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RESUMEN
En El Salvador, el mercado de los sorbetes es abarcado en su totalidad por
productos fabricados a escala industrial; sin embargo, existen también fabricas
semi-industriales y artesanales. La fabricacion y salida de los mercados esta
regida en El Salvador por la Norma de helados y mezcla de helados NSO
67.01.11:95 bajo el comité técnico del Consejo Nacional de Ciencia y
Tecnologia (CONACYT), ademas de estas disposiciones legales existen
regulaciones higiénicas dictadas por el Ministerio de Salud que concretan en la
proteccion de la salud mediante la implantacion de adecuados estandares
higiénicos. Ambas disposiciones son acatadas actualmente a nivel de las
fabricas industriales, mientras que a escala semi-industrial y artesanal se
vuelve un poco dificil tanto el acceso a esta informacion asi como el poner en
practica dichas directrices, por lo que generalmente las prescripciones minimas
por el Ministerio de Salud no son tomadas en cuenta, incurriendo de esta

manera en malas practicas higiénicas provocando una mala calidad del mismo.

El presente estudio tiene como objetivo evaluar la inocuidad de los sorbetes
artesanales vendidos en la via publica de las zonas de Soyapango (Mercado
principal y alrededores), Mejicanos (Mercado principal y alrededores) y zona
del Centro de la ciudad de San Salvador, y asi de esta forma verificar si este
producto es apto para el consumo de la poblacion.
La investigacion se llevo a cabo recolectando: 10 muestras correspondientes a
los sorbetes de la zona de Soyapango; 10 muestras de Mejicanos y 10 de la
zona del centro de San Salvador, este procedimiento se realiz6 en dos
diferentes ocasiones, recolectando un total de 60 muestras para el estudio.
Estas fueron debidamente identificadas y transportadas al Laboratorio de
Microbiologia de Alimentos de CENSALUD implementandose las normas
basicas de conservacion de muestras segun el CONACYT.
El analisis microbioldégico de las muestras consistio en:
a) Recuento total de bacterias aerdbicas, que se realizd por el método de
vertido en placa utilizando el medio Agar Plate Count.
b) Recuento de coliformes totales, que se realizé por el método de vertido
en placa con medio Agar Rojo Violeta Bilis (VRBA).

¢) Identificacion de Salmonella spp, la cual se realiz6 por siembra de la



muestra previamente enriquecida en los medios de cultivo Tetraniotato y
Rappaport, y luego sembrando sobre la superficie de agares selectivos
como Xilosa Lisina Desoxicolato (XLD) y Salmonella-Shigella (SS).

d) Identificacion de Staphylococcus aureus, inoculando las muestras por el
meétodo de esparcido en agar Baird Parker;

e) ldentificacion de Escherichia coli, por siembra en Agar Eosina Azul de
Metileno (EMB) a partir de las muestras con colonias identificadas como

coliformes totales.

La identificacibn y el recuento de las bacterias antes mencionadas, se
realizaron con base a los requerimientos microbiolégicos que establece la
Norma Salvadorefia Obligatoria de Helados y mezcla para helados (NSO
67.01.11:95).

La totalidad de las muestras presentaron recuentos totales de bacterias
aerdbicas, coliformes totales y fecales mayores a los establecidos por la

Norma. Ademas se encontré: Escherichia coli, Staphylococcus aureus y

Salmonella spp. Los resultados obtenidos fueron analizados mediante técnicas

estadisticas especificas con el objeto de determinar homogeneidad o
heterogeneidad en los datos para luego compararlos con los limites sugeridos
con la Norma Salvadoreiia de Helados y mezcla para helados.

En el dltimo capitulo se propone un manual de Manipulacion Higiénica de
Alimentos con el fin de dar a conocer pasos faciles para una buena higiene y
desinfeccion durante el proceso.

Este estudio estuvo orientado y enmarcado a una de las politicas de

investigacioén institucional basada en la inocuidad de alimentos.
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1. INTRODUCCION

La elaboracién de sorbetes en El Salvador se inicié aproximadamente hace 65
afos, era producido de forma artesanal y comercializado en hieleras que eran
cargadas en los hombros de las personas que lo comercializaban, diez afios
mas tarde se inicia su elaboracién de manera industrial, siendo los pioneros en

este rubro dos fabricas nacionales (1).

El término sorbete se origina del anglicismo “Sherbet”, que es una variedad de
helado que incluye una pequefia porcion de leche, siendo este término con el
gue se conoce hasta el dia de hoy. Sin embargo es amplia la clasificacion de
estos productos de acuerdo a sus componentes, los cuales en su mayoria

pueden formar una mezcla 6ptima para el crecimiento bacteriano (1).

Estos productos estan destinados al consumo humano y considerando que se
demandan en todos los estratos de la poblacién (ancianos, adultos, jévenes y

nifios), es necesario tener un control estricto en cuanto a su calidad total.

A nivel industrial, el Comité Técnico de Normalizacién del Consejo Nacional de
Ciencia y Tecnologia CONACYT, rige la elaboracion de estos productos
mediante la norma aprobada como Norma Salvadorefia Obligatoria de Helados
y mezcla de helados (NSO 67.01.11.95); sin embargo existe un nimero no
determinado de productores artesanales que lo fabrican sin ningun control
sanitario. Este producto elaborado artesanalmente y comercializado de manera
ambulante, es demandado grandemente a nivel popular por contar con
caracteristicas propias: como el uso de frutas tropicales, ausencia de grasa
vegetal, bajo contenido de grasa butirica y bajo precio.

