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El objetivo del presente trabajo fue
mﬁzar el estudio de trazabilidad
“microbiolégica de la ruta 8, la cual esta
compuesta por. ocho productores
independientes que llevan su leche hasta
el centro de acopio de la asociacion de
pequefios productores agropecuarios
(ASIPA), estos son sancionados en el
pago monetario debido a la alta carga
microbiana que presenta su leche al
momento de vender al proveedor. El
estudio se realizd en los meses de
noviembre y diciembre del 2016, donde
se tomaron muestras de leche de cada
uno de los productores al igual que de los
tanques de enfriamiento y del agua del




centro de acopio, a las muestras se les
midié6 el pH y temperatura in situ, se
analiz6 Aerobios Mesofilos, Coliformes
totales y E. coli. Los resultados revelaron
que en el mes de diciembre existi6 mayor
recuento de aerobios mesdfilos donde
tres productores no cumplieron con los
limites de la norma INEN 9:2012 por otro
lado, la presencia de Coliformes totales
fue notable en el mes de noviembre, sin
embargo los productores 4 y 5 no
registraron crecimiento en ninguno de los
dos meses. Con relacion a E. coli en
noviembre el 50 % de los productores
presentaron ausencia de esta, mientras
en diciembre solo el proveedor 4 y 5 no
registraron crecimiento. Respecto al pH,
solo el productor 3 tuvo un pH 6ptimo de
6.6 mientras todos los demas
productores se salen del rango. Con
relacién a la leche de los tanques de
enfriamiento estas presentaron pH
cercanos al neutro lo que le hace idéneo
para el crecimiento de baterias, la
temperatura en el primer muestreo fue
mas elevada que en el segundo donde se
obtuvo un promedio de 12 °C cercano al
limite de 10 °C establecido por la Norma
INEN 9:2012. En cuanto a carga
microbiolégica la leche de los tanques de
enfriamiento registr6 recuentos muy
elevados tanto de Aerobios Mesdfilos,
Coliformes y E. coli. Respecto al agua
con la que se lavan los tanques se
encontr6 presencia de  Aerobios
Mesdfilos y Coliformes, lo que puede
influir también en el aumento de carga
microbiana ya que los tanques estan
contaminados al momento de recibir la
leche. Se concluye que la mayoria de
productores no cumple con las
normativas de leche cruda debido a la
alta carga microbiana presente, lo que
significa que existen fallas en la rutina de
ordefio, falta enfriamiento después del
ordefio y durante el transporte.

Industria lactea, bacterias aerobias
mesodfilas, coliformes, E. Coli, calidad de
la leche.

The objective of the present work was to
carry out the microbiological traceability




study of route 8, which is com d by
eight independent producers who take
their milk to the collection center of the
associaton of small  agricultural
producers (ASIPA), these are sanctioned
in the payment Due to the high microbial
load that their milk presents when selling
to the supplier. The study was conducted
in November and December of 2016,
where milk samples were taken from
each of the producers as well as from the
cooling tanks and the water from the
collection center, the samples were
measured pH and temperature in situ,
Aerobic mesophilic, Coliform and E. coli
were analyzed. The results revealed that
in the month of December there was a
higher count of aerobic mesophilic where
three producers did not meet the limits of
the INEN 9: 2012 standard. On the other
hand, the presence of total Coliforms was
remarkable in the month of November,
however, producers 4 and 5 did not show
growth in any of the two months. About of
E. coli in November 50 % of the
producers presented absence of this one,
whereas in December only the supplier 4
and 5 did not register growth. Regarding
pH, only producer 3 had an optimum pH
of 6.6 while all other producers were out
of range. In relation to the milk of the
cooling tanks these had pH close to the
neutral which makes it suitable for the
growth of batteries, the temperature in the
first sampling was higher than in the
second where it obtained an average of
12 °C close to the limit of 10 °C
established by the Norm INEN 9: 2012. In
terms of microbiological load the milk of
the tanks register very high counts of both
Aerobic mesophilic, Coliform and E. coli.
Regarding the water used to wash the
tanks, there was the presence of aerobic
mesophilic and Coliform, which can also
influence the increase of microbial load
since the tanks are contaminated when
receiving the milk. It is concluded that
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most of, many of producers do not
comply with the rules of raw milk due to
the high microbial load present, which
means that there are failures in the
routine of milking, lacking cooling after
milking and during transportation.

Milk  industry, mesophilic  aerobic
microorganisms, coliforms, E.coli, milk

quality.
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RESUMEN

El objetivo del presente trabajo fue realizar el estudio de trazabilidad
microbiolégica de la ruta 8, la cual estd compuesta por ocho productores
independientes que llevan su leche hasta el centro de acopio de la
asociacion de pequefios productores agropecuarios (ASIPA), estos son
sancionados en el pago monetario debido a la alta carga microbiana que
presenta su leche al momento de vender al proveedor. El estudio se realizo
en los meses de noviembre y diciembre del 2016, donde se tomaron
muestras de leche de cada uno de los productores al igual que de los
tanques de enfriamiento y del agua del centro de acopio, a las muestras se
les midi6 el pH y temperatura in situ, se analizé Aerobios Mesofilos,
Coliformes totales y E. coli. Los resultados revelaron que en el mes de
diciembre existi6 mayor recuento de aerobios mesofilos donde tres
productores no cumplieron con los limites de la norma INEN 9:2012 por otro
lado, la presencia de Coliformes totales fue notable en el mes de noviembre
sin embargo los productores 4 y 5 no registraron crecimiento en ninguno de
los dos meses. Con relacion a E. coli en noviembre el 50 % de los
productores presentaron ausencia de esta, mientras en diciembre solo los
productores 4 y 5 no registraron crecimiento. Respecto al pH, solo el
productor 3 tuvo un pH 6ptimo de 6.6 mientras todos los demas productores
se salen del rango. Con relacién a la leche de los tanques de enfriamiento
estas presentaron pH cercanos al neutro lo que le hace idoneo para el
crecimiento de baterias, la temperatura en el primer muestreo fue mas
elevada que en el segundo donde se obtuvo un promedio de 12 °C cercano
al limite de 10 °C establecido por la Norma INEN 9:2012. En cuanto a carga
microbiolégica la leche de los tanques de enfriamiento registré recuentos
muy elevados tanto de A. Mesdfilos, Coliformes y E. coli. Respecto al agua
con la que se lavan los tanques se encontrd presencia de Aerobios Mesofilos
y Coliformes, lo que puede influir también en el aumento de carga
microbiana ya que los tanques estan contaminados al momento de recibir la
leche. Se concluye que la mayoria de productores no cumple con las
normativas de leche cruda debido a la alta carga microbiana presente, lo que
significa que existen fallas en la rutina de ordefio, falta de enfriamiento
después del ordefio y durante el transporte.

