman de agitacion, y se procedid, a autoclavar a 1 atm de presion,
121 °Cy por un periodo de 30 min, con el fin, de esterilizar el medio de cultivo.
Cuando éste bajé de temperatura, se realizé su dispersion en cajas Petri de
vidrio (previamente esterilizadas) en el interior de la camara de flujo y
haciendo uso del bulbo de fuego, de este modo, asegurando condiciones

aseépticas.

Una vez, el medio de cultivo se solidificé en el interior de las cajas Petri, se
inoculd asépticamente por empresa, 0.1 ml de lactosuero homogenizado (para
siembra directa, por caja Petri y duplicado); para este fin, se utilizé6 micropipeta
graduada con puntas estériles (una para cada siembra de cada empresa). A
continuacion, mediante el asa de Digralsky estéril y en un radio de 10 cm del
bulbo de fuego (con mechero), se dispersoé la muestra sobre el agar, haciendo
movimientos de lado a lado y en rotacibn de la caja (sin abrirla

completamente), con el fin, de dispersarla uniformemente sobre la superficie.

Acabada la siembra de las muestras, se apilaron en grupos de maximo seis
cajas Petri, como indica la Norma Técnica Ecuatoriana INEN 1529-5:(2006)
Control Microbiolégico de los Alimentos. Determinacion de la Cantidad de
Microorganismos Aerobios Mesofilos (modificada y denominada INEN - ISO
4833 Microbiologia de los alimentos para consumo humano y animal. Método
horizontal para el recuento de microorganismos. Técnica de recuento de
colonias a 30 °C); y fueron envueltas con papel aluminio, codificadas

adecuadamente e incubadas a 36 °C, por un periodo de 24 horas; terminado
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el tiempo de incubacion de microorganismos aerobios mesofilos, se determind
la viabilidad de la realizacion de un conteo de UFC/g de muestra, cuando no

se encuentra diluida.

En agar Mcconkey se inhibe el desarrollo de bacterias Gram positivas y ciertas
Gram negativas exigentes, debido a, su composicion de sales biliares y cristal
violeta; es un medio de cultivo selectivo y diferencial para enterobacterias y
bacilos Gram negativos entéricos relacionados; posee como fuente de
hidratos de carbono, a la lactosa y el indicador es el rojo neutro (Universidad
de Sevilla, 2013). Por ésto, para el conteo de UFC (Unidades Formadoras de
Colonia), se hizo uso de las cajas con una cantidad de 30 a 300 colonias (para
la obtencién de resultados confiables) de diferentes tonos de rojo y
redondeadas; se incluyeron todas, inclusive las que presentaron un tamafo
pequefio, y las colonias incoloras, que correspondieron a las bacterias no
fermentadoras de lactosa (Dpto Quimica Organica Universidad de Buenos
Aires, 2013).

e Levaduras

Se prepar6 agar YDP (Yeast Extract — Peptone — Dextrose) y se realizd
inoculacién directa de muestra de lactosuero, replicando el procedimiento
descrito en el numeral 3.4.2.1 para microorganismos aerobios mesdfilos,
mediante la variacién de la formulacion para preparar el medio de cultivo
(65 g en 1L de agua destilada) y las condiciones de incubacion (25 °C, por un
periodo de 72 horas).

Al igual, que para el agar Macconkey, este proceso fue realizado para

determinar la viabilidad de la realizacion de un conteo de UFC de muestra,

cuando no se encuentra diluida.
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El agar YDP es un medio que contiene solamente dextrosa (fuente de hidratos
de carbono, suministros de extracto de levadura y sales), lo cual, permite el
desarrollo de levaduras como Saccharomyces cerevisiae (DIFCO, 2009).

Culminado el periodo de incubacion, se contaron las colonias jovenes de
levaduras (humedas), que tuvieron forma redondeada, color blanquecino, y en
ciertos casos, cremoso. Cabe recalcar, que las levaduras con mayor periodo
de incubacion, presentan un aspecto redondo, concavo, e incluso, pueden ser
de forma estrellada (INEN, 2013).

e Hongos filamentosos

Se preparé agar SDA (Agar Sabouraud Dextrosa) y se realizd inoculacion
directa de muestra de lactosuero, replicando el procedimiento descrito en el
numeral 3.4.2.1 para microorganismos aerobios mesofilos, y usando la misma
formulacion y condiciones de incubacion que para el agar YDP: 65gen 1L
de agua destilada; y 25 °C, por un periodo de 72 horas, respectivamente.

Al igual, que para el agar Macconkey y SDA, este proceso fue realizado para
determinar la viabilidad de la realizacién de un conteo de UFC, cuando la

muestra no se encuentra diluida.

El agar SDA favorece el crecimiento de hongos filamentoso, por su pH bajo,

que resulta inhibitorio para el desarrollo de bacterias (DIFCO, 2009).

Culminado el periodo de tiempo de incubacién, se contaron las colonias de

aspecto algodonoso y blancas (INEN, 2013).
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3.3.2.2 Método de diluciones

e Microorganismos aerobios mesofilos

Se elaboraron seis diluciones pertenecientes a cada una de las cinco
medianas empresas del canton Machachi. Con el fin, de que la temperatura
del diluyente (agua destilada) sea lo mas similar a la de las muestras
(lactosuero), éstas fueron descongeladas al ambiente y sin métodos térmicos,
para evitar lesionar a los microorganismos por cambios subitos de
temperatura (INEN, 2013).

Se tomo6 1 ml muestra homogenizada (mediante pipeta graduada y puntas
estériles) y se coloco en tubo esterilizado que contenia 9 ml de agua destilada
(diluyente), una vez, homogenizada la mezcla (dilucion 10~1), a partir de ésta,
se realizé una diluciéon sucesiva, transfiriendo 1 ml de la dilucién 1071
(suspension inicial), a otro tubo que contenia 9 ml de diluyente estéril a la
temperatura adecuada (evitando que la pipeta entre en contacto con el
diluyente), y se obtuvo la dilucién 1072; el proceso fue replicado para las
diluciones 1073 - 107 (INEN, 2013). Esta fase se realiz6 para establecer el
namero de diluciones necesarias a utilizar para garantizar un conteo veraz en
el estudio de la microbiologia total del lactosuero de cada una de las queseras
de Machachi; es decir, alcanzar el nimero adecuado de microorganismos por
cm3, y de este modo, reportar correctamente los resultados correspondientes
(INEN, 2013).

Se preparé agar Macconkey, utilizando la misma metodologia descrita en el
numeral 3.4.2.1 para microorganismos aerobios mesofilos, con algunas
variaciones. Se inocularon asépticamente por empresa, 0.1 ml de lactosuero
(para siembra directa, por caja Petri y duplicado); y 0.1 ml de cada dilucién
(por caja Petri y por duplicado); para este fin, se utilizé6 micropipeta graduada
con seis puntas estériles (una para cada siembra directa y una para cada par

de cajas de cada dilucion).
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Cabe mencionar, que una vez que fueron utilizadas las diluciones en la
inoculacién, se almacenaron en refrigeracion a 5 °C (temperatura que detiene
el metabolismo de los microorganismos), para seguir usandolas en las
siguientes etapas del estudio microbioldgico. Ademas, posterior a la
elaboracion y conteo de colonias en las diluciones 1071 - 107° de agar
MacConkey, en la siguiente fase sélo fueron inoculadas diluciones 1071, 1072

y 1073, debido a, las caracteristicas encontradas en el crecimiento bacteriano.

Acabada la siembra de las muestras, se apilaron en grupos de maximo seis
cajas Petri, como indica la NTE INEN 1529-5:(2006) Control Microbiologico de
los Alimentos. Determinaciéon de la Cantidad de Microorganismos Aerobios
Mesdfilos (modificada y denominada INEN - ISO 4833 Microbiologia de los
Alimentos para Consumo Humano y Animal. Método Horizontal para el
Recuento de Microorganismos. Técnica de Recuento de Colonias a 30 °C); y
fueron envueltas con papel aluminio, codificadas adecuadamente e incubadas
a 36 °C, por un periodo de 24 horas; terminado el tiempo de incubacion de
microorganismos aerobios mesofilos, se hizo el conteo de UFC y se determind
el nimero de diluciones requeridas, con el fin, de obtener resultados factibles

de la experimentacion.

e Levaduras
Se prepar6 agar YDP y se le realiz6 inoculacion de diluciones de muestra de
lactosuero, replicando el procedimiento descrito en el numeral 3.4.2.1

microorganismos aerobios mesofilos, mediante las siguientes variaciones:

Se prepararon diluciones 10~! hasta 1072, de las muestras de empresas que

mostraron resultados MNPC en siembra directa.

Se uso de caldo lactosado, en lugar, de agua destilada para los tubos que

contenian las diluciones.
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La formulacion para preparar el medio de cultivo fue: 65 g en 1 L de agua
destilada (diluyente).