Se conoce ampliamente que los productos alimenticios que se comercializan
por medio de ventas ambulantes o a la intemperie estan mas propensos al
deterioro y contaminacion, lo cual influye en la salud del consumidor. Esta
realidad plantea la necesidad de estudios técnicos que garanticen y favorezcan
tanto al consumidor como al comerciante la calidad de dichos alimentos. En el
presente trabajo se realiza un diagndstico de la calidad del sorbete artesanal a

base de coco elaborado artesanalmente mediante analisis bacteriologicos y a



partir de los resultados se elabora un manual conteniendo marchas para

buenas practicas de manufactura en la produccién y comercializacion.



2. MARCO TEORICO

2.1 GENERALIDADES SOBRE LA INDUSTRIA DEL HELADO.

La fabricacién industrial de helados tuvo lugar primero en los Estados Unidos
de Norteamérica, desde donde se difundid6 ampliamente en poco tiempo. Ello
dio origen a una evidente ventaja tecnoldgica de la produccion americana de
helados, absorbiendo poco a poco la oferta elaborados en forma artesanal,
cuyo consumo se origina en China presumiblemente en el siglo Xl A. de C. con
el almacenamiento de hielo (nieve) para el verano en bodegas especiales, la
cual mezclaban con vino o leche y zumo de fruta con miel (6).

El consumo de este producto ha aumentado notablemente en las dltimas dos
décadas. En este enorme aumento participan de manera muy destacada estos
helados fabricados a escala industrial (los llamados helados de marca),
mientras que el despacho de helados fabricados artesanalmente y su
participacion en comercio total retrocede, pues corre el peligro de ser
absorbido por un mercado que garantiza calidad en la produccién.

La mayor parte de helados consumidos en El Salvador como en otros paises,
son de fabricacion industrial. La tecnologia de la elaboracién de helados, los
métodos de tratar las materias primas para obtener la mezcla a congelar hasta
la consecucion del helado terminado, es por tanto una tecnologia
principalmente industrial. De esta manera la elaboracion artesanal de helados,

ocuparia por consiguiente un lugar relativamente pequefio dentro del mercado.

Es poca la informacion que se tiene acerca de los origenes de la elaboracion
artesanal del sorbete en El Salvador. Los datos obtenidos por medio de los
vendedores varian de uno a otro, pero puede decirse que aproximadamente
hace unos 60 a 65 afios se inicid la elaboracion de este producto (1) en El
Salvador. Inicialmente comercializado sobre los hombros de los trabajadores,
hoy se comercializa en carretones de madera, con el inconveniente desde sus
inicios de no tener ningun control referente a buenas practicas higiénico-

sanitarias.



2.2 CLASIFICACION DE LOS HELADOS.

Los helados son los productos obtenidos a partir de la mezcla pasteurizada,
homogeneizada, batida y refrigerada por medios manuales 0 mecéanicos que
tengan en su composicidon ingredientes principales como son: Leche,
constituyentes lacteos y productos lacteos, pasteurizados, concentrados,
deshidratados, fermentados, reconstituidos o combinados. Aceites comestibles
y grasas comestibles no lacteas autorizadas, proteinas comestibles no lacteas.
Edulcorantes como sacarosa, jarabe de maiz o glucosa, azlcar invertida,
dextrosa, fructosa, lactosa o mezcla de ellas y edulcorantes artificiales, agua
potable, huevos y productos derivados de los mismos libres de sabores y
olores extrafos. Frutas y productos derivados de las mismas. Otros productos
alimenticios como café, cacao, miel de abejas, jengibre, almendras, nueces,
licores. Los ingredientes empleados en la elaboracion de helados y de mezclas
para helados, deben ser limpios, sanos y libres de contaminacion, ademas
deben cumplir con las normas salvadorefias correspondientes y en su defecto

con las normas del Codex alimentarius de la FAO/OMS (9).

Caracteristicas generales:

Los helados y mezclas para helados deben ser elaborados y envasados bajo
estrictas condiciones higiénicas sanitarias y de inocuidad. Asi como de
cualquier alteracibn que pueda afectar la comestibilidad, la adecuada

conservacion y el buen aspecto del producto final (9).

Clasificacion.
Segun la Norma Salvadorefia para Helados y Mezcla de helados (NSO
67.01.11:95), CONACYT, los helados se clasifican de acuerdo a su

composicién y al origen de sus ingredientes en los siguientes tipos:



Helado o sorbete: es el producto obtenido a partir de la mezcla pasteurizada,
homogenizada, batida y refrigerada por medios mecénicos o manuales que
tengan en su composicion grasa butirica en forma de crema, mantequilla en
polvo, proteina lactea en forma de solidos de leche, edulcorantes tales como
azucar, glucosa, dextrosa en forma liquida o solida, estabilizantes y
emulsificantes alimenticios, saborizantes y colorantes naturales y artificiales y
agua potable.

Helados o sorbete de leche: Es el producto obtenido a partir de la mezcla
pasteurizada, homogenizada, batida y refrigerada por medios mecanicos o
manuales pero sin contener grasa vegetal y en su composicion grasa butirica
en un porcentaje igual o mayor al 7%.