Palabras clave: industria lactea, bacterias aerobias mesoéfilas, coliformes,
E.coli, calidad de la leche.



ABSTRACT

The objective of the present work was to carry out the microbiological
traceability study of route 8, which is composed by eight independent
producers who take their milk to the collection center of the association of
small agricultural producers (ASIPA), these are sanctioned in the payment
Due to the high microbial load that their milk presents when selling to the
supplier. The study was conducted in November and December of 2016,
where milk samples were taken from each of the producers as well as from
the cooling tanks and the water from the collection center, the samples were
measured pH and temperature in situ, Aerobic mesophilic, Coliform and E.
coli were analyzed. The results revealed that in the month of December there
was a higher count of aerobic mesophilic where three producers did not meet
the limits of the INEN 9: 2012 standard. On the other hand, the presence of
total Coliforms was remarkable in the month of November, however,
producers 4 and 5 did not show growth in any of the two months. About of
E. coli in November 50% of the producers presented absence of this one,
whereas in December only the supplier 4 and 5 did not register growth.
Regarding pH, only producer 3 had an optimum pH of 6.6 while all other
producers were out of range. In relation to the milk of the cooling tanks these
had pH close to the neutral which makes it suitable for the growth of
batteries, the temperature in the first sampling was higher than in the second
where it obtained an average of 12 °C close to the limit of 10 °C established
by the Norm INEN 9: 2012. In terms of microbiological load the milk of the
tanks register very high counts of both Aerobic mesophilic, Coliform and E.
coli. Regarding the water used to wash the tanks, there was the presence of
aerobic mesophilic and Coliform, which can also influence the increase of
microbial load since the tanks are contaminated when receiving the milk. It is
concluded that most of, many of producers do not comply with the rules of
raw milk due to the high microbial load present, which means that there are
failures in the routine of milking, lacking cooling after milking and during
transportation.

Key words: milk industry, Aerobic mesophilic bacteria, coliforms, E.coli, milk
quality.
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1. INTRODUCCION

De acuerdo con la NTE INEN 0009 (2012) “La leche es producto de la
secrecion mamaria normal de animales bovinos lecheros sanos, mediante
uno o mas ordefios diarios, higiénicos, completos e ininterrumpidos, sin
ningun tipo de adicidon o extraccion, destinada a un tratamiento posterior
previo a su consumo”.

Mientras la leche cruda se encuentra definida como aquella “leche que no ha
sido sometida a ningun tipo de calentamiento, es decir su temperatura no ha
superado la de la leche inmediatamente después de ser extraida de la ubre
(no més de 40 °C)” (NTE INEN 0009, 2012) .

La leche es un alimento con alto valor nutritivo ya que estd compuesta por
proteinas, vitaminas, azucares, grasas y minerales como el calcio y fosforo,
cuyas concentraciones varian principalmente de acuerdo al animal (Castro,
2011). Debido a su composicién es considerada como un alimento completo,
siendo un medio ideal para el crecimiento de diversos microorganismos. La
contaminacion en la leche puede ocurrir durante el manejo, ordefio,
almacenamiento, transporte y elaboracion de derivados, proceso donde la
leche pasa por diferentes etapas de la cadena agroalimentaria (Agudelo &
Bedoya, 2005).

Una leche recién ordefiada procedente de vacas sanas, tiene niveles
microbioldgicos totales entre 300 y 1.500 UFC/mIl. A partir del ordefio puede
incrementarse el recuento microbiano, sin embargo, las bacterias presentes
no se multiplican durante las primeras horas, debido que la leche recién
ordefiada posee un poder bacteriostatico que impide su desarrollo (Mariscal,
Ibafiez, & Gutiérrez, 2013).

En estudios realizados por Ronquillo, Lammoglia, Renteria, Cabrera & Cruz
(2014) acerca de la presencia de microorganismos en la leche cruda de vaca
durante el ordefio, se observé que incluso en la leche recién ordefiada, la
presencia de bacterias era alta en la mayoria de las muestras analizadas
con un conteo superior a 1 x 108 UFC/ml. En este estudio también se
encontro la presencia de Salmonella y Shigella en la leche recién ordefiada,
cuyos valores obtenidos se encontraban por encima de lo normal;
catalogando asi, como un indicador del incorrecto manejo higiénico previo y
durante el ordefio. Ademas, se demostré que el tiempo durante el que
permanece la leche en el lugar de ordefio afecta significativamente la calidad
microbiolégica de la leche.



De acuerdo con Murphy y Boor (2000), la leche cruda que se encuentra en el
tanque de almacenamiento durante el ordefio puede presentar una
contaminacion microbiana, debido a la presencia de bacterias en la
superficie externa de la ubre, del equipo de ordefio, utensilios y de
organismos de mastitis que se encuentran dentro de la ubre.

Otros factores que también afectan la calidad microbiologica de la leche
cruda son: la temperatura, el tiempo de almacenamiento (incluso en tanques
refrigerados), el tipo de lavado del tanque de almacenamiento ya sea de
manera manual o automatica; todos estos factores determinan el tiempo de
conservacion de la leche (Ronquillo, Lammoglia, Renteria, Cabrera, & Cruz,
2014).