Las condiciones de incubacion fueron: 25 °C, por un periodo de 72 horas;

previo al conteo de UFC.

e Hongos filamentosos

Se prepar6 agar SDA 'y se le realiz6 inoculacion de diluciones de muestra de
lactosuero, replicando el procedimiento descrito en el numeral 3.4.2.1
Microorganismos aerobios mesofilos, mediante las siguientes variaciones

(mismas que par agar YDP):

Se prepararon diluciones 10~ hasta 1073, de las muestras de empresas que

mostraron resultados MNPC en siembra directa.

Se uso6 de caldo lactosado, en lugar, de agua destilada para los tubos que

contenian las diluciones.

La formulacion para preparar el medio de cultivo fue: 65 g en 1 L de agua

destilada (diluyente).

Las condiciones de incubacion fueron: 25 °C, por un periodo de 72 horas;
previo al conteo de UFC.

e Staphylococcus aureus, Streptococcus y Campylobacter

Se utilizaron cada una de las diluciones preparadas y almacenadas en
refrigeracion, pertenecientes a cada una de las empresas del cantén
Machachi. Como se mencion6 anteriormente, establecido el numero
adecuado de diluciones a utilizar (1071, 1072 y 1073), se procedi6 a elaborar

el medio de cultivo: agar sangre.
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Se preparé en frasco hueco, agar base, disolviendo 40 g en 1 L de agua
destilada, posteriormente, se homogenizé totalmente la mezcla con la ayuda
de plancha e iman de agitacion y se procedio, a autoclavar a 1 atm de presion,
121 °Cy por un periodo de 30 min, con el fin, de esterilizar el medio de cultivo.
Cuando éste bajé de temperatura (alrededor de 45 °C — 50 °C), se agrego el
5 % del medio de cultivo preparado, en sangre de cordero estéril y
desfibrinada (5 ml) y fue homogenizado. Se realizo la dispersion de este medio
de cultivo en cajas Petri de vidrio (previamente esterilizadas) en el interior de
la cdmara de flujo y haciendo uso del bulbo de fuego, de este modo,
asegurando condiciones asépticas.

Posteriormente, se inocularon asépticamente por empresa, 0.1 ml de
lactosuero (para siembra directa, por caja Petri y duplicado); y 0.1 ml de cada
dilucién (por caja Petri y por duplicado); para este fin, se utiliz6 micropipeta
graduada con seis puntas estériles (una para cada siembra directa y una para
cada par de cajas de cada dilucion). A continuacién, mediante el asa de
Digralsky estéril y en un radio de 10 cm del bulbo de fuego (con mechero), se
dispersé la muestra sobre el agar, haciendo movimientos de lado a lado y en
rotacion de la caja (sin abrirla completamente), con el fin, de dispersarla

uniformemente sobre la superficie.

Acabada la siembra de las muestras, se apilaron en grupos de maximo seis
cajas Petri, y fueron envueltas con papel aluminio, codificadas

adecuadamente e incubadas a 36 °C, por un periodo de 24 horas.

Terminado el tiempo de incubacién, se procedié al conteo de UFC de tres
diferentes tipos de bacterias: para las colonias de S. aureus, se contaron las
colonias circulares y convexas, de color blanco; en cuanto, a las colonias de
Campylobacter se presentaron de color rosa palido, redondas, convexas,
lisas y brillantes, con un borde regular, muchas veces, en cadena
(Organizacion Mundial de Sanidad Animal, 2008); finalmente, para las

colonias de Streptococcus se contaron las esféricas u ovoides de color
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grisdceo a negro y gamma — hemoliticas (sin hemalisis alrededor) (Rodriguez,
2008).

e Salmonellay Shigella

Al igual que para el agar sangre, se utilizaron las diluciones preparadas y
almacenadas en refrigeracion (1071, 1072 y 1073), pertenecientes a cada una

de las cinco empresas del canton Machachi.

Se preparo en frasco hueco, agar SS (Salmonella Shigella Agar), disolviendo
60 g en 1 L de agua destilada esterilizada (1 atm, 121 °C y 30 min), se dejo
reposar la mezcla durante cinco minutos y se homogenizé (alrededor de 3
horas) con la ayuda de plancha de agitacion, llevandolo a ebullicion durante
un minuto para la disolucion total. Cuando éste bajé de temperatura (alrededor
de 45 °C - 50 °C), se realiz6 la dispersion de este medio de cultivo en cajas
Petri de vidrio (previamente esterilizadas), haciendo uso del bulbo de fuego

del mechero, para garantizar condiciones asépticas.

Posteriormente, se inocularon asépticamente por empresa, 0.1 ml de
lactosuero (para siembra directa, por caja Petri y duplicado); y 0.1 ml de cada
dilucion (por caja Petri y por duplicado); para este fin, se utilizO micropipeta
graduada con seis puntas estériles (una para cada siembra directa y una para
cada par de cajas de cada dilucion). A continuacion, mediante el asa de
Digralsky estéril y en un radio de 10 cm del bulbo de fuego (con mechero), se
disperso la muestra sobre el agar, haciendo movimientos de lado a lado y en
rotacion de la caja (sin abrirla completamente), con el fin, de dispersarla

uniformemente sobre la superficie.
Acabada la siembra de las muestras, se apilaron en grupos de maximo seis

cajas Petri, y fueron envueltas con papel aluminio, codificadas

adecuadamente e incubadas a 36 °C, por un periodo de 24 horas.

35



El Agar SS es moderadamente selectivo, ya que, por su contenido en sales
biliares, colorante verde brillante y citratos (sédico y férrico), impide el
desarrollo de microorganismos Gram - positivos y enterobacterias, diferentes
de Salmonella y Shigella. EI componente que otorga la selectividad es la
lactosa, los organismos que la fermentan, formaron colonias rojas. Mientras
que, para Salmonella, El tiosulfato de sodio y citrato férrico permiten la
deteccion de la produccion de sulfuro de hidrogeno, por lo que, se contaron

las colonias con centro negro (DIFCO, 2009; Universidad de Sevilla, 2013).

e Escherichiacoli

Se preparoé en frasco hueco, agar TSA (Tryptic Soy Agar), disolviendo 40 g en
1 L de agua destilada, posteriormente, se homogeniz6 totalmente la mezcla
con la ayuda de plancha e iman de agitacion y se procedio, a autoclavar a 1
atm de presion, 121 °C y por un periodo de 30 min, con el fin, de esterilizar el
medio de cultivo. Se realiz6 la dispersion de este medio de cultivo en cajas
Petri esterilizadas en el interior de la cAmara de flujo y haciendo uso del bulbo

de fuego, de este modo, asegurando condiciones asépticas.

Posteriormente, se inocularon asépticamente por empresa, 0.1 ml de
lactosuero (para siembra directa, por caja Petri y duplicado); y 0.1 ml de cada
dilucion: 1071, 1072 y 10~3 (por caja Petri y por duplicado); para este fin, se
utilizé micropipeta graduada con seis puntas estériles (una para cada siembra
directa y una para cada par de cajas de cada dilucion). A continuacion,
mediante el asa de Digralsky estéril y en un radio de 10 cm del bulbo de fuego
(con mechero), se disperso la muestra sobre el agar, haciendo movimientos
de lado a lado y en rotacion de la caja (sin abrirla completamente), con el fin,

de dispersarla uniformemente sobre la superficie.
Acabada la siembra de las muestras, se apilaron en grupos de maximo seis

cajas Petri, y fueron envueltas con papel aluminio, codificadas

adecuadamente e incubadas a 36 °C, por un periodo de 24 horas.

36



El agar TSA es un medio de cultivo de uso general para el desarrollo de una
gran variedad de microorganismos, su formulacién con caseinay peptonas de
soja (otorga suministro de nitrdgeno organico, en forma de aminoacidos y
polipéptidos), lo constituyen como un medio altamente nutritivo, ideal para la
proliferacion de coliformes y Escherichia coli; por lo que, culminada la etapa
de incubacion, se contaron las colonias redondas y blancas para establecer
el valor de UFC.

e Listeria monocytogenes

Se preparo en frasco hueco, agar Oxford, disolviendo 57.5 g en 1 L de agua
purificada, posteriormente, se homogenizé totalmente la mezcla con la ayuda
calor y agitacion, y se hirvié para disolucibn completamente, durante un
minuto. Se procedid, a autoclavar a 1 atm de presion, 121 °C y por un periodo
de 15 min, con el fin, de esterilizar el medio de cultivo. Ulteriormente, se realizo
la dispersion de este medio de cultivo (45 °C — 50 °C) en cajas Petri
esterilizadas, haciendo uso del bulbo de fuego, de este modo, asegurando

condiciones asépticas (Merckmillipore, 2016).