Helado o sorbete de crema: Es el producto obtenido a partir de la mezcla
pasteurizada, homogenizada, batida y refrigerada por medios mecanicos o
manuales, sin grasa vegetal y grasa butirica en un porcentaje igual o mayor al
8%.

Helado de grasa vegetal: Es el producto obtenido a partir de la mezcla
pasteurizada, homogenizada, batida y refrigerada por medios mecanicos o
manuales conteniendo grasa vegetal en un porcentaje igual o inferior al 7%.
Helado de crema vegetal: Es el producto obtenido a partir de la mezcla
pasteurizada, homogenizada, batida y refrigerada por medios mecéanicos o
manuales conteniendo en un porcentaje igual o mayor al 8% de grasa vegetal
igual.

Helados de agua: Es el producto obtenido por batido y congelamiento manual o
mecanico de mezclas pasteurizadas que tengan en su composicion agua
potable, sustancias edulcorantes tales como azucar, glucosa, dextrosa fructosa
en forma liquida o sélida y edulcorantes artificiales, acidulantes, estabilizantes,
colorantes y saborizantes naturales y/o artificiales, estos deben ser los
permitidos por el Codex Alimentarius. Cuando su presentacion sea empalillada
su denominacion es: “Paleta de...”

Nieves: Es el producto obtenido por batido y congelamiento manual o mecéanico
de mezclas pasteurizadas que tengan en su composicion agua potable,
sustancias edulcorantes tales como azlcar, glucosa, dextrosa fructosa en
forma liquida o sdlida y edulcorantes artificiales, acidulantes, estabilizantes,

colorantes y saborizantes naturales y/o artificiales, estos deben ser los



permitidos por el Codex Alimentarius. Cuando su presentacion sea empalillada
su denominacion es: “Paleta con fruta de...” (9).

Helado Sherbet: Es el producto obtenido a partir de la mezcla pasteurizada,
homogenizada, batida y refrigerada por medios mecanicos 0 manuales que
tengan en su composicion los ingredientes segun se establece en la definicion,
con un porcentaje maximo de 1.5% de grasa butirica o vegetal y un porcentaje
de solidos no grasos a base de proteina lactea como sdlidos de leche
deshidrata no mayor de 3.5%.

Imitacion de helado de leche o crema (Mellorine): Es el producto obtenido a
partir de la mezcla pasteurizada, homogeneizada, batida y refrigerada por
medios mecanicos 0 manuales que tengan en su composicion los ingredientes
segun se establece en la definicion de mezclas para helados de leche o crema,
a excepcion de la grasa que es de origen vegetal y su porcentaje sera de 4 al
10%.

Noétese que en la clasificacion anterior no se encuentra referido el helado
fabricado artesanalmente, sin embargo puede tomarse como referencia los
requerimientos de la norma salvadorefia para su control (Norma Salvadoreiia
para Helados y Mezcla de helados NSO 67.01.11:95).



2.3 COMPONENTES DE LOS HELADOS Y SU IMPORTANCIA.

Las materias primas utilizadas en la fabricacion de helados imparten en ellos
caracteristicas especiales, por esa razon son de mucha importancia en el
proceso de produccion de los helados, ya que a cada material le corresponde

una funcién determinada.

2.3.1 Leche y productos lacteos.

La leche y los productos lacteos constituyen un grupo principal entre los
componentes de los helados. La grasa de la leche es el mas importante
vehiculo de aroma de los helados mantecados, por lo que influyen
decisivamente en el sabor, asimismo participa en la constitucién de la textura y
en el helado batido forma un entramado estabilizador, facilitando el batido con
el aire, da mayor viscosidad a la mezcla, una consistencia mas suave y

cremosa y la resistencia a la fusion es superior.

La crema tiene tradicional importancia en la elaboracién del helado mantecado,
pero conserva su interés en pasteleria, mayormente para productos con altas

especificaciones de calidad.

La leche magra, sobre todo en forma concentrada, es la materia prima mas
importante para aportar extracto seco lacteo desengrasado a los helados. En la
industria se emplea preferentemente leche magra concentrada, con una tasa
de extracto seco del 25-30%. Reducida a polvo, constituye un articulo valioso

carente de cualquier efecto de sabor.

La mantequilla es una importante fuente de grasa lactea para helados. Tiene
la ventaja de tener un precio relativamente atractivo, ademas que aguanta muy
bien el almacenamiento, depositandose sometida a congelaciéon profunda. Sélo
sirve la mantequilla de sabor impecable; los defectos de aroma son muy

perceptibles sensorialmente en el producto terminado.



2.3.2 Azlcares y productos azucarados.

Las materias primas descritas en este grupo se cuentan entre los componentes
principales de los helados. Determinan el sabor “dulce”, influyen en el punto de
congelacion y por consiguiente en el comportamiento de los helados en lo que
respecta a la fusion; de acuerdo a su clase ejercen su influencia sobre la

consistencia y el batido.

La sacarosa es el componente mas importante en la fabricacion de helados.
En la industria generalmente se utiliza el azlOcar blanco como articulo
ensacado. La sacarosa esta contenida en aditivos encargados de prestar sabor
a los helados, en el glaseado, con grasa de cacao, chocolate y granulados de

azucar.

Esta materia prima se utiliza en El Salvador, sin embargo en otros paises
suelen utilizarse también las siguientes: miel, jarabe de glucosa, d-dextrosa

(glucosa azucar de uva), azucares-alcohol (sorbita).