Martinez & Diaz (2016), en su estudio sobre evaluacion de la leche cruda
recibida en industrias lacteas, encontraron en la evaluacion fisicoquimica,
muestras con pH de 6.7 y una acidez promedio de 0.16 %. Ademas,
encontraron leches con valores de acidez superiores a 0.17 % lo cual
atribuyeron al almacenamiento en recipientes inapropiados sin refrigeracion,
factores que contribuyen al desarrollo microbiano.

Rosero & Mestres (2004), sefialan que la capacidad de almacenamiento de
una leche no sélo depende de la temperatura, sino que también depende del
grado de contaminacion microbiana que presenta. Cuanto mayor sea la
contaminacion microbiana de la leche, menor sera su capacidad para ser
almacenada. En la leche almacenada en condiciones de refrigeracion, la
microbiota psicotrofica es la principal responsable del deterioro.

Las principales bacterias patégenas que suelen presentarse en la leche
cruda, se clasifican en dos grandes grupos, las bacterias Gram Positivas
donde se encuentran: Listeria monocytogenes, que se considera como cero
tolerancia segun la FDA, también estan los Estafilococos, que son
anaerobios facultativos fermentadores y Clostridium botulinum, que son
bacterias anaerdbicas con actividad enzimética variada y que producen
acidificacién, coagulacion y protedlisis (IRAM, 2010).

Dentro de los microorganismos aerobios mesdfilos, se encuentran todos
aquellos que son capaces de desarrollarse en presencia de oxigeno a
temperaturas entre los 20 °C y 45 °C con una 6ptima entre 30 °C y 40 °C. El
recuento de microorganismos aerobios mesdfilos estima la microflora total
sin especificar tipos de microorganismos. Ademas, este tipo de
microorganismo puede reflejar la calidad sanitaria de los alimentos,
revelando las condiciones higiénicas de la materia prima y la forma en la que
fueron manipulados en la elaboracion (Passalacqua & Cabrera, 2014).

Segun Suarez, Martinez, Bertoni, & Neder (2017) en su estudio se demostré
gue para la rutina de ordefio y para el preparado de las ubres pre ordefio se



debe tomar en cuenta el periodo de lluvias, ya que durante esta época se
registré mayores recuentos de aerobios mesoéfilos en la leche analizada por
lo que se debe reforzar las medidas de higiene en la rutina de ordefio
durante esta época.

Un recuento elevado de microorganismos aerobios puede representar una
incorrecta manipulacion durante el proceso de elaboracion del alimento o
una alta contaminacion microbiana de la materia prima; también puede
representar la posibilidad de que existan patdégenos y la alteracion del
producto, de la misma manera un recuento bajo no asegura la ausencia de
flora patdgena o sus toxinas (Passalacqua & Cabrera, 2014).

En las bacterias Gram Negativas, se encuentran las enterobacterias las
cuales son huéspedes normales del intestino de los mamiferos, estas
pueden estar presentes tanto en el agua como en la leche, su presencia
determina que existe contaminacion de origen fecal. A estas bacterias se las
considera importantes desde el punto de vista higiénico, debido al poder
patdgeno que poseen varias especies, como Salmonella y otras que pueden
producir alteraciones gastrointestinales, por ejemplo, Escherichia coli (E.
coli), Yersinia y Shigella. Desde el punto de vista tecnologico son
importantes ya que son bacterias heterofermentativas, es decir productoras
de gases, sin embargo, también producen sustancias viscosas y de sabor
desagradable, lo cual provoca la alteracion de la leche o subproductos
(Rodriguez & Echevarria , 2009).

En los productos lacteos, las enterobacterias encontradas con mayor
frecuencia son las del grupo Coliforme. La determinacion de su presencia
representa la calidad higiénica de la leche, las enterobacterias mas comunes
en la leche cruda son: E. coli, Enterobacter aerogenes, Salmonella, Shigella,
Klebsiella, Serratia y Proteus (IRAM, 2010).

La Organizacion Mundial de la Salud (2016), define a E. colicomo un
microorganismo presente en el intestino tanto del ser humano como de los
animales de sangre caliente, esta bacteria se transmite al hombre
especialmente por el consumo de alimentos contaminados. Existen cepas de
E. coli inofensivas, asi como también productoras de toxina Shiga, las cuales
pueden provocar graves enfermedades.

Segun Mariscal, Ibafez, & Gutiérrez (2013), para evaluar la calidad de la
leche, no solo se debe tomar en cuenta su concentracién en componentes o
sus caracteristicas organolépticas, también se debe realizar un analisis
microbioldgico, el cual es usado con mayor frecuencia. Un alto recuento
bacteriano estd relacionado con pérdidas de produccion lechera lo que
afecta econdmicamente a los productores, ademas de los riesgos inherentes
a la poblacion de contraer enfermedades transmitidas por alimentos (ETAS).
Por ende, la salud y bienestar de los consumidores dependen en gran
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medida del aporte nutricional de los alimentos y de la calidad higiénica a la
gue son sometidos a lo largo de toda la cadena productiva (FAO, Kooper, &
Calderén, 2009).

Actualmente, la calidad en la industria lactea es considerada como una
ventaja competitiva ya que busca satisfacer las necesidades y exigencias de
los consumidores nacionales y de los mercados externos (Martinez & Diaz,
2016).

El Codex Alimentarius define a la trazabilidad como la capacidad para seguir
el recorrido de un alimento a través de todas las etapas de produccion,
procesamiento y distribucion, llevando asi el control de la informacién del
producto (CAC, 2006).

En las cadenas agropecuarias de produccion se puede diferenciar dos tipos
de trazabilidad: la trazabilidad primaria, es aquella en la que se realiza un
registro histérico tanto de los animales como de sus enfermedades; la
trazabilidad secundaria, esta principalmente orientada a la inocuidad de los
productos de origen animal (se puede conocer el origen de las materias
primas que forman parte del alimento, desde que entra a la cadena
alimentaria hasta que llega al consumidor) (Tonsor & Schultz , 2010).