Posteriormente, se inocularon asépticamente por empresa, 0.1 ml de
lactosuero (para siembra directa, por caja Petri y duplicado); y 0.1 ml de cada
dilucion: 1071, 1072 y 10~3 (por caja Petri y por duplicado); para este fin, se
utilizé micropipeta graduada con seis puntas estériles (una para cada siembra
directa y una para cada par de cajas de cada dilucion). A continuacion,
mediante el asa de Digralsky estéril y en un radio de 10 cm del bulbo de fuego
(con mechero), se disperso la muestra sobre el agar, haciendo movimientos
de lado a lado y en rotacion de la caja (sin abrirla completamente), con el fin,

de dispersarla uniformemente sobre la superficie.
Acabada la siembra de las muestras, se apilaron en grupos de maximo seis

cajas Petri, y fueron envueltas con papel aluminio, codificadas

adecuadamente e incubadas a 36 °C, por un periodo de 24 horas.
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La formulacion del agar Oxford posee un complemento de cloruro de litio
(otorga alta selectividad al medio), acriflavina, colistina, sulfato, cefotetan,
cicloheximida y fosfomicina, dichos componentes (agentes antimicrobianos,
en su mayoria) contribuyen a la eliminaciéon del desarrollo de bacterias
comunes, Gram positivas y Gram negativas. La selectividad de este medio de
cultivo para Listeria monocytogenes, se basa en que esta bacteria hidroliza la
esculina a esculetina y forma un complejo de color negro con iones de hierro
(Becton, Dickinson y Company, 2003); ademas, Listeria spp genera colonias
brillantes, lisas y de 1 mm — 2 mm, que observandose a un angulo de luz entre
45 ° y 60 ° muestran destellos de color azul — verdoso sobre una superficie
ligeramente granular. Terminado el tiempo de incubacién, se procedio al

conteo de UFC con estas caracteristicas (Alonso & Poveda, 2008).

e Bacillus cereus

Se preparé en frasco hueco, agar MYP (Manitol — Yema de huevo —
Poliximina), disolviendo 46 g en 900 ml de agua purificada, posteriormente, se
homogenizo totalmente la mezcla con la ayuda calor y agitacién, y se hirvio
para disolucion completamente, durante un minuto. Se procedio, a autoclavar
a 1 atm de presion, 121 °Cy por un periodo de 15 min, con el fin, de esterilizar
el medio de cultivo, y se enfrié a una temperatura entre 45 °C — 50 °C (para

mezcla con yema de huevo).

Previo a la preparacion del gar MYP, se tuvieron en esterilizacion, tres huevos
en alcohol al 96 %. A continuacién, culminado dicho periodo de tiempo, se
separd la yema de los huevos, hasta conseguir 12.5 ml (con la ayuda de pipeta
esterilizada), se peso en frasco estéril y se afiadid el mismo volumen de agua
esterilizada; de inmediato, la mezcla fue fusionada con el agar base MYP y
dispersada en cajas Petri estériles, haciendo uso del bulbo de fuego y la

camara de flujo laminar, de este modo, asegurando condiciones asépticas.
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Posteriormente, se inocularon asépticamente por empresa, 0.1 ml de
lactosuero (para siembra directa, por caja Petri y duplicado); y 0.1 ml de cada
dilucién: 1071, 1072 y 1073 (por caja Petri y por duplicado); para este fin, se
utilizé micropipeta graduada con seis puntas estériles (una para cada siembra
directa y una para cada par de cajas de cada dilucion). A continuacion,
mediante el asa de Digralsky estéril y en un radio de 10 cm del bulbo de fuego
(con mechero), se disperso la muestra sobre el agar, haciendo movimientos
de lado a lado y en rotacion de la caja (sin abrirla completamente), con el fin,
de dispersarla uniformemente sobre la superficie.

Acabada la siembra de las muestras, se apilaron en grupos de maximo seis
cajas Petri, y fueron envueltas con papel aluminio, codificadas

adecuadamente e incubadas a 36 °C, por un periodo de 24 horas.

El agar MYP en su formulacién, contiene extracto de carne y peptona,
nitrdgeno, vitaminas, minerales, rojo fenol (indicador de pH), la yema de huevo
otorga la lecitina, y polimixina B, corresponde, al agente inhibitorio para el
desarrollo de gran variedad de poblacion bacteriana. Este medio de cultivo es
diferencial por la presencia de manitol (fuente de hidratos de carbono), ya que,
las bacterias fermentadoras de manitol (manitol +), acidifican el medio y
producen el viraje de la coloracién del indicador de pH rojo de fenol, al amarillo
(Bacillus subtilis); mientras que, las bacterias no fermentativas de manitol,

crecen como colonias del color del medio.

El B. cereus (manitol -), alcaliniza el medio por su metabolismo nitrogenado,
produciendo el viraje del medio al color rosado, por lo que, se contaron las
UFC con esta coloracién, terminado el tiempo de incubacién (Dpto Quimica

Organica Universidad de Buenos Aires, 2012).
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3.3.2.3 Método de conteo directo

Una vez, se terminaron los diferentes andlisis microbioldgicos por siembra
directa y diluciones, se separaron cierto numero de cajas Petri, que
presentaban colonias de microorganismos de crecimiento y caracteristicas
representativas, con la finalidad, de realizar la identificacion morfologica y
confirmativa, mediante la tincion Gram, que separa las bacterias en dos
grandes grupos: Gram positivas y Gram negativas. El procedimiento se
realizd, con base en, la Norma INEN 1529 — 8:(1990) Leche pasteurizada

contaje de bacterias coliformes.

Se trasladoé el inéculo (con el asa de platino), al portaobjetos y se realizd un
frotis, posterior a, su secado Y fijado (leve llama de mechero), se cubri6 con la
solucion coloreada de cristal violeta amonio durante un minuto; a
continuacion, se lavo el frotis con agua (evitar exceso de reactivo) y se cubrio
con la solucion de lugol. Después de lavar con agua, secar, y decolorar con
alcohol etilico (30 segundos), nuevamente, se lavd, seco y coloco el colorante

de contraste (10 segundos), que también fue lavado y secado.

Finalmente, se examind al microscopio, tomando en cuenta las siguientes
caracteristicas: células decoloradas que aceptan el colorante contraste, son
Gram negativas; mientras que, las células que no se decoloran pero retienen

la solucion cristal violeta-amonio, son Gram positivas (INEN, 2015).

3.3.3 CALCULO DE LA CONCENTRACION DE MICROORGANISMOS
POR MILILITRO DE DILUCION (UFC/ML) Y CONCENTRACION
TOTAL DE MICROORGANISMOS EN LA MUESTRA (UFC/ML)

Los resultados obtenidos de los diferentes analisis microbiolégicos, fueron
reportados como concentracién de microorganismos por mililitro de dilucion
(UFC/ml) (Fernandez et al., 2006) y concentracion total de microorganismos
por 250 ml de muestra (UFC/ml) (Doutoum et al., 2013), mediante las

Ecuaciones 1y 2, respectivamente.
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UFC/ml = (NC*—*=)/(P * FH) [1]

Donde:

UFC/ml: Unidades Formadoras de Colonia por ml de muestra

NC: nimero de colonias en una caja

FD: factor de dilucién, que corresponde, a la dilucion de donde se tomo la
muestra con la que se inoculé la caja

V: volumen inoculado en la caja (0.1 ml)

P: peso de la muestra humeda utilizada (1 ml)

FH: factor de correccion de humedad (1 — (% Humedad/100))

Esta formula expresa la concentracion de microorganismos por mililitro de una

dilucion especifica.
N =XC/V(n; +0.1n,)d [2]

Donde:

N: nimero unidades formadoras de colonia por mililitro

¥: suma de todas las colonias contadas en todas las placas retenidas de dos
diluciones sucesivas

V: volumen del indculo aplicado a cada placa en mililitros (0.1ml)

n,. numero de colonias retenidas en la primera dilucion

n,: namero de colonias retenidas en la segunda dilucion

d: nivel de dilucion, correspondiente, a la primera dilucion retenida.

Esta formula expresa la concentracién total de microorganismos en la muestra

analizada, en este caso, 250 ml de lactosuero.
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4. ANALISIS DE RESULTADOS






4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 RESULTADOS ENCUESTAS REALIZADAS A
PRODUCTORES LACTEOS DEL CANTON MEJIA -
PARROQUIA MACHACHI

Los resultados mas relevantes obtenidos en la primera fase de este proyecto,
a través, del levantamiento de informacion mediante el proceso de encuestas,

como se indica en el Anexo I, fueron los siguientes:

El 63 % de los productores lacteos, elaboran como producto primordial el
queso fresco, lo cual, origina una produccion diaria de un volumen entre

500 L y 1000 L de suero de queseria.

Un aspecto notable de esta investigacion, se relaciona directamente con el
aprovechamiento del lactosuero por parte de los productores lacteos. En este
sentido, el 48 % de este subproducto es desechado, principalmente en el

alcantarillado publico.