2.3.3 Frutas y derivados.

Las frutas y sus productos prestan a los helados aroma y color; por afiadidura,
los acidos de estos articulos desarrollan accién refrescante. Por lo tanto sirven
mejor las frutas de aroma intenso, claramente perceptible inclusive a bajas

temperaturas.

La fruta “clasica” de los helados es la fresa; como materia prima se pueden
utilizar fresas objeto de congelacién profunda, pues solo se dispone de ellas
durante una época determinada del afio. Sin embargo en nuestro pais por tener
un clima tropical y debido a que este tipo de fruta se oxida con bastante
facilidad es usualmente procesada en estado fresco, aunque durante el
presente estudio no se observé ningdn comerciante que trabajara con esta
fruta debido a su elevado costo, segun dijeron, prefieren frutas mas tropicales y

accesibles en todas las épocas del afio.



Los pistachos proporcionan helados de un intenso color verde. Se fragmentan
en pedazos o se reducen a pasta ofreciendo al consumidor un marcado sabor a

almendras.

De las frutas tropicales se utilizan en particular los citricos como la naranja, el
limén, pifia, mango en las llamadas nieves (helados de agua); sin embargo a
nivel artesanal suelen utilizarse una gran variedad dentro de las que se

incluyen el arrayan, el coco, el tamarindo, marafion, mamey, pifia, etc.

2.3.4 Otros aditivos sapidos:

Pueden distinguirse entre estos aditivos al cacao en polvo contenido en el
helado de chocolate, pasta de revestimiento de los helados mantecados,
laminillas de grasa de glaseados, mermeladas y jaleas y otros conocidos en la
actualidad como “topping”.

Cabe también mencionar el alcohol y bebidas alcohdlicas que dan un sabor y
olor peculiar al helado, pero pueden influir grandemente en el punto de
congelacion, desnaturalizacién de proteinas, desestabilizacion de la emulsion,
capacidad de batido y textura como es el caso del etanol que sélo puede estar
contenido en pequefias cantidades en helado mantecado. Para conseguir
eficazmente un determinado sabor se recomienda las bebidas intensamente

aromatizadas, como el ron, Grand marnier o Contreau.

2.3.5 Grasas y proteinas vegetales.

Son Optimas las grasas con punto de fusion comprendido entre 28 y 35°C. Se
utilizan grasa de coco, de palma y mezclas de grasa de coco y cacahuate.

Las proteinas vegetales se han utilizado a nivel experimental, una de ellas es la

proteina de soya, cuyo sabor es ligeramente amargo y herbaceo.

2.3.6 Los barquillos.
Se utilizan como afiadido que acomparia al helado, ejercen una cierta funcion
protectora del contenido. Tienen la desventaja de reblandecerse y hacerse

pastosos cuando se almacenan por largo tiempo.
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2.3.7 Aguay aire.

El helado debe su naturaleza al agua congelada. Por ello, ésta es el
componente mas peculiar. El agua es responsable del caracter refrescante del
producto, es el medio disolvente de los ingredientes hidrosolubles (azucares,
proteinas, sales, &cidos, sustancias aromaticas) y determinan la consistencia
del helado de acuerdo con cual sea la porcidén congelada.

El agua se encuentra en el helado repartida en forma de cristales que ademas
contiene agua liquida. El numero y las dimensiones de los cristales de hielo
determinan esencialmente la consistencia del helado.

El helado adquiere la consistencia cremosa-pastosa gracias al aire que
contiene batido en su masa. El aire incrementa la viscosidad de la muestra. En
la fusidén y congelacion de los helados demora la transmision del calor. El
aumento de volumen del helado debido a la inclusion del aire en el mismo
mediante batido, referido al volumen de la mezcla que ha de constituir el
helado, recibe el nombre de crecida.

La subida 6ptima de un producto depende de la composicion de la mezcla
principalmente de la tasa de grasa, asi como de la clase y cantidad de
estabilizador y emulsionante utilizados.

Es factor limitante una adecuada estabilidad del producto durante el
almacenamiento. En ese tiempo el helado no puede retraerse (encogerse).

El aire debe estar finamente distribuido de manera que las burbujas no pueden
advertirse a simple vista. Por ello, su diametro debe ser inferior a 200 um.

Para el batido se utiliza aire ambiental filtrado o bien aire filtrado a presion. Hay
patentes basadas en utilizar nitrégeno por diéxido de carbono en lugar de aire,

pero hasta el presente no han alcanzado importancia practica estos gases.

2.3.8 Emulsionantes y estabilizadores.
Los emulsionantes son compuestos quimicos con una parte de su molécula
hidrofoba y otra hidrofila, que son capaces de repartirse en la superficie de la

separacion de dos fases y disminuyen la tension superficial.

En la mezcla destinada a la fabricacién del helado forman los emulsionantes un

complejo con la grasa y la proteina, estabilizando asi la emulsion. Al enfriar y
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batir el helado en el congelador, se desestabiliza una parte de la grasa
emulsionada y los glébulos grasos se aglomeran para formar racimos. Este
proceso resulta controlado por la clase y cantidad de emulsionante. Los
emulsionantes influyen de esta manera sobre el entramado graso constituido y
como consecuencia de ello, sobre la consistencia del helado. Como resultado
de disminuir la tension superficial, el aire puede distribuirse uniformemente en
el helado, con lo que el batido se ve favorecido.

Tienen importancia practica para los helados los mono- y diglicéridos de acidos
grasos comestibles y los polisorbatos, siendo los mas utilizados para los
helados los primeros.