La seguridad y la inocuidad alimentaria estan relacionadas, segun la FAO:
‘La seguridad alimentaria existe cuanto todas las personas, en todo
momento, tienen acceso fisico y econémico a suficientes alimentos inocuos
y nutritivos para satisfacer sus necesidades que permitan llevar una vida
sana y activa”. La seguridad alimentaria se garantiza cuando existe una
buena sanidad animal, porque mejora el suministro de alimentos inocuos
derivados de animales para satisfacer las necesidades alimenticias (OIE,
2015).

De acuerdo con Yuquilema & Huilca (2016) para que un alimento sea inocuo
se deben implementar medidas de control de calidad antes, durante y al final
de la elaboracion para verificar la calidad del producto terminado. Mediante
el empleo de sistemas de calidad en la industria de alimentos, como la
norma ISO 22000:2005 o ISO 22002:2009 y Buenas Practicas de
Manufactura (BPM) se tendra un papel significativo en el fortalecimiento de
la inocuidad alimentaria (Cartin , 2013).

Por tanto, para tener leche de calidad se debe comenzar implementando
buenas practicas de ordefio (FAO, 2011). Antes de iniciar el ordefio, se debe
verificar que el sitio de ordefio este limpio, libre de materia fecal y agentes
contaminantes. Es importante el lavado de manos y brazos del ordefiador,
asi como verificar que los utensilios de trabajo como baldes, pezoneras,
estén limpios y sin residuos de agua. La persona responsable debe usar
ropa exclusiva durante el ordefio (Agrocalidad, 2015).



Durante el ordeio, primero se debe realizar el lavado de los pezones con
agua limpia, después se procede al secado de los pezones. El ordefio debe
durar de cinco a siete minutos, para evitar que se produzca una retencion
natural de la leche y sea mas probable que se provoque mastitis. Al terminar
el ordefio se debe sellar los pezones con una solucién desinfectante, a base
de tintura de yodo comercial (Agrocalidad, 2015).

Después del ordefio, la leche debe ser filtrada para eliminar cualquier tipo de
residuo presente. La leche se debe enfriar y almacenar inmediatamente en
depdsitos cerrados, ubicados a la sombra, si es posible sumergidos en agua
fria. Los utensilios utilizados al igual que el lugar de ordefio deben ser
lavados con agua tratada y detergente, eliminando excremento y agentes
contaminantes (Agrocalidad, 2015).

Garzon & Nieto (2011) sefialan que al aplicar buenas practicas de higiene a
lo largo del proceso de ordefio y durante la limpieza y desinfeccion de
utensilios e instalaciones, se reduce el riesgo de contaminacion de la leche
cruda por agentes fisicos, quimicos o microbiolégicos; salvaguardando la
salud de los consumidores, y creando una cultura de higiene en los
productores para ofrecer un producto de calidad.

Se puede evidenciar que, la calidad microbiolégica de la leche depende
principalmente de las condiciones de higiene y sanidad que se manejan en
las explotaciones lecheras, por tanto, mientras mayor atencion y cuidado se
proporcione a la obtencién higiénica de la leche y a la sanidad de los
animales productores, los recuentos de microorganismos seran inferiores
(Celis & Juarez, 2009).

La Asociacion de Pequefios Productores Agropecuarios “ASIPA”, es una
organizaciéon de ganaderos que trabaja desde hace ocho afios en San
Miguel de los Bancos, cuenta con 32 socios y 82 productores. Acopia
diariamente alrededor de 5.000 litros de leche cruda (Zurita, 2017).

La leche proveniente de los ganaderos de ASIPA presenta una alta carga
microbiana, la cual representa pérdidas econdmicas para los productores
debido a que son sancionados por las empresas que compran el producto.
El proyecto tiene la finalidad de identificar las causas de contaminacion de la
leche de la ruta 8, que corresponde al centro de acopio donde se recolecta la
leche de ocho productores independientes, en donde se investigara la
microbiologia de la leche entregada por cada proveedor de la ruta 8 de la
asociacion de pequefios productores agropecuarios ASIPA de San Miguel de
los Bancos, asi como el crecimiento de microorganismos en los tanques de
almacenamiento del centro de acopio.



El objetivo de esta investigacion fue estudiar la trazabilidad de la ruta 8
durante la recoleccion de leche en la asociacion de pequefios productores
agropecuarios ASIPA. Para el cumplimento de este se plantearon los
siguientes objetivos especificos:

e Recolectar muestras de leche de los proveedores de la ruta 8.

e Medir el pH y la temperatura de las muestras in situ.

e Determinar la poblacion de microorganismos (aerobios mesofilos
coliformes totales, E. coli) en las muestras de leche.



2. METODOLOGIA



2. METODOLOGIA

2.1 RECOLECCION DE LAS MUESTRAS

El estudio se realizd en el centro de acopio de la Asociacion de Pequefios
Productores Agropecuarios (ASIPA) ubicado en el canton San Miguel de los
Bancos, se recopilaron muestras en dos meses diferentes (noviembre y
diciembre del 2016). El muestreo se efectu6é tomando 100 ml de leche cruda
de cada uno de los 8 productores independientes que llegan hasta el centro
de acopio, los cuales conforman la denominada ruta 8, al final de la
recoleccion de leche de todos los productores de las ocho rutas, se tomé
muestras de la leche de los 2 tanques de enfriamiento al igual que del agua
del centro de acopio con la que se lavd los tanques previamente. Para
obtener las muestras, se utilizd frascos estériles. Inmediatamente en cada
muestra se determind la temperatura en grados Celsius con ayuda de un
termdémetro digital marca Multi-Thermometer mientras el pH se determiné
por medio de un potencidmetro digital marca Hanna. Concluido el
procedimiento, se etiqueto los frascos con su respectivo codigo y se coloco
en coolers con hielo hasta llegar al Laboratorio de Microbiologia de la
Universidad Tecnologica Equinoccial en Quito, para su analisis
microbiolégico.

2.2 PREPARACION DE LA MUESTRA E INOCULACION

Para las diluciones de las muestras de leche cruda de vaca, primero se
midié 10 ml de leche y se agreg6 en un frasco con 90 ml de agua peptonada
estéril correspondiente a la dilucion 10, posteriormente se agitd
manualmente por 25 veces. A partir de esta se realiz6 la dilucién 102 con la
ayuda de una micro pipeta se tomé una alicuota de 1 ml de la dilucién 101y
se coloco en un tubo con 9 ml de agua peptonada estéril, posteriormente se
utilizé un homogenizador tipo vortex por un tiempo de 5 segundos. De la
misma manera se realizaron las diluciones sucesivas 103, 104, 10, 10°6. El
proceso se repitid para cada una de las 11 muestras.