Con respecto a este resultado alcanzado, cabe recalcar que, en las siguientes
fases de este proyecto, se pretenden realizar investigaciones, en base, a
acciones que permitan lograr el mayor beneficio de uso del lactosuero,
altamente desperdiciado en la actualidad por los productores lacteos del

cantén Mejia — parroquia Machachi.
Por otro lado, la segunda parte del analisis de resultados, fue realizada,

basandose en el estado microbiolégico de las muestras de lactosuero

obtenidas de los productores lacteos del canton Mejia — parroquia Machachi.
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Se compararon los resultados obtenidos, de acuerdo, a la NTE INEN
2594:(2011) Suero de leche liquido. Requisitos, que indica ciertos parametros

de cumplimiento microbiolégico, como se muestra en la Tabla 4.

Tabla 4. Requisitos microbioldgicos para el suero de leche liquido

Requisito m M Método de

ensayo

Recuento de

microorganismos 30000 100000 NTE INEN 1529-5

aerobios mesofilos

UFC/ml

Recuento de <10 - NTE INEN 1529-8

Escherichia coli

UFC/ml

Staphylococcus <100 100 NTE INEN 1529-

aureus UFC/ml 14

Salmonella/25 ml Ausencia - NTE INEN 1529-
15

Dteccion de Listeria Ausencia - ISO 11290-1

monocytogenes/25 ml

(INEN, 2011)

m: indice maximo permisible para identificar nivel de buena calidad.

M: indice méximo permisible para identificar nivel aceptable de calidad.

Se realizaron inoculaciones directas de las muestras de lactosuero de cada
una de las empresas, con la finalidad, de determinar el nimero de diluciones
necesarias a realizar para obtener resultados viables. Como se muestra en la
Tabla 5, se representaron estos resultados como ausencia ( - ) 0 presencia

(+) de cada grupo de microorganismos en el conteo.
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Tabla 5. Presencia / Ausencia de microorganismos en inoculacion directa

Empresas
ALDL ALN ALSM ALDA ALK
Aerobios meséfilos + + + + -

Staphylococcus aureus  + - - - -

G. Streptococcus + + + + +
G. Campylobacter - - + - -
Hongos filamentosos + - - - -
Levaduras + + + + +
G. Salmonella - + + + -
Escherichia coli + + + + +
G. Listeria - + + + .
G. Bacillus + + + + +

Se procedio a preparar diluciones sucesivas de todos los lactosueros, ya que,
los conteos de siembra directa mostraron presencia de microorganismos en
al menos una de las muestras analizadas. Ademas, si bien es cierto,
aparentemente en algunos casos no existia gran carga microbiana en
inoculacién directa, se optd por preparar las diluciones con caldo lactosado,

para mejorar el crecimiento.

4.2 MICROBIOLOGIA EN MUESTRAS DE LACTOSUERO DEL
PRODUCTOR LACTEO ALDL

ALDL present6 un valor de 1.02E+05 UFC/ml para Staphylococcus aureus, es
decir, de los cinco productores analizados, se convirtié en la Unica empresa
fuera de los limites permisibles maximos para suero de leche liquido de buena
calidad (< 100 UFC/ml) y aceptable calidad (100 UFC/ml) en este parametro
microbioldgico.
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Con respecto, a la presencia del género Streptococcus, se obtuvo un valor
2.39E+05 UFC/ml. Ademas, los resultados generados para Escherichia coli,

Bacillus cereus y Bacillus subtilis fueron MNCP en todos los casos para ALDL.
En cuanto a hongos filamentosos, sélo ALDL tuvo presencia de estos
microorganismos, con un valor de 1.21E+06 UFC/ml; mientras que, para

levaduras se indic6 un valor de 8.12E+05 UFC/ml.

Los resultados expresados anteriormente, se muestran en la Tabla 6.

Tabla 6. Concentracion total de microorganismos presentes en 250 ml de muestra (ALDL)

Microorganismos  UFC/ml

Aerobios mesdfilos <30

S. aureus 1.02E+05
Streptococcus 2.39E+05
Campylobacter 0.00E+00
Hongos filamentosos 1.21E+06
Levaduras 8.12E+05
Salmonella 0.00E+00
E. coli MNPC
L. spp 0.00E+00
L. monocytogenes  0.00E+00
B. cereus MNPC
B. subtilis MNPC

Como se muestra en la Figura 3, en términos generales, el productor lacteo
ALDL obtuvo valores altos en los analisis microbioldgicos, referentes a los
géneros: S. aureus, Streptococcus, E. coli, B. cereus, B. subtillis y hongos

filamentosos y levaduras.
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Figura 3. Concentracion de microorganismos por ml de muestra de una dilucién (ALDL)

Para S. aureus, resultados similares se han reportado para andlisis
microbiolégicos en sueros de quesos elaborados artesanalmente, y se detalla
que la alta carga de este microorganismo Gram positivo, puede deberse a
contaminacion originada de fuente humana, mediante boca, fosas nasales o
piel de personas portadoras, en este caso, manipuladores de las empresas
(Vanegas , Gonzélez , Martinez , & Buitrago, 2008). En este sentido, al ser el
queso fresco un producto que requiere de gran manipulacién durante su
elaboracioén, especialmente al momento de la sedimentacion de la caseina de
la leche, la contaminacion encontrada podria indicar una deficiente higiene de
los manipuladores, ya que, se originaria una contaminacion cruzada, tanto de
la cuajada manipulada, como del suero que suelta la misma, durante esta fase
del procesamiento. Ademas, cabe mencionar, que la contaminacién por S.
aureus puede existir en la ubre bovina, por la posible existencia de infecciones
intramamarias, y ademas, por incorrectos procesos de eliminacién de
patogenos, como es el caso de la pasteurizacion (Chavez & Romero, 2006;
Rodriguez & Tarres, 2006).

En cuanto, a microorganismos del género Streptococcus, al igual que para el

género Campylobacter, la presencia de estas bacterias Gram positivas en el
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lactosuero, puede atribuirse a la contaminacion de la leche utilizada como
materia prima, principalmente, mediante la piel de los pezones de la ubre
bovina, que es un reservorio de microorganismos como Streptococcus spp
(Ministerio de Salud y Proteccion Social, UERIA, & Instituto Nacional de Salud
INS, 2011). Es decir, si la ubre no es preparada higiénicamente (limpieza y
desinfeccién) antes del ordefio, aumenta la contaminacion y transferencia de
bacterias. Si bien es cierto, el género Staphylococcus, en la mayoria de casos,
contiene los principales patégenos mastitogénicos, también se identifica al
género Streptococcus como un microorganismo altamente aislado en casos
de mastitis en vacas lecheras, ya sea en ordefio mecanico, o manual como es
el caso de esta investigacion (Faria, Valero, D’ Pool, Garcia, Allara & Morales,
2005).

La existencia del microorganismo Gram negativo E. coli en las muestras de
lactosuero, como se indica en un estudio realizado acerca de la Calidad de la
leche y del suero de los municipios de Turbaco, Arjona y Carmen de Bolivar —
Colombia (2012), el cual, obtuvo resultados elevados, en cuanto a, la
presencia de coliformes fecales y E. coli; podria indicar la contaminacion por
materia fecal de los sueros de queso artesanal durante su proceso de
elaboracién (Grandos , Acevedo, & Torres, 2012). Ademas, E. coli es un
microorganismo Gram negativo, vulnerable a la destrucciéon por
pasteurizacion (Pimienta & Vergara, 2007), por lo que, se podria deducir un
deficiente tratamiento térmico de la leche utilizada como materia prima para la

elaboracion de queso fresco.

La leche utilizada para la elaboracion de queso fresco fue previamente
pasteurizada en todas las empresas, sin embargo, se supondria la existencia
posibles fallas en el proceso y control de puntos criticos, ya que, se evidencia
la presencia de ciertos microorganismos vulnerables a las temperaturas que
requiere este tipo de tratamiento térmico. Sin embargo, aun con la realizacion
correcta del proceso de pasteurizacion a la leche, existen bacterias resistentes

a este tratamiento: Streptococci (Streptococcus thermophilus), los Micrococci
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(Micrococcus luteus), Alcaligenes, Corynebacterium (Mycobacterium
lacticum) y el conjunto de bacterias esporuladas (Bacillus y Clostridium)
(Sharup & Tepan, 2009).

Se pueden causar alteraciones en leches, tanto pasteurizadas como
ultrapasteurizadas, por parte de bacterias esporuladas termoestables, tales
como: Bacillus stearothermophilus, Bacillus subtilis, y por proteasas y lipasas
termoestables de las bacterias psicrétrofas (Sharup & Tepan, 2009), lo cual,
puede ser una posible causa para la presencia de las bacterias Gram
negativas del género Bacillus en el lactosuero de las empresas de la parroguia
Machachi.

En cuanto, a hongos filamentosos y levaduras, los resultados obtenidos en
este estudio, fueron elevados, como en el estudio realizado por Chams, Cury
& Aguas (2012), acerca de la Evaluacion microbiologica del suero costefio y
valoracion higiénica en puntos de venta en Monteria Coérdoba. Dicha
contaminacion podria indicar una relacion directa con la higiene locativa de
los sitios de elaboracién, y ademas, por inadecuadas condiciones higiénicas
de procesamiento (Chams, Cury, & Aguas, 2012).