Se admiten también para helados los mono- y diglicéridos de acidos
comestibles con &cido citrico, que mejoran la capacidad de batido de la mezcla
para helados.

Se prefieren los ésteres de los acidos grasos con sacarosa para mejorar el
batido de los sorbetes, pero pueden conferir a los helados de frutas un
desagradable regusto amargo. A escala internacional ademas de los
monoglicéridos corresponde importancia a los polisorbatos, que son
emulsionantes de aceite en agua, desestabilizan la grasa en el congelador en
la fabricacion del helado mas intensamente que los monoglicéridos y el
producto adquiere consistencia mas cremosa.

Los estabilizadores se utilizan con el mismo fin que los aglutinantes,
espesantes e hidrocoloides, son compuestos macromoleculares que se inhiben
intensamente en agua y forman soluciones coloidales. Con la excepcion de la
gelatina y el caseinato sédico, se trata de polisacaridos de origen vegetal.

Los estabilizadores aumentan la viscosidad de la mezcla del helado, de esta
manera se retrasa la separacion de la emulsién en una fase rica en grasa y otra
parte pobre en ésta y favorecen asi la estabilidad de la emulsion. Demoran el
crecimiento de los cristales de hielo y lactosa, mejorando con ello la estabilidad
de los helados en el almacenado. En agua forman espuma con aire, acentta
con ello la capacidad de batido de la mezcla y rebajan la tendencia a la fusion
del helado, algunos estabilizadores dependen de su accién del pH, otros

reaccionan con la proteina.
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2.3.9 Sustancias colorantes, aromatizantes y acidificantes.

En primer lugar deben mencionarse algunos alimentos coloreados con los que
se tinen los helados y materias primas de éstos: - caroteno, para los tonos
color amarillo y naranja.

Los aromatizantes naturales mas importantes para helados son los aceites
etéreos de los frutos citricos. Para reforzar el aroma de los helados de fruta se
utilizan esencias naturales de frambuesa, cereza, manzana o avellana. El
costoso extracto de vainilla suele sustituirse por vainillina o esencias artificiales
de vainilla. La vainilla es el més importante aromatizante idéntico a lo natural

para las variedades de helados portadoras de leche.

3.0 FUNDAMENTO TEORICO DE LOS ANALISIS MICROBIOLOGICOS

La fabricacion y el almacenado de alimentos llevan siempre consigo riesgos
higiénicos que pasa a afectar a circulos de consumidores mayores. Debido a
los riesgos que son propios de la fabricacién de helados. En primer lugar, los
diversos alimentos utilizados en la elaboracién de los helados pueden estar
contaminados por microorganismos de toda clase. Particularmente los
alimentos ricos en proteinas, como los huevos y la leche, ofrecen a los
microorganismos con altas exigencias, entre los que se encuentran la mayoria
de las bacterias patdgenas, la oportunidad para que se multipliquen
rapidamente. También los alimentos pobres en principios nutritivos, como es
por ejemplo el agua, pueden verse muy contaminados por gérmenes. Las
influencias microbianas procedentes de los alimentos utilizados en la
fabricacion del helado reciben el nombre de riesgos higiénicos primarios. A
éstas se afiaden las influencias que actian perjudicialmente sobre la tasa de
gérmenes de un alimento en diversos estados de su elaboracion, llamados

riesgos higiénicos secundarios.
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3.1 GRUPOS IMPORTANTES DE MICROORGANISMOS

3.1.1 Microorganismos Patbégenos: que pueden transmitirse utilizando los

alimentos como vehiculo y provocan una infeccién, o generar toxinas y otras

sustancias perjudiciales, con lo que provocan dafios en la salud.

3.1.2 Microorganismos Responsables de la Descomposicién: que por

desdoblamiento enzimatico y mediante productos metabdlicos pueden alterar
prematuramente un alimento durante la fabricacion y almacenado del mismo;

los gérmenes participantes en estos procesos no se consideran patdgenos.

3.1.3 Microorganismos Indicadores: a estos vienen a sumarse diversas

especies de microorganismos y grupos de gérmenes que, COmo organismos
indicadores, permiten sacar conclusiones si un alimento fue elaborado y
manipulado en condiciones higiénicas; ademas indican con bastante
aproximacion si se cuenta con la presencia de determinados gérmenes

patégenos en el alimento.

Dentro de los microorganismos indicadores se encuentran ampliamente

difundidas las enterobacteriaceas llamadas coliformes (1).

3.2 Coliformes Totales.

La denominacién genérica coliformes designa a un grupo de especies
bacterianas que tienen ciertas caracteristicas bioquimicas en comun que es la
de formar gas a partir de la lactosa, e importancia relevante como indicadores
de contaminacion del agua y los alimentos

Coliforme no es una clasificacion taxondmica sino una definicion de trabajo
usadas para describir un grupo de bacterias gram-negativas, anaerobias
facultativas en forma de barra que fermenta la lactosa para producir acido
lactico y gas en 48 h a 35°C.
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3.2.1 Habitat del grupo coliforme

Las bacterias de este género se encuentran principalmente en el intestino de
los humanos y de los animales de sangre caliente, es decir, homeotermos, pero
también ampliamente distribuidas en la naturaleza, especialmente en suelos,

semillas y vegetales.