Para el proceso de inoculacion, de cada dilucion se tom6 1 ml y se inoculo
en placas de Neofilm para recuento de E. coli, Coliformes y Aerobios
Mesofilos. Los ensayos se realizaron por duplicado.



2.3 RECUENTO DE MICROORGANISMOS

Para el recuento de microorganismos Aerobios Mesoéfilos las placas se
incubaron de acuerdo con el Manual de interpretacion Neofilm, segun el
método AOAC 011001 el cual sugiere incubarlas a 35 °C por 44 - 48 horas.

Mientras para el recuento de E. coli y Coliformes las placas se incubaron de
acuerdo con el Manual de interpretacion Neofilm, segun el método AOAC
070901 el cual sugiere incubarlas a 35 °C por 21 - 24 horas.

2.4 INTERPRETACION DE RESULTADOS

La interpretacion para las colonias de E. coli y Coliformes se realiz6 de
acuerdo al Manual Neofilm, donde sefala que para diferenciar las colonias
de E. coli y Coliformes se debe prestar atencion a sus colores:

e E. coli: colonias color purpura / indigo
e Coliformes: colonias color azul / azul — verdoso

La interpretacion de Aerobios Mesdfilos se realizé de acuerdo al Manual
Neofilm donde indica que se deben contar todas las colonias de color rojo
independientemente de su tamafo o intensidad.
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3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 ANALISIS MICROBIOLOGICO DE PRODUCTORES

En la Tabla 1 se observa los resultados obtenidos por los productores de la
ruta 8, donde se aprecia que en el muestreo realizado en el mes de
diciembre hubo mayor crecimiento microbiano comparado con el mes de

noviembre.
Tabla 1. Recuento microbiolégico por productor ruta 8
Mes de pProductor | pH Temperatura Qz;%?iﬁi Coliformes | E. coli
muestreo P (°C) (UFC/ml) (UFC/ml) | (UFC/mI)
1 6.4 337 82x105 | 2.8x10° |3.3x10
2 5.9 342 11x105 | 7.2x10° <10
3 6.2 32.4 18x105 | 33x10¢ | <10
Noviembre 4
6.1 342 24%x10% | 1.3x10%2 | 1.7 x 10
5 6.2 318 18x10* | 7.8x102 |3.3x 10
6 6.2 322 11x107 | 7.7 x 108 <10
7 6.3 29.3 14x106 | 63x105 | 5x 10!
8 6.2 315 4.9 x 105 3 x 10 <10
l - - - — —
2 - - - — —
3 6.6 313 63x10° | 54x10° |1.3x10
Diciembre 4
7.0 33.9 30x10° | 3.3x10 <10
5 7.0 29.9 26x10° | 3.4x102 <10
6 6.2 31.4 6.0x10° | 1.9x10° |7.3x103
7 6.1 321 33x10°5 | 42x10* |8.4x10?
8 6.4 316 26x106 | 3.9x105 |5.4x 102
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3.1.1. AEROBIOS MESOFILOS

En la Figura 1 se puede observar el recuento de aerobios mesdfilos
registrado en el mes de noviembre y diciembre.
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Figura 1. Recuento de aerobios meséfilos para los meses de a) noviembre y b) diciembre
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En el mes de noviembre, la leche de siete productores tuvo recuentos de
aerobios mesofilos inferiores a 6.18 Log UFC/ml (1.5 x 108 UFC/ml), donde
el recuento mas bajo fue de 2.4 x 10° UFC/mI correspondiente al productor
4, respecto al productor 6 este registré el valor mas alto de 1.1 x 107 UFC/ml.

Por otra parte, en el mes de diciembre tres productores registraron recuentos
elevados especialmente el productor 3 quien present6 6.3 x 10° UFC/m,
seguido del productor 6 con 6.0 x 108 UFC/ml y el productor 8 con 2.6 x 10°
UFC/ml, en diciembre el recuento mas bajo fue del productor 4 con 3.0 x 10°
UFC/ml.

Los resultados obtenidos indican que, en el mes de noviembre se obtuvo un
recuento menor de aerobios mesofilos donde solo el productor 6 no cumplié
con los limites establecidos por la norma, mientras en el muestreo realizado
en el mes de diciembre se encontré6 recuentos mas elevados, tres
productores no cumplieron con la norma de leche cruda. La comparacién de
los recuentos se realizé tomando como referencia la norma INEN 9:2012
quien establece como limite de aceptaciéon 6.18 Log UFC/ml (1.5 x 10°
UFC/ml). Por otro lado, en el mes de diciembre a los productores 1y 2 no se
les realiz6 segundo muestreo debido a motivos logisticos

La alta presencia de aerobios totales puede evidenciar el nivel de
contaminacion de la leche e indicar que existen condiciones higiénicas
deficientes, por un manejo inadecuado en la rutina de ordefio, mala higiene
de las manos del ordefiador, uso de utensilios de ordefio sucios, malas
formas de almacenamiento y transporte de la leche, etc (Calderon |,
Rodriguez , Arrieta, Martinez, & Vergara, 2012).

Otro factor al cual se le puede atribuir la alta presencia de aerobios mesofilos
es la temperatura, acorde con Pinzon (2006) la temperatura a la cual se
encuentra la leche después del ordefio contribuye al rapido crecimiento
microbiano.