Se debe tomar en consideracion, que la carga micotica puede provenir de
materia prima contaminada (leche), o por la presencia de esporas en los

recipientes empleados para la elaboracién o almacenamiento del lactosuero.

No solo la presencia de bacterias debe ser motivo de alarma al analizar
microbiolégicamente un alimento, ya que, no se debe olvidar que los hongos
filamentosos pueden dar origen a micotoxinas causantes de ETAS
(Enfermedades Transmitidas por Alimentos). Por esta razén, ademas, se debe
poner especial interés, a las condiciones de los sitios de procesamiento, tales
como, techos, paredes y suelos; asi como, la conservacion de la cadena de
frio del producto (Chavez & Romero, 2006).
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4.3 MICROBIOLOGIA EN MUESTRAS DE LACTOSUERO DEL
PRODUCTOR LACTEO ALN

La Norma Técnica Ecuatoriana INEN 2594:(2011) determina ausencia de
Salmonella, tanto para un nivel de buena, como de aceptable calidad del suero
de queso liquido. ALN present6 un valor de 5.15E+02 UFC/ml para este

microorganismo.

Ademas, obtuvo valores MNPC para los microorganismos del género
Streptococcus, B. subtilis, E. coli, Listeria spp. Para los dos ultimos, los valores
excedieron de gran manera los limites permisibles determinados en la NTE
INEN 2594:(2011), que indica ausencia de Listeria en muestras de lactosuero
liquido; y < 10 UFC/ml para E. coli.

En cuanto, a levaduras, se presento6 un resultado de 2.18E+04 UFC/ml.

Los valores mencionados anteriormente, se muestran en la Tabla 7.

Tabla 7. Concentracion total de microorganismos presentes en 250 ml de muestra (ALN)

Microorganismos  UFC/ml

Aerobios mesdfilos <30
S. aureus 0.00E+00
Streptococcus MNPC
Campylobacter 0.00E+00
Hongos filamentosos 0,00E+00
Levaduras 2.18E+04
Salmonella 3.12E+03
E. coli MNPC
L. spp MNPC
L. monocytogenes  0.00E+00
B. cereus 0.00E+00
B. subtilis MNPC
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Como se muestra en la Figura 4, el productor lacteo ALN obtuvo resultados
altos en los analisis microbiologicos, referentes a los géneros: Streptococcus,

Salmonella, E. coli, L. spp, B. subtilis y levaduras.
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Figura 4. Concentracion de microorganismos por ml de muestra de una dilucién (ALN)

La presencia de microorganismos del género Streptococcus, como se
menciond anteriormente, puede estar ligada a cierto tipo de contaminacion
cruzada de la leche utilizada como materia prima, por parte de la piel de la
ubre del animal. En este aspecto, podria hablarse de casos de mastitis del
ganado lechero, ya que, si bien es cierto, el género Staphylococcus, en la
mayoria de casos, contiene los principales patégenos mastitogénicos,
también se identifica al género Streptococcus como un microorganismo
altamente aislado en casos de mastitis en vacas lecheras, ya sea en ordefio
mecanico o manual, como es el caso de esta investigacion. De este modo,
una vez mas, se podria deducir como una viable causa de contaminacién de
los lactosueros analizados, a la leche utilizada en la elaboracién del queso
fresco (Faria et al., 2005).
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En el caso del microorganismo Salmonella, los analisis positivos en las
muestras de lactosuero, podrian evidenciar la ausencia de controles
higiénicos durante la elaboracion de queso fresco, como consecuencia, de
una posible falta de capacitacion sobre buenas practicas de manufactura de
productos alimenticios, lo que deriva, en desconocimiento por parte de los
manipuladores (Chavez & Romero, 2006). Los resultados obtenidos
reflejarian una posible contaminacion por via fecal — oral hacia el organismo
humano, puesto que, este organismo Gram negativo esta presente en el
intestino de muchos animales; este hecho es alarmante en términos de
inocuidad, al poseer esta bacteria un alto grado de patogenicidad y
representar la causa mas habitual de transmision de enfermedades por

ingesta de alimentos en humanos (Gomez, Villarruel, Torres, & Castro, 2012).

En cuanto, a la presencia de E. coli en las muestras de lactosuero, al igual
que, en el caso de la existencia de colonias viables de Salmonella, se podria
deducir una probable contaminacion por materia fecal de los sueros de queso
durante su proceso de elaboracion. Ademas, E. coli es un microorganismo
vulnerable a la destruccién por pasteurizacion (Pimienta & Vergara, 2007), por
lo que, posiblemente exista un deficiente tratamiento térmico de la leche

utilizada como materia prima para la elaboracion artesanal de queso fresco.

Referente a la presencia del género Listeria en las muestras de lactosuero, se
afirman dos hechos importantes, segun estudios realizados en Europa acerca
de brotes de listeriosis en humanos, vinculados con el consumo de leche
cruda y derivados lacteos procesados, a partir, de la misma: los brotes
constituyen la mitad de los existentes en su totalidad, y pueden ocurrir por
consumo leche pasteurizada y recontaminacion de los productos resultantes

durante procedimientos industriales (Lundén , Tolvanen , & Korkeala, 2004).
Esta bacteria Gram positiva es altamente adaptable a condiciones extremas

del medio ambiente, pudiendo multiplicarse en un rango de temperatura de 2

°C — 42 °C, e incluso se ha reportado que es capaz de sobrevivir durante
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varias semanas y en varios tipos de sustratos a -80 °C (Alonso & Poveda,
2008), especificamente para este estudio, la presencia de este organismo
psicrotrofo en las muestras de lactosuero analizadas, estaria directamente
relacionada a los requerimientos para el desarrollo de esta bacteria, debido a

que, las muestras fueron almacenadas en congelacién, exactamente a -80 °C.

La Listeria puede coexistir como patdgeno en animales y plantas, por lo que,
es importante no descartar toda posible fuente de contaminacién, con el fin,
de determinar el origen de la existencia de este microorganismo en los sueros
de queso analizados. Se debe tomar en cuenta, que en muchas haciendas
lecheras, la alimentacion del ganado consiste en una mezcla de diferentes
productos forrajeros, que pueden estar contaminados por este
microorganismo, y que al mismo tiempo, se encuentran a la intemperie y
expuestos al contacto con heces de aves y otros animales, que posiblemente,
pueden ser portadores de Listeria spp (Konosonoka, Jemeljanovs, Ikauniece,
Osmane, & Gulbe, 2012).

Para el género Bacillus, tanto Bacillus stearothermophilus como Bacillus
subtilis, podrian ser vectores de alteraciones en leches pasteurizadas y
ultrapasteurizadas (Sharup & Tepan, 2009), por lo que, se podria asumir una
posible causa para la presencia de las bacterias del género Bacillus en el
lactosuero de queso fresco pasteurizado de las empresas de la parroquia
Machachi. Ademas, cabe mencionar, que otra factible causa para la presencia
de este género de bacterias, podria ser la existencia de vacas infectadas de
mastitis, ya que, dentro de la diversidad de agentes etiol6gicos que la causan,
se encuentra el género Bacillus spp; por ésto se podria sospechar de una
calidad deficiente de los lactosueros, debido a, enfermedad en ganados

proveedores de leche (Faria, Valero, D"Pool, Garcia, & Allara, 2005).

Finalmente, en el caso de las levaduras encontradas, la existencia de

poblacion de levaduras, podria indicar contaminacibn ambiental,
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concretamente, del aérea donde se elaboran los productos lacteos (Chavez &
Romero, 2006).

4.4 MICROBIOLOGIA EN MUESTRAS DE LACTOSUERO DEL
PRODUCTOR LACTEO ALSM

Referente a microorganismos aerobios mesofilos, la Norma Técnica
Ecuatoriana INEN 2594:(2011) determina un valor maximo de 30000 UFC/ml
para un nivel de buena calidad del suero de queso fresco, por otro lado, para
un nivel de aceptable calidad, establece un limite de 100000 UFC/ml. En este
aspecto, ALSM presentdé un valor de 7.65E+03 UFC/ml para este
microorganismo, que indica que la empresa se encuentra dentro del limite

permisible para identificar nivel de buena calidad.

Obtuvo un valor de 2.48E+05 UFC/ml para Streptococcus, y 1.70E+03

UFC/ml en el caso de levaduras.

Se evidenciaron resultados MNPC, en cuanto, a microorganismos como  B.
céreus, B. subtilis y L. spp. Un aspecto relevante, es que, las muestras de
lactosuero de ALSM se encuentran fuera de los limites de calidad
microbiolégica descritos en la normativa ecuatoriana, debido a que, se
concluyd MNPC para el andlisis de Salmonella, E. coli y L. monocytogenes;
tomando en cuenta, que en la NTE INEN 2594:(2011), se dictamina que lo
adecuado en muestras de suero de leche liquido es ausencia para Salmonella
y L. monocytogenes, mientras que, para E. coli se establece <10 UFC/ml para
un suero de leche liquido de nivel de buena calidad, y ausencia para un nivel

de aceptable calidad.