Los coliformes se introducen en gran niumero al medio ambiente por las heces
de humanos y animales. Por tal motivo suele deducirse que la mayoria de los
coliformes que se encuentran en el ambiente son de origen fecal. Sin embargo,

existen muchos coliformes de vida libre.

En 1914, el Servicio Médico Publico de los E.E.U.U. adopté la enumeracion de
coliformes como un estandar mas conveniente para la sanidad.

Aunque los coliformes eran faciles de detectar, su asociacion con la
contaminacion fecal era cuestionable porque algunos coliformes se encuentran
naturalmente en muestras ambientales. Esto condujo a la introduccion de los
coliformes fecales como indicador de la contaminacion. Coliforme fecal, su
primera definicibn basada en los trabajos de Eijkman, es un subconjunto de
coliformes totales que produce y fermenta la lactosa en incubacion a
temperatura elevada, por lo tanto se les llama coliformes termotolerantes. Los
analisis de coliformes fecales se hacen a 45.5°C para el pruebas en alimento,
excepto en agua; los analisis de agua de los crustaceos y de la cosecha de los
crustaceos, se hacen a 44.5°C. El grupo de coliformes fecales consiste
mayormente de Escherichia coli pero otros microorganismos entéricos como
Klebsiella spp también pueden fermentar la lactosa en estas temperaturas y
por lo tanto, se considera también como coliformes fecales. La inclusién de
Klebsiella spp en la definicion de trabajo de coliformes fecales disminuyeron la
correlacion de este grupo con la contaminacion fecal. Consecuentemente,
Escherichia coli ha reaparecido como indicador, facilitado en parte por la
introduccion de mas nuevos métodos que pueden identificar rapidamente E.
coli (FDA, 1998). Actualmente, se utilizan los 3 grupos como indicadores

aunqgue en diversos usos.
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El grupo coliforme esta formado por los siguientes géneros:

COLIFORMES TOTALES COLIFORMES FECALES
Escherichia coli Escherichia coli
Klebsiella spp

Enterobacter spp

Citrobacter spp

Tabla No 1: Géneros de coliformes

No todos los autores incluyen al género Citrobacter dentro del grupo coliforme.

Esta determinacion es usada como un indicador de practicas higiénicas
inadecuadas. El uso de los coliformes como indicador sanitario puede aplicarse
para:

La deteccion de practicas sanitarias deficientes en el manejo y fabricacion del
producto.

La evaluacion de la calidad microbioldgica del producto en que su presencia no
necesariamente implica un riesgo sanitario.

Evaluacion de la eficiencia de practicas sanitarias o higiénicas del equipo.

La calidad sanitaria del agua utilizada en las diferentes éareas del
procesamiento del producto.

En el control higiénico tanto de los helados como de los productos lacteos,
desempefia un importante papel desde hace largo tiempo el numero de
colonias aerdbicas mesdfilas (antiguamente llamado “numero total de
gérmenes” o “recuento total de bacterias”). La magnitud del numero de
gérmenes no permite sacar conclusiones sobre una posible presencia de
gérmenes patdgenos.

Se cuentan con muchos otros datos que han comprobado que el entre el
namero de gérmenes y el contenido de Escherichia coli y coliformes por una
parte y el contagio por Salmonella spp, Clostridium perfringens vy
Staphylococcus aureus, no se reconocen relaciones. Por ello ninguno de los
tres indicadores puede garantizar el perfecto estado higiénico de un alimento.
Por no encontrar relacion entre dichos microorganismos, muchos autores

consideran que basta con un Uunico indicador, estimando al numero de
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gérmenes como especialmente eficaz para calificar la calidad microbioldgica de
los alimentos asi como su estado higiénico, si bien el nimero de gérmenes
debe interpretarse cautelosamente.

Existen también pruebas de la filtracion de membrana para el coliformes y el
coliformes fecales que mide la formacion de aldehido debido a la fermentacién
de la lactosa.

Esta investigacion se trabajé el método del medio solido para la deteccion de n
coliformes que utiliza el agar bilis rojo violeta, que contiene el indicador neutral
del rojo pH, de modo que la fermentacién de la lactosa dé lugar a la formacién
de colonias rosadas.

3.2.2 Técnica del medio solido con Agar Bilis Rojo Violeta.

Es un medio utilizado para la deteccion y recuento de organismos coliformes en
agua, leche y otros materiales de importancia sanitaria.

El Agar Bilis y Rojo Violeta es utilizado como uno de los procedimientos para
llevar a cabo la deteccidon, enumeracion e identificacion presuntiva de
microorganismos coliformes. En este medio las colonias de coliformes
presentan una morfologia tipica que permite su identificacién presuntiva y que

debe ser confirmada mediante reacciones bioquimicas.

Procedimiento:

1. Sequir las recomendaciones apropiadas para la toma y procesamiento de las
muestras.

2. Colocar una alicuota de 1.0 ml de la muestra en una placa de Petri estéril.

3. Adicionar 10 ml del medio VRBA a una temperatura de 45-50°C y mezclar
suavemente.

4. Dejar solidificar el medio e incubar a 35-37°C por 18 a 24 horas.

5. Examinar las colonias de color rojo a purpura, de 0.5 mm de didmetro

rodeadas por un halo con precipitado.
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3.3 Escherichia coli

Originalmente conocido como la Bacteria coli comun, fue identificada en 1885
por el pediatra aleman, Theodor Escherich. Von Escherich la bautizO como
bacterium coli ("bacteria del intestino", del griego koAov, kolon, "intestino™). Con
posterioridad, la microbiologia sistematica nombraria el género Escherichia en
honor a su descubridor. E. coli es un miembro de la familia de las

enterobacteriaceas.