Un recuento elevado de microorganismos aerobios mesoéfilos puede
representar la posibilidad de que existan patdgenos y la alteracion del
producto, sin embargo, un recuento bajo no asegura la ausencia de flora
patégena o sus toxinas (Passalacqua & Cabrera, 2014).
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3.1.2. COLIFORMES TOTALES

Los coliformes totales son considerados como indicadores del grado de
contaminacion fecal, en la Figura 2 se muestra el recuento de coliformes
totales en el mes de noviembre y diciembre.
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Figura 2. Recuento de coliformes totales para los meses de a) noviembre y b) diciembre
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En el mes de noviembre, la leche de seis productores presenté valores
elevados de coliformes totales, donde el productor 6 obtuvo el recuento mas
alto de 7.7 x 10° UFC/mI, mientras los productores 4 y 5 presentaron los
recuentos mas bajos de 1.3 x 102 UFC/ml y 7.8 x 10?2 UFC/ml,
respectivamente.

En cuanto al muestreo realizado en diciembre, cuatro productores mostraron
valores altos, el productor 3 registrd el recuento microbiolégico mas alto de
este mes con 5.4 x 10 UFC/ml, asimismo los productores 4 y 5 presentaron
los recuentos mas bajos de 3.3 x 10! UFC/ml y 3.4 x 102 UFC/ml,
respectivamente.

Los recuentos obtenidos fueron comparados con la norma peruana NTP
202.001:2003 donde el limite maximo permisible es de 1000 UFC/ml (3 log
UFC/ml). Al comparar los datos con dicha norma se observo que solo la
leche de los productores 4 y 5 tanto en el mes de noviembre como
diciembre, cumplieron con la norma ya que obtuvieron recuentos inferiores al
limite.

La presencia de coliformes en la leche cruda se relaciona con el grado de
limpieza tanto de las manos de los operarios como de la piel de los pezones
del animal. De acuerdo con Vasquez, Rodriguez, Méndez, Osuna, & Vargas
(2007) el tipo de limpieza de las ubres tiene relacion con la presencia de
coliformes en la leche, ya que cuando la piel se encuentra hUumeda aporta
mas bacterias en comparacion a la piel seca, debido a que los
microorganismos pueden transportarse con el agua hasta la punta del pezon
durante el ordefio, contaminando la leche.

La presencia de coliformes en productos lacteos no es aceptable por los
estdndares de consumo de alimentos inocuos, debido a que algunos de
estos microorganismos son patdgenos y pueden causar enfermedades
graves para el ser humano (Tankoano, Kabore, Savadogo, & Soma, 2016).

3.1.3. E. coli

En la Figura 3 se puede observar la presencia de E.coli para cada productor
en los meses de noviembre y diciembre. En el primer muestreo realizado en
el mes de noviembre la leche de la mitad de los proveedores resultd
contaminada por E. coli, mientras en el resto de productores no existio
crecimiento. Por otro lado, en el mes de diciembre, cuatro productores
registraron presencia de esta, mientras solo los productores 4 y 5 no
presentaron recuentos.
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Figura 3. Recuento de E. coli por cada productor en los meses de

a) noviembre y b) diciembre.

Al comparar los recuentos obtenidos del mes de noviembre con la Norma
Oficial Mexicana (NOM-243-SSA1-2010) la leche proveniente de los
proveedores 1, 4, 5y 7 no cumplen con la norma, ya que superan el limite
maximo permitido de E. coli que es de 1.11 Log UFC/ml (13 UFC/ml). En
cuanto al muestreo realizado en diciembre la leche de los productores 3, 6, 7
y 8 al presentar recuentos elevados, no cumplen con la norma.

E. coli es una bacteria utilizada como indicador de contaminacion fecal
presente en los alimentos, es de preocupacion en la industria alimentaria
debido a que es uno de los principales causantes de enfermedades
transmitidas por alimentos que provocan trastornos gastrointestinales en el
hombre (OMS, 2016).

La leche puede contaminarse de manera directa o indirecta durante el
ordefio, transporte y almacenamiento. La presencia de E. coli en la leche
refleja la existencia de un manejo higiénico deficiente de la rutina de ordefio
y exposicion de la leche a materia fecal (Vasquez, Rodriguez, Méndez,
Osuna, & Vargas, 2007).
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3.2 ANALISIS DE pHy TEMPERATURA DE LOS
PRODUCTORES

3.2.1 pH

En la Figura 4 se puede observar la relacion de pH y tiempo para cada
productor, en el mes de noviembre el pH promedio fue de 6.2, donde el pH
mas bajo registrado fue de 5.9 del productor 2 y el mas alto de 6.4 del
productor 1. En cambio, en el mes de diciembre el pH promedio fue de 6.6,
en este mes los proveedores 4 y 5 registraron el pH mas alto de 7.0 mientras
el pH mas bajo fue de 6.1 correspondiente al productor 7.
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Figura 4. Relacion pH y tiempo por cada productor en los meses de

a) noviembre y b) diciembre.

El pH normal de leche fresca es de 6.6 a 6.8, en este estudio se evidencia
qgue en el mes de noviembre ninguno de los productores obtuvo un pH ideal,
respecto al mes de diciembre el Unico productor que presenté un pH normal
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fue el productor 3 con un pH de 6.6, mientras todos los demas productores
se salen del rango. Estas variaciones pueden deberse a varios factores
como; alto contenido de proteinas, presencia de células sométicas, efecto de
la temperatura del sector ya que en dias mas calurosos la leche tiende a
acidificarse por la falta de enfriamiento, el periodo de lactancia también
puede afectar observandose valores de pH muy altos (mayores a 7.4)
(Alvarez, Herrera, Alonso, & Barreras, 2012).

Las variaciones de pH también pueden ser debidas a posibles
adulteraciones para ocultar los defectos en la calidad sanitaria de la leche,
por ejemplo, la adicion de bicarbonato de sodio neutraliza la acidez en la
leche mientras la adicion de calostro provoca la disminucion del pH debido al
elevado contenido de proteinas (Calderdn, Rodriguez, & Martinez, 2013) .

3.2.2 TEMPERATURA

En la Figura 5 se puede observar la relacion entre la temperatura y el tiempo
para cada productor.
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Figura 5. Relacién temperatura y tiempo por cada productor en los meses de
a) noviembre y b) diciembre.
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La temperatura promedio de la leche cruda en el muestreo realizado en
noviembre fue de 32.4 °C, donde los productores 2 y 4 registraron la
temperatura mas alta de 34.2 °C, mientras la méas baja fue de 29.3 °C del
productor 7.