Finalmente, el resultado para el género Campylobacter fue < 30 UFC/ml.

Los valores descritos anteriormente, se muestran en la Tabla 8.
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Tabla 8. Concentracion total de microorganismos presentes en 250 ml de muestra (ALSM)

Microorganismos  UFC/ml

Aerobios mesoéfilos  7.65E+03

S. aureus 0.00E+00
Streptococcus 2.48E+05
Campylobacter <30
Hongos filamentosos 0.00E+00
Levaduras 1.70E+03
Salmonella MNPC
E. coli MNPC
L. spp MNPC
L. monocytogenes MNPC
B. céreus MNPC
B. subtilis 9.91E+05

Asi mismo, como se muestra en la Figura 5, el productor lacteo ALSM obtuvo
en los analisis microbioldgicos, resultados positivos, referentes a la presencia
de los siguientes microorganismos: aerobios mesofilos, Streptococcus,

Salmonella, E. coli, L. spp, L. monocytogenes, B. céreus, B. subtilis y

levaduras.
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Figura 5. Concentracién de microorganismos por ml de muestra de una dilucion (ALSM)
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En referencia, a la presencia de microorganismos aerobios mesofilos, si bien
es cierto, ALSM present6 un resultado dentro de los limites que exige una
calidad aceptable del suero de leche, la existencia de este tipo de flora
microbiana en las muestras de lactosuero podria indicar informacién
importante acerca de una contaminacion inicial de un producto, vida util
probable, descongelacion no controlada o posibles fallas en el manejo de las
temperaturas de congelaciéon (Alonso & Poveda, 2008), sin embargo, tomando
en cuenta, que la concurrencia de este tipo de microorganismos existe en
alimentos que se mantienen a temperatura ambiente o refrigeracion, siempre
y cuando, se haya roto la cadena de frio, y que las muestras de lactosuero
utilizadas fueron almacenadas en congelacién a -80 °C, se podria deducir,
que la contaminacion proviene de materias primas, utensilios o de
inadecuados tratamientos térmicos aplicados a la leche (pasteurizacion)
(Campos, Rodriguez, Sierra, & Arias, 2003).

Referente a la presencia de Streptococcus en las muestras de lactosuero
analizadas, ésta se podria atribuir al presunto uso de leche contaminada en
la elaboraciébn del queso fresco, posiblemente, durante el ordefo,

ocasionando asi, una contaminacion cruzada de origen mastitogénico

Al igual que para el género Campylobacter, la presencia de este
microorganismo Gram positivo en el lactosuero puede atribuirse a la
contaminacion de la leche utilizada como materia prima, principalmente,
mediante la piel de los pezones de la ubre bovina, que es un reservorio de
microorganismos como Streptococcus spp (Ministerio de Salud y Proteccion
Social, UERIA, & Instituto Nacional de Salud INS, 2011). Es decir, si la ubre
no es preparada higiénicamente (limpieza y desinfeccién) antes del ordefio,

aumenta la contaminacion y transferencia de bacterias.
Si bien es cierto, el género Staphylococcus, en la mayoria de casos, contiene

los principales patégenos mastitogénicos, también se identifica al género

Streptococcus como un microorganismo altamente aislado en casos de
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mastitis en vacas lecheras, ya sea en ordefio mecanico, o manual como es el
caso de esta investigacion. De este modo, una vez mas, se podria deducir
como una viable causa de contaminacion de los lactosueros analizados, a la
leche utilizada en la elaboracion del queso fresco, por ganado lechero enfermo
(Faria et al., 2005).

Para la bacteria Gram negativa Campylobacter, sélo la empresa ALSM tuvo
presencia en sus muestras de lactosuero, con un valor correspondiente a
< 30 UFC/mI, en este sentido, aunque aparentemente sea una cuantificacién
baja, no deberia haber existencia de este tipo de microorganismos, ya que,
son causantes de infecciones extraintestinales, incluyendo bacteremia, y
ciertas consecuencias de la infeccion, tales como, las polineuropatias, que
pueden ser graves, aunque no muy frecuentes (Manual de la OIE sobre
animales terrestres, 2008).

La transferencia de este microorganismo hacia el organismo humano,
causando campilobacteriosis humana, se realiza principalmente por el
consumo y manipulacién de alimentos de origen animal, y ademas, por
contacto directo con los animales colonizados, en este caso, ganado bovino.
De este modo, los forrajes que sirven de alimento para las vacas lecheras
pueden ser una buena fuente de microorganismos como Campylobacter spp,
por consiguiente, se continda la cadena de contaminacion, cuando se utilizan
las heces de estos animales como abono de los pastos (Ministerio de Salud y
Proteccion Social, UERIA, & Instituto Nacional de Salud INS, 2011); es decir,
la presencia de este microorganismo en las muestras de lactosuero, podria

deberse a una contaminacion desde la leche utilizada como materia prima.

Otra fuente de contaminacién directa al ganado, y de esta forma, a su leche
producida, puede constituirse en el agua que bebe el animal, misma que es
un medio en el que Campylobacter spp tiene la capacidad de desarrollarse y
ser viable por mas de 4 semanas a 4 °C; dicho microorganismo es altamente

versatil a diversos ambientes, especialmente, en el intestino de animales de

56



sangre caliente (Ministerio de Salud y Proteccién Social, UERIA, & Instituto
Nacional de Salud INS, 2011).

Los resultados positivos para la presencia de levaduras y coliformes fecales
(especificamente, E. coli) en productos lacteos y sus derivados, podrian
presumir condiciones higiénicas deficientes durante la elaboracion vy
almacenamiento de los productos, en este caso, lactosuero. Del mismo modo,
dicha contaminacion indicaria una relacion directa con la higiene locativa de

los sitios de fabricacion (Chams, Cury, & Aguas, 2012).

En el caso del microorganismo Salmonella, como se mencioné anteriormente,
su existencia al realizar andlisis microbiolégicos en las muestras de
lactosuero, probablemente, seria un indicador de contaminacion via fecal vy,
por ende, de inadecuados controles higiénicos durante la elaboracion del
queso fresco. Cabe mencionar, que consecuentemente, este microorganismo

es altamente patdgeno para el organismo humano (Chavez & Romero, 2006).

Para el género Listeria, ALSM mostré presencia, tanto de L. spp y L.
monocytogenes. Un aspecto interesante y preocupante de este
microorganismo, es su capacidad para habitar ambientes con diversas
caracteristicas: suelo, aguas residuales, materia fecal, sitios de

procesamiento de alimentos, entre otros (Morales, 2015).

En los microorganismos Gram positivos, como es el caso de la Listeria, la
pared celular es diez veces mas gruesa que la de las bacterias Gram
negativas (conformada por capa simple de peptidoglicano cubierta por
mebrana), por su composicion en peptidoglicano (asociados con &acidos
teicoicos y acidos lipoteicoicos) estructurado complejamente en mudltiples
capas. Esto le confiere a la bacteria, resistencia a desinfectantes usados en
el tratamiento del pezon de la vaca, previo al ordefio y, por ende, gran
vulnerabilidad a la inocuidad de la leche y sus derivados, mas aun, si no se

realizan eficientes tratamientos térmicos a la materia prima, como se
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sospecha por los resultados microbiologicos obtenidos para los otros tipos de
microorganismos analizados (Konosonoka, Jemeljanovs, Ikauniece, Osmane,
& Gulbe, 2012).

Referente al género Bacillus, al igual que para Streptococcus, una posible
causa para su viabilidad, es la enfermedad por mastitis en el ganado lechero
(Faria, Valero, D"Pool, Garcia, & Allara, 2005).

Para el caso de las levaduras, los resultados obtenidos en este estudio,
podrian poseer un vinculo estrecho con la higiene locativa de los sitios de

elaboracion (Chams, Cury, & Aguas, 2012).

4.5 MICROBIOLOGIA EN MUESTRAS DE LACTOSUERO DEL
PRODUCTOR LACTEO ALDA

ALDL presenté un valor de 5.15E+05 UFC/ml para la presencia de
microorganismos aerobios mesdfilos, es decir, se encuentra dentro del limite
permisible para identificar nivel de buena calidad, ya que, la NTE INEN
2594:(2011) establece un valor maximo de 30000 UFC/ml para un nivel de
buena calidad del suero de queso fresco, mientras que, para un nivel de

aceptable calidad, determina un limite de 100000 UFC/ml.

Referente a E. coli, la Norma Técnica Ecuatoriana INEN 2594:(2011)
determina un valor maximo de < 10 UFC/ml para un suero de leche liquido de
nivel de buena calidad, y ausencia para un nivel de aceptable calidad. Por
esta razon, el productor lacteo ALDA no cumpli6 con dicho parametro
microbiolégico de la normativa ecuatoriana, al obtenerse un valor de 1.59E+06

UFC/ml para este microorganismo.