3.3.1 Habitat de Escherichia coli:

Esta distribuida extensamente en el intestino del humano y animales de sangre
caliente. Es el anaerobio facultativo predominante en el intestino y es parte
esencial de la flora intestinal normal del hospedero. Puede ser patégeno
oportunista y causa infecciones en individuos immunocomprometidos (7).

En 1892, Shardinger propuso el uso de Escherichia coli como indicador de la
contaminacion fecal. Esto fue basada en la premisa que Escherichia coli es
abundante en heces humanas y animales y no es encontrada generalmente en
otros lugares. El hallazgo comprobado de Escherichia coli sefiala la posibilidad
de que estén presentes gérmenes intestinales patdgenos, como las
Salmonellas en el agua de bebida. En cambio no cabe establecer esta relacion
en alimentos. En estos puede la presencia de Escherichia coli informar sobre la
falta de higiene en la fabricacion, calentamiento insuficiente o almacenado en
condiciones deficientes, pero no sobre la presencia simultdnea de gérmenes
intestinales patdgenos.

Ademas, puesto que Escherichia coli se podria detectar facilmente por su
capacidad de fermentar la glucosa (cambia mas adelante a lactosa), era mas
facil aislar que otros patégenos gastrointestinales conocidos.

Casi todos los métodos usados para detectar Escherichia coli, coliformes
totales o coliformes fecales son los métodos de enumeraciéon que se basan en
la fermentacion de la lactosa. EI método del Medio Solido permite el
crecimiento de bacterias coliformes y de E. coli, basado en el uso de sustratos
especificos y la fermentacion de la lactosa presente en el medio; y para la

confirmacion se utiliza el caldo EC o Agar EMB (7).
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3.3.2 Prueba confirmativa con Eosina Azul de Metileno (EMB):

1. Siembra en estria en placas de EMB (medio selectivo y diferencial para
coliformes) a partir de tubos o placas gas positivo.
2. Incubar a 37°C durante 24 h.

Resultados:

En este medio los microorganismos fermentadores de lactosa forman colonias
caracteristicas opacas y pigmentadas en rosa, azul o violeta con o sin brillo
metalico (por ejemplo, E. coli forma colonias de color verde-violeta oscuro
metalico caracteristicas sobre este medio). La prueba es positiva si aparecen

este tipo de colonias fermentadoras de lactosa.

3.4 Salmonella

Salmonella spp pertenece a la Familia Enterobactereaceae. Es un bacilo gram
(-) aerobio y anaerobio facultativo, con flagelos peritricos y que no desarrollan
capsula ni esporas. Son bacterias méviles que producen sulfuro de hidrégeno
(H2S). Fermentan glucosa y a partir de ella produce acido por poseer una
enzima especializada, pero no lactosa, y no producen ureasa. Es un agente
zoono6tico de distribucién universal. Se transmite por contacto directo o
contaminacion cruzada durante la manipulacién, en el procesado de alimentos

o en el hogar, también por via sexual.
3.4.1 Habitat de Salmonella

Para la bacteriologia clinica, Salmonella spp es un bacilo patdgeno primario
(como Shigella spp, Yersinia spp y ciertas cepas de Escherichia coli),
anaerobio facultativo, algunos mdéviles y no fermentan la lactosa. Salmonella
typhi es la Unica serovariedad que no produce gas en la fermentacién de los

azucares.

Clasicamente se distinguian tres Unicas especies patdgenas primarias:
Salmonella typhy, cholerae-suis y enteritidis. A su vez, segun la serotipificacion

de Kauffman y White, eran clasificadas en mas de 2000 serotipos en base a los
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antigenos flagelares H (proteicos) y antigenos sométicos O (fraccidn
polisacéarida del lipopolisacarido bacilar). Salmonella typhi posee ademas un

antigeno de virulencia (Vi).

El tratamiento taxonémico actual de Salmonella ha simplificado el espectro,
reagrupando todas las cepas (patdégenas o no) en dos Unicas especies:
Salmonella enterica y bongori. Esta Ultima (previamente subespecie V) no es

patdgena para el ser humano.

La especie Salmonella enterica tiene seis subespecies (a veces presentadas

como subgrupos bajo numeracion romana):

| enterica

Il salamae

llla arizonae

[lIb diarizonae

IV houtenae

V S. bongori, ya incluida en una especie distinta

VI indica
3.4.2 Epidemiologia

La Salmonella recibe su nombre por un patdlogo veterinario norteamericano,
aunque fue su colega y contemporaneo Theobald Smith (conocido por su
trabajo con anafilaxis) quien descubrié la bacteria por primera vez en 1885,
aislandola de cerdos con célera. La salmonela entérica causada por Salmonella
typhimurium, con mas de 2.000 cepas descritas, es de importancia en paises
en desarrollo, donde su incidencia esta en aumento, y en algunos paises, la

enfermedad es endémica.