En el mes de diciembre la temperatura promedio fue de 31.7 °C, en este
mes la temperatura més alta fue 33.9 °C correspondiente al productor 4 y la
temperatura mas baja de 29.9 °C del productor 5. Por tanto, estas
temperaturas pueden influir en la alta presencia de aerobios mesofilos ya
gue estos son capaces de desarrollarse en temperaturas entre 20 °C y 45 °C
con un optimo de 35 °C (Passalacqua & Cabrera, 2014).

De acuerdo con Lopez & Zevallos (2015) la leche cruda después del ordefio
debe ser inmediatamente enfriada a 4 °C con agitacidbn constante, sin
embargo, si no se cuenta con sistemas de refrigeracion, la leche debe ser
transportada en un tiempo menor a tres horas al centro de acopio, para
minimizar la multiplicacion de los microorganismos.

3.3 TANQUES DE ENFRIAMIENTO

3.3.1 ANALISIS MICROBIOLOGICO

En la Tabla 2 se presentan los resultados obtenidos del recuento
microbiolégico de la leche de los tanques de enfriamiento ubicados en el
centro de acopio. Respecto a los datos de Aerobios Mesbfilos se observa
que en el mes de noviembre se obtuvo el recuento mas elevados de
1.26 x 10’ UFC/ml, mientras que en el mes de diciembre se obtuvo el
recuento mas bajo de 3.90 x 10° UFC/ml. Al comparar los recuentos
obtenidos del mes de noviembre con la norma INEN 9:2012, la leche de este
mes no cumple con la norma ya que el limite méximo permitido es de 1.5 x
108 UFC/ml, sin embargo, la leche del tanque 2 de diciembre si cumple con
el limite establecido por la norma, ya que obtuvo un recuento de 3.90 x 10°
UFC/ml.
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Tabla 2. Recuento microbioldgico de los tanques de enfriamiento

Mes de Tanque Qg;%?;l%i Coliformes | E.coli
muestreo (UFC/ml) (UFC/ml) | (UFC/mI)
Noviembre 1 1.26 x 107 | 4.17 x 108 | 2.08 x 103

2 9.25x 10% | 1.93x 107 |1.67 x 101
Diciembre 1 1.61 x 108 | 7.05x 105 |1.81 x 10*
2 3.90 x 10° 1x10° 1.75 x 107

Para Cano (2006), un recuento elevado de Aerobios Totales refleja las malas
condiciones de manipulacién e higiene con las que se obtuvo la materia
prima. También significa que esta leche tiene excesiva contaminacion y que
existe la posibilidad de que haya patdgenos, los cuales son responsables de
enfermedades alimentarias, ademas que el elevado recuento va a ocasionar
la inmediata alteracion de la leche.

La presencia de coliformes totales es utilizada como indicador de inocuidad
de los alimentos, en los tanques de enfriamiento se obtuvo una alta
presencia de coliformes en las dos fechas de muestreo. Sin embargo, en el
primer muestreo realizado en el mes de noviembre se encontrd el recuento
mas alto de 1.93 x 10" UFC/ml, no obstante, todos los datos comparados con
la norma peruana (NTP 202.001, 2003) estan fuera del rango, ya que el
limite maximo permisible para Coliformes es 1000 UFC/ml.

Por otro lado, E. coli en un alimento indica contaminacion directa e indirecta
de origen fecal. La presencia de esta en los tanques de enfriamiento fue
notoria sobre todo en el tanque 1 donde en el muestreo realizado en el mes
de diciembre se obtuvo 1.81 x 10* UFC/mI. No obstante, todas las muestras
de leche analizadas no cumplen con el limite de tolerancia de
1.3 x 10t UFC/mI establecido por la Norma Oficial Mexicana 243-SSA.

La alta presencia de microorganismo en la leche puede atribuirse al control
inapropiado de parametros de procesamiento como la temperatura, pH y las
malas condiciones de almacenamiento que permiten la rdpida proliferacion
de bacterias. Rubio (2003), sefiala que la calidad microbiolégica de la leche
es importante para evitar alteraciones fisicas como adicion de perdxido de
hidrogeno y formaldehido conservantes que inhiben el crecimiento
bacteriano de la leche.

3.3.2 ANALISIS DE pH

La Tabla 3 muestra los valores de pH de la leche de los tanques de
enfriamiento, donde en el mes de diciembre se tomd el pH mas alto el cual
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fue de 7.38, asi mismo el mas bajo fue en este mes con 6.98. Los valores de
pH se encontraron cercanos al neutro, lo que le hace idéneo para la
proliferacion de bacterias (Céspedes, 2012). De acuerdo con Yuquilema &
Huilca (2016) el pH de la leche debe ser de 6.6 a 6.8 donde valores
superiores se presentan en leches mastiticas y valores inferiores determinan
presencia de calostro o descomposicion bacteriana.

Tabla 3. Valores de pH de los tanques de enfriamiento

Mes de
T H
muestreo anque P
. 1 7.30
Noviembre > =00
. 1 6.98
Diciembre 5 ~ 38

El estado de lactancia influye también en los cambios de pH encontrandose
valores altos mayores a 7.4, por otra parte, valores de pH de 6,9 a 7,5 son
comunes en leches mastiticas. Ademas, posibles adulteraciones con adicion
de sodlidos (almidones, sacarosa y cloruros) pueden restablecen algunas
propiedades fisicoquimicas de la leche provocando cambios en el pH de la
leche (Negri, 2005).

3.3.3 ANALISIS DE TEMPERATURA

En la Tabla 4 se puede apreciar las temperaturas de la leche de los tanques
de enfriamiento, en el mes de noviembre se obtuvo temperaturas de 17 °C y
20.3 °C estas fueron tomadas a las 11:50 de la mafana hora que llego la
Gltima ruta, mientras en el mes de diciembre las temperaturas fueron
inferiores de 12 °C y 12.2 °C las cuales fueron tomadas 12:30 de la tarde.