Finalmente, se obtuvieron resultados MNPC para los microorganismos:
Streptococcus, Salmonella, L. monocytogenes, L. spp, B. subtilis y levaduras,
incumpliéndose los limites establecidos en la NTE INEN 2594:(2011),
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referentes, a la presencia del género Salmonella y Listeria monocytogenes,
ya que, para ambos microorganismos se establece ausencia como valor ideal

en muestras de suero de queso fresco liquido.

Los resultados expresados anteriormente, se muestran en la Tabla 9.

Tabla 9. Concentracion total de microorganismos presentes en 250 ml de muestra (ALDA)

Microorganismos  UFC/ml

Aerobios mesodfilos  5.15E+04

S. aureus 0.00E+00
Streptococcus MNPC
Campylobacter 0.00E+00
Hongos filamentosos 0.00E+00
Levaduras MNPC
Salmonella MNPC
E. coli 1.59E+06
L. spp MNPC
L. monocytogenes MNPC
B. cereus 0.00E+00
B. subtilis MNPC

Del mismo modo, como se muestra en la Figura 6, el productor lacteo ALDA
obtuvo en los andlisis microbioldgicos, resultados positivos, referentes a la
presencia de microorganismos aerobios mesdfilos, Streptococcus,

Salmonella, E. coli, L. spp, L. monocytogenes, B. subtilis y levaduras.
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Figura 6. Concentracion de microorganismos por ml de muestra de una dilucién (ALDA)

La presencia de microorganismos aerobios mesofilos, como se menciono
anteriormente, podria atribuirse a materias primas, utensilios o deficiente
pasteurizacion de la leche utilizada como materia prima (Campos, Rodriguez,
Sierra, & Arias, 2003). Ademas, los resultados positivos ligados a la presencia
de estos microorganismos, se asocian con la vida util y alteracién de un
producto alimenticio, tal como se indica en la Norma Técnica de Salud N° -
MINSA/DIGESA-V.01 Norma sanitaria que establece los criterios
microbioldgicos de calidad sanitaria e inocuidad para los alimentos y bebidas
de consumo humano. Dentro de este grupo de microorganismos indicadores
de alteracion, igualmente, se encuentran las levaduras que se puedan

encontrar presentes en un producto (MINSA, 2007).

Por otro lado, la existencia de Streptococcus en las muestras de lactosuero
utilizadas para el andlisis microbiologico, puede ser causada por la
contaminacion de la leche utilizada en la elaboracion de queso fresco, a
través, dela piel de los pezones de la ubre bovina, como se menciond

anteriormente. Por esta razon, la ubre debe encontrarse limpia y desinfectada,
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previo al proceso de ordefio. (Ministerio de Salud y Proteccion Social, UERIA,
& Instituto Nacional de Salud INS, 2011).

La NTS N° - MINSA/DIGESA-V.01, establece ademas, un grupo de
microorganismos indicadores de higiene, en el que se encuentra E. coli
(MINSA, 2007). Se debe recalcar, que ademas de ser una bacteria Gram
negativa de origen fecal, es vulnerable a la destruccion por pasteurizacion
(Pimienta & Vergara, 2007), por lo que, se podria deducir un deficiente
tratamiento térmico de la leche utilizada como materia prima para la

elaboracion de queso fresco.

Por otro lado, los microorganismos encontrados en las muestras de
lactosuero, correspondientes, a los géneros Salmonella, Listeria y Bacillus, en
la  normativa peruana citada anteriormente, son denominamos
microorganismos patdégenos, cuya presencia condicionaria peligro para la
salud humana (MINSA, 2007).

4.6 MICROBIOLOGIA EN MUESTRAS DE LACTOSUERO DEL
PRODUCTOR LACTEO ALK

Referente a E. coli, la NTE INEN 2594:(2011) establece un valor maximo de
< 10 UFC/ml para un suero de leche liquido de nivel de buena calidad, y
ausencia para un nivel de aceptable calidad. Por esta razén, el productor
lacteo ALK no cumpli6 esta medida microbiolégica de la normativa
ecuatoriana, al obtenerse un valor de 1.19E+04 UFC/ml para este

microorganismo.

En cuanto a levaduras, los resultados indicaron 7.30E+05 UFC/ml para el

analisis microbiologico realizado.

61



Finalmente, se obtuvieron resultados MNPC para los microorganismos:

Streptococcus, B. cereus y B. subtilis. Los

anteriormente, se muestran en la Tabla 10.

resultados expresados

Tabla 10. Concentracién total de microorganismos presentes en 250 ml de muestra (ALK)

Microorganismos
Aerobios mesdfilos
S. aureus
Streptococcus
Campylobacter
Hongos filamentosos
Levaduras
Salmonella
E. coli
L. spp
L. monocytogenes
B. cereus
B. subtilis

UFC/ml
0.00E+00
0.00E+00

MNPC
0.00E+00
0.00E+00
7.30E+05
0.00E+00
1.19E+04
0.00E+00
0.00E+00

MNPC

MNPC

Asi mismo, como se muestra en la Figura 7, el productor lacteo ALK presento

en sus analisis microbioldgicos, existencia de Streptococcus, E. coli, B.

céreus, B. subtilis y levaduras.

62



[a0)
ALK 7
wl
<
(o]
2,50E+03 -+ ~
2,00E+03 -
€ 1,50E+03 - S
= +
2 g 8 3 8 & 8 g 8
5 L00E+03 1 2 2 o % 2 8§ % S RS
4 4 g & 5 I 4 L oL 8 g
5,00E+02 - 8 8 2 o o ) o o = =
o o =2 o o o o o 2 =
0,00E+00 T T T T T T T T T T T 1
o o o < o 5 8@ 00 5 SRS
I S A SR Q\\ & K BSOS
LS P LSV FEES
g o O L& N & NS 2
& o & & ¢ N YD
<& &K &3 S S
o CRRC S &
9 C o &
W & v
RS
Micoorganismos

Figura 7. Concentracion de microorganismos por ml de muestra (ALK)

Tanto la presencia de microorganismos del género Streptococcus, como del
género Bacillus, podria ser causada por la posible existencia de vacas
infectadas de mastitis, ya que, dentro de la diversidad de agentes etioldgicos
que la causan, se encuentran estos géneros; por ésto se podria sospechar de
una calidad deficiente de los lactosueros, debido a, enfermedad de ganados

lecheros (Faria, Valero, D"Pool, Garcia, & Allara, 2005).

En cuanto, a la bacteria E. coli en las muestras de lactosuero, al ser un
microorganismo indicador de higiene, se supone contaminacion por materia
fecal de los sueros de queso fresco durante su proceso de elaboracion
(Grandos , Acevedo, & Torres, 2012). Ademas, de posibles fallas durante la

pasteurizacion de la leche utilizada (Pimienta & Vergara, 2007).
Finalmente, las levaduras, como se ha mencionado en este documento, son

microorganismos indicadores de alteracion, relacionandose directamente, con

la vida util y alteracion de un producto alimenticio (MINSA, 2007).
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4.7 TINCION GRAM DE MICROORGANISMOS PRESENTES
EN LAS MUESTRAS DE LACTOSUERO DE LOS
PRODUCTORES LACTEOS

Finalmente, posterior a realizar el procedimiento de tincibn Gram sobre los
in6culos obtenidos, fueron analizaron al microscopio, con la finalidad, de
realizar una primera diferenciacion bacteriana. Se manifestaron dos tipos de
coloraciones, en base, a ciertas caracteristicas de las paredes celulares de
las células observadas; las células decoloradas que admitieron el colorante
contraste, se definieron como Gram negativas (color rosa); por otro lado, las
células que no se decoloraron pero retuvieron la solucién cristal violeta-

amonio, fueron especificadas como Gram positivas (INEN, 2015).

Como se muestra en Figura 8, los microorganismos aerobios mesofilos
detectados en los lactosueros de los cinco productores lacteos de Machachi,

se mostraron Gram negativos (color rosa) frente a la tincion realizada.

ALDL

ALN
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ALSM

ALDA

ALK

Figura 8. Microorganismos aerobios mesofilos (agar Macconkey: placa Petri y tincién Gram)

La tincion Gram permitié corroborar la informacion teorica determinada en la
NTE INEN 1529-14:2013, referente especificamente, al grupo de bacterias al
que pertenece el microorganismo Staphylococcus aureus, de acuerdo, a la
coloracion resultante posterior a realizar tincion Gram. En este sentido, en el
caso de la bacteria S. aureus, este microorganismo presenté un
comportamiento de bacteria Gram positiva (coloracion violeta) frente al
microscopio Optico (INEN, 2013), al igual, que las bacterias del género
Streptococcus analizadas (Manual de la OIE sobre animales terrestres, 2008).
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Por otro lado, la tincidn de la bacteria del género Campylobacter, se manifesto

Gram negativa (color rosa) (Manual de la OIE sobre animales terrestres,

2008).