La salmonelosis es una enfermedad de transmision alimentaria, en especial por
alimentos de origen animal y pueden aparecer en brotes en escuelas,
guarderias, restaurantes y residencias de ancianos. El periodo de incubacion
es por lo general entre 12 a 36 horas, a veces hasta 6 y 48 horas. El Unico
reservorio de la Salmonella typhi es el hombre, de modo que se transmite de

una persona a otra.
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En el caso de la Salmonella, es necesaria una inoculacion relativamente
grande, entre 10 a 100 millones de organismos, para provocar los sintomas en
humanos saludables, segun estudios hechos con voluntarios, al ser estas
bacterias muy poco resistentes a los medios acidos. Sin embargo, un pH
estomacal artificialmente elevado, poco &cido, reduce enormemente el nUmero
de organismos necesario para provocar sintomas (de 10 a 100 érdenes de

magnitud).

La fiebre paratifoidea tiene ciertas similaridades con la fiebre tifoidea, pero tiene
un curso mas benigno. Las infecciones por S. paratyphi A son comunes en
Africa, la paratifoidea B es mas frecuente en Europa que se presenta como una
gastroenteritis severa y la paratifoidea C es una infeccion rara, generalmente
vista en el Extremo Oriente que se presenta como una septicemia. La
salmonella habita normalmente en la superficie de los huevos, la piel de

tomates y de aquellos frutos y verduras que tienen contacto con la tierra.

Los miembros del grupo Salmonella son gérmenes patdgenos causantes de
sintomas clinicos en humanos y en animales. No todos los serotipos son
igualmente patdgenos para humanos y animales por lo que desde el punto de
vista de salud publica es importante su identificacion final. El periodo de
incubacion de la enfermedad es de 6 hasta 48 hrs dependiendo de la dosis
infectante, la que puede ser desde 15 a 20 UFC para algunos serotipos. Una
de las fuentes principales son los alimentos contaminados con éste
microorganismo especialmente los alimentos de origen animal y vegetal

regados con aguas contaminadas.
3.4.3 Patogenia

Las salmonellas son bacterias invasoras y enterotoxigénicas. La infeccion se
localiza principalmente en el ileo terminal y en el intestino grueso. Las
salmonellas tificas y paratificas normalmente invaden la circulacion, mientras
gue las otras estan limitadas a la mucosa intestinal. Algunas como la S.dublin y
S.panamd invaden la circulacion. EI mecanismo de produccién de la diarrea,
esta relacionado mas directamente con el de las diarreas de tipo secretorio, en
el que la respuesta inflamatoria debida a la penetracién de la salmonella
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produce liberacién de prostaglandinas, que a su vez estimulan la produccion de
AMP ciclico y como consecuencia, secrecion activa de liquidos. El papel de las

enterotoxinas es aun discutible.

La puerta de entrada es la via digestiva. El bacilo debe sobrepasar la barrera
defensiva representada por la acidez gastrica. Son mas susceptibles los
individuos con aclorhidria y aquellos que ingieren antiacidos. El agente que
consigue sobrevivir las primeras 24 a 72 horas en el intestino, penetra el
epitelio donde se multiplica y produce alteraciones histopatologicas. En el caso
de la fiebre tifoidea los bacilos buscan un hébitat intracelular, lo que
corresponde a la llamada fase mesentérica en la cual los gérmenes penetran a
los ganglios y contindan multiplicAndose para posteriormente pasar a la

circulacién sanguinea y a las placas de Peyer, 6rganos linfoides del intestino.
3.4.4 Virulencia

Salmonella al igual que otras bacteria gram negativas usan un sistema
secretor especializado (denominado tipo Ill) para inyectar dentro de células
eucariotas ciertas proteinas efectoras que manipulan las vias de sefalizacion
celular y de la bacteria. Se ha observado la entrega de la proteina SipA a
células que debilitan la maquinaria intracelular del huésped y promueven la
virulencia en mamiferos en aproximadamente 10 minutos, dejando la bacteria
virtualmente desprovista de SipA, efectivamente estableciendo un nicho para la

multiplicacion intracelular de la bacteria.

Los alimentos se analizan para buscar Salmonella por las siguientes razones:

+Confirmar que este microorganismo fue el agente causal de la intoxicacion

alimentaria y

+Determinar qué alimentos o ingredientes de alimentos son fuente de

contaminacion de Salmonella.

Los métodos para su deteccion en alimentos estan basados fundamentalmente
en que generalmente su presencia esta en un menor numero que el de la flora

acompafante que es muy diversa.



22

En el laboratorio, los métodos convencionales para su recuperacion consideran

todos estos factores permitiendo recuperar Salmonella mediante procesos de:
Enriquecimiento:

Transferir 1ml del cultivo original a un tubo con 10 ml de caldo Rapapport

Vassiliadis.

De igual forma se transfiere 1ml del cultivo anterior a un tubo con 10 ml de

caldo Tetrationato.

Medio de cultivo utilizado para el enriquecimiento selectivo de Salmonella spp.
a partir de heces, orina, alimentos y otros materiales de importancia sanitaria.
El medio de cultivo contiene peptona que provee los nutrientes necesarios para
el desarrollo bacteriano, y carbonato de sodio que neutraliza y absorbe
metabolitos toxicos.
La selectividad estd dada por la presencia de tiosulfato de sodio, tetrationato
(generado en el medio por el agregado de la solucion iodo-iodurada) y sales
biliares, los cuales permiten el desarrollo de bacterias que contienen la enzima
tetrationato reductasa, como ser la Salmonella spp. e inhiben el desarrollo de la

flora acompafante.
Aislamiento:

Sembrar por estria simple, a partir de los caldos rappaport y tetrationato, dos