Tabla 4. Valores de Temperatura ( °C) de los tanques de enfriamiento

Mes de Tanaue Temperatura
muestreo g (°C)
. 1 17.0
Noviembre 5 203
1 12.2
Diciemb
iciembre > 12.0
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Respecto a la temperatura, en el centro de acopio de ASIPA la leche pasa a
ser enfriada de acuerdo al orden en que lleguen los proveedores donde el
primer proveedor llega al centro de acopio alrededor de 8 a 9 de la mafiana.

Como se observa en la Tabla 4 en el mes de diciembre se registré inferiores
temperaturas debido a que no existi6 acumulacion de proveedores en el
centro de acopio por lo que se hizo mas eficiente el enfriamiento de la leche,
mientras en la primera fecha de muestreo llegaron dos rutas al mismo
tiempo. De acuerdo con la Norma INEN 9 (2012) “en los centros de acopio la
leche cruda debe ser filtrada y enfriada, a una temperatura inferior a 10 °C
con agitacion constante”.

Para Diaz (2007) la temperatura ideal de almacenamiento debe ser 4 °C la
cual debe alcanzarse dentro de 3 horas después del ordefio. Ademas,
cuando se mezcla la leche de varios ordefios en los tanques de enfriamiento
la temperatura no debe superar los 15 °C, para impedir o minimizar el
crecimiento microbiano.

3.4 ANALISIS MICROBIOLOGICO DEL AGUA DEL CENTRO
DE ACOPIO

En la Tabla 5 se observa los datos obtenidos del analisis microbiolégico del
agua proveniente de la manguera del centro de acopio, con la cual se lavan
los tanques de enfriamiento.

Tabla 5. Recuento microbiol6gico del agua de la manguera del centro de acopio.

Mes de pH Aerobios | Coliformes E. coli
muestreo Mesofilos Totales (UFC/mI)
(UFC/ml) (UFC/ml)
Noviembre | 7.0 2.23 x 102 2x 10! <10
Diciembre 7.3 1.04 x 10* | 4.36 x 102 <10

En el mes de noviembre el recuento de aerobios meséfilos fue menor con
2.23 x 102 UFC/ml comparado con diciembre donde se obtuvo 1.04 x 104
UFC/ml. La presencia de estas bacterias sirven para determinar el grado de
exposicion del agua a contaminacion por materia organica (Isaac, Lezama, &
Ku-Pech, 2015) Respecto a E.coli no se registré crecimiento.

22



Acerca de Coliforme Totales, el recuento méas alto se obtuvé en el mes de
diciembre donde se registré 4.36 x 102 UFC/ml, por lo cual se puede decir
qgue el agua del centro de acopio esta altamente contaminada. De acuerdo
con la Norma Mexicana (NOM-201-SSA1-2015) para agua potable el limite
permisible para coliformes totales es de 0 UFC/ml el cual comparando con
los recuentos de novimbre y diciembre, se observa que las muestras de
agua no cumplen con la norma.

Para Pardo & Almanza (2003) los lugares de ordefio deben disponer de
agua potable para la limpieza tanto de los animales y operarios como para el
lavado de los utensilios, equipos y areas de trabajo.

De acuerdo a Carrillo, Gonzalez, Schébitz, Molina , & Brito (2004) la limpieza
y desinfeccion inadecuada de los equipos para el almacenamiento de leche
cruda sin duda puede afectar la calidad higiénica de la leche, asimismo en
su estudio citan a Marshall (1985) quien menciona que los equipos y tanques
de almacenamiento de leche son una fuente de contaminacion
microbioldgica ya que puede contribuir a la leche una cantidad inicial de
bacterias de 1 x 10% UFC/ml, si el proceso de limpieza se realiza bajo
buenas condiciones higiénicas. No obstante, Ponce de Leon (1993) indica
gue una deficiente limpieza puede aumentar el nimero de bacterias a
5 x 10° UFC/ml 0 més.
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4. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

4.1 CONCLUSIONES

e En el mes de noviembre se encontré6 menor presencia de Aerobios
Mesofilos donde solo un productor no cumple con los limites
establecidos en la norma INEN 9:2012, mientras en el mes de
diciembre 3 no cumplieron con la norma.

e La presencia de Coliformes Totales fue mayor en el mes de
noviembre, sin embargo los productores 4 y 5 fueron los Unicos que
cumplieron los limites maximos permisibles de la norma NTP
202.001:2003.

e En los analisis realizados en el mes de diciembre existi6 una mayor
contaminacion microbiana especialmente en los recuentos de E.coli.

e El pH de la leche de todos los productores en el mes de noviembre no
se encontré dentro del limite 6ptimo, solamente el productor 3 en el
mes de diciembre present6 un pH ideal de 6.6.

e La leche de los tanques de enfriamiento presenta una alta carga
microbiana tanto de Aerobios Mesofilos, Coliformes Totales y E.coli,
debido a que se encontr6é que el pH al ser neutro y la temperatura al
ser alta, influyen directamente en la répida proliferacion de
microrganismos en la leche.

e EIl agua del centro de acopio presenta una alta contaminacion de

Coliformes Totales debido a que el agua en el centro de acopio no es
potable y ademas no se utilizan métodos de desinfeccion.
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4.2 RECOMENDACIONES

Implementar buenas practicas de ordefio y buenas practicas agricolas
por medio de capacitacion constante a los productores.

Implementar sistema de agua caliente para el lavado de tanques o
utilizar agua potable o tratada, para evitar contaminacion; ademas
después de cada lavado es recomendable desinfectar con agua
clorada para eliminar cualquier carga microbiana que haya quedado.
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6. ANEXOS



ANEXO |

FOTOGRAFIAS DE LA TOMA DE MUESTRA EN EL CENTRO
DE ACOPIO DE ASIPA
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ANEXO I

FOTOGRAFIAS RECEPCION DE LECHE EN CENTRO DE
ACOPIO
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ANEXO Il

FOTOGRAFIAS ANALISIS MICROBIOLOGICO DE LOS
TANQUES DE ENFRIAMIENTO

Recuento E.coli y Coliformes Totales de leche del tanque de enfriamiento
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