Los resultados anteriormente descritos, se muestran en la Figura 9.

Staphylococcus
aureus, ‘
ALDL
Género
Streptococcus
ALN
Campylobacter *
ALSM
Género
Streptococcus
ALDA
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Género
Streptococcus

ALK

Figura 9. Géneros Staphylococcus aureus, Streptococcus y Campylobacter (agar sangre:

placa Petri y tincién Gram)

En cuanto, a la bacteria E. coli, la tincion Gram realizada coincidié con lo
descrito en la NTE INEN 1529-8:1990, referente, a que esta bacteria es de

tipo Gram negativa (INEN, 1990), como se muestra en la Figura 10.

ALDL

ALN

ALSM
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ALDA

ALK

Figura 10. Escherichia coli (agar TSA: placa Petri y tincion Gram)

Los microorganismos del género Salmonella, segun la NTE 1529-15:2009
pertenecen al grupo de bacterias Gram negativas (color rosa), por esta razon,
al realizar la tincibn Gram se confirmé dicha informacién tedrica establecida

por la normativa ecuatoriana, como se muestra en la Figura 11 (INEN, 2009).

ALDL

No existié presencia

ALN
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ALSM

ALDA

ALK No existié presencia

Figura 11. Género Salmonella (agar SS: placa Petri y tincién Gram)

La tincion Gram realizada sobre los inéculos obtenidos de género Listeria,
permitié corroborar la informacion establecida en la Norma Oficial Mexicana
143-ssal-1995, bienes y servicios. Método de prueba microbiolégico para
alimentos. Determinacion de Listeria monocytogenes; acerca de que este tipo
de microorganismos forman parte del grupo de bacterias Gram positivas
(IMNC, 1995), manifestando una coloracién rosada al microscopio o6ptico,
como se muestra en la Figura 12.

69



ALDL

ALN

No existié presencia

ALSM

ALDA

ALK

Figura 12. Género Listeria (agar Oxford: placa Petri y tincién Gram)

No existié presencia
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Finalmente, para el género Bacillus, como se muestra en la Figura 13, las
coloraciones obtenidas fueron del tipo Gram positivas (color violeta),
confirmando asi, la informacion establecida en la NTE INEN — ISO 21871
(primera edicion) Microbiologia de los alimentos para consumo humano y
animal. Método horizontal para el recuento de nameros bajos de presuntos
Bacillus cereus. Técnica del nUmero mas probable y método de deteccion
(INEN, 2014).

ALDL

ALN

ALSM
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ALDA

ALK

Figura 13. Género Bacillus (agar MYP: placa Petri y tinciéon Gram)
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5. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES



5. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1 CONCLUSIONES

- Se determind la linea de base del proyecto de lactosuero, que seréa
punto de partida para la planificacion acciones concretas. La
informacion recibida, resulté de gran importancia para el conocimiento
de los principales indicadores de produccion en la industria lechera del

cantén Mejia.

— Se identificaron cinco productores lacteos del cantdn Mejia,
pertenecientes a la parroquia Machachi, con un rango de produccién
diaria de 500 — 1000 litros de lactosuero.

— La calidad de los lactosueros, correspondientes, a los cinco
productores lacteos analizados, es deficiente en términos de inocuidad
y no cumple con los parametros microbiolégicos establecidos por la
normativa ecuatoriana. Sin embargo, no estdn determinadas
claramente las fuentes de origen de la flora microbiana, que en la

mayoria de los casos se ha evidenciado es patdégena.

— Labacteria de origen fecal E. coli, presento crecimiento en las muestras
de los cinco productores lacteos analizados. Los valores altos
encontrados son indicadores de falta de higiene durante el proceso de
elaboracion y obtencion de queso fresco y lactosuero, por lo que, se
estaria comprometiendo la inocuidad alimentaria, y por ende, la salud

del consumidor.

— La presencia de microorganismos aerobios mesoéfilos y levaduras en
productos, en este caso especifico, suero de leche, sugiere la

alteracion del mismo, en cuanto, a su vida util. Ademas, en el caso
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5.2

concreto de las levaduras, su existencia tiene estrecha relacion con la
higiene del sitio en el que se elabora el queso fresco y se obtiene el

lactosuero.

La existencia de bacterias de género Bacillus, Salmonella y
L. monocytogenes, indica patogenicidad. Por esta razon, la presencia
de estos microorganismos en las muestras de lactosuero, advierte la
probable ocurrencia de enfermedades alimentarias, si existe consumo

humano de este producto.

RECOMENDACIONES

Garantizar analisis microbiolégicos permanentes, tanto de materias
primas, como de productos terminados y subproductos, asi como a

nivel interno en las empresas del cantén Mejia.

Realizar estudios microbiolégicos similares de las materias primas
(leche) utilizadas en las industrias lacteas analizadas, utensilios
involucrados en el proceso de los quesos frescos elaborados en el
canton Mejia, y finalmente, a los manipuladores involucrados
directamente en el proceso; con la finalidad, de determinar la fuente de

contaminacion microbiologica exacta de las muestras.
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ANEXOS



ANEXO |

ENCUESTA REALIZADA A PRODUCTORES LACTEOS

DATOS GENERALES

NOMBRE DE LA EMPRESA:

NOMBRE Y APELLIDOS DEL RESPONSABLE:

CARGO QUE DESEMPENA:

UBICACION DE LA EMPRESA

PROVINCIA:

CANTON:

PARROQUIA:

DIRECCION:

TELEFONO: CELULAR:

CORREO ELECTRONICO:

CATEGORIZACION MIPRO:

ARTESANAL O PEQUERNA EMPRESA OJ
MICROEMPRESA I MEDIANA EMPRESA O
OTRO O GRAN EMPRESA O

NUMERO DE TRABAJADORES:

VENTAS ANUALES (USD):

1. ¢Cuantos litros de leche procesa diariamente?

0-500] 500-1000] 1000-5000[] 5000- 10000 ]

Mayor a 100003
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2. ¢Cuantos proveedores de leche tiene?
Menora 10[] 11-200 21-30] 31-50] Mayora 50[]
#_

3. ¢Qué parametros utiliza para la seleccion de sus proveedores?

Precio[] Cantidad[] Calidad[] Disponibilidad ] Otro[]

4. ¢Dispone de un laboratorio de recepcion de leche?
si(dJ No[

5. ¢Qué pruebas realiza para larecepcion de la leche?
Alcohol ] Acidez[[] Densidad [J pH[] Reductasa[]
Ebullicion ] Otro []

6. ¢Quétipo de productos elabora, en qué cantidad y con qué
frecuencia?

Producto Si/No | Cantidad | Frecuencia
Leche
pasteurizada
Queso fresco
Yogur

Manjar
Mantequilla
Quesos maduros
Otros




7. Sielabora queso fresco. Describa el proceso que utiliza.

Se@ "o o0 Ty

8. ¢Qué cantidad de suero de queseria obtiene y con qué
frecuencia?

0-500] 500-1000] 1000-5000] 5000 - 10000[]

Mayor a 10000 ]

Diario [] Semanal [J Mensual [J
9. ¢Qué hace con el suero de queseria?

Vende[[] Desecha[] Alimentacion animal [JOtro [J

10.Si desecha el suero. ¢{Donde lo desecha?

Alcantarillado[[] Acequia[[] Otro[]
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ANEXO I

RESULTADOS DE LA ENCUESTA

é¢Cuantos litros de leche procesa
diariamente?

m0-500 m500-1000 ™ 1000-5000 m5000-10000 ™ mayora 10000

=

é¢Cuantos proveedores de leche tiene?

Emenoral0 m11-20 m21-30 m31-50 mmayorabs0

0%

&
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¢Qué parametros utiliza para la
seleccion de sus proveedores?

B Precio M Cantidad ™ Calidad ™ Disponibilidad ™ Otro

0%

éDispone de un laboratorio de recepcion
de leche?

mSl mNO
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¢Qué pruebas realiza para la recepcion
de la leche?
H Alcohol ®Acidez ®Densidad MpH ™ Reductasa ™ Ebullicién = Otro

2%__ 0% 2%/_ 0%

¢Queé tipo de productos elabora, en qué
cantidad y con qué frecuencia?

B Leche Pasterizada B Queso Fresco H Yogur B Manjar
B Mantequilla ® Quesos maduros = Otros
3% 0%

0%
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¢Qué cantidad de suero de queseria
obtiene?

m0-500 m500-1000 ™ 1000-5000 m5000-10000 ™ mayora 10000

0% 0%

é¢Con qué frecuencia obtiene suero de
gueseria?

m diario Msemanal = mensual

0%
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¢Qué hace con el suero de queseria?

B Vende MDesecha ® Alimentaciénanimal ™ Otro

0%

Si desecha el suero. é{Donde lo desecha?

B Alcantarillado ® Acequia ® Otro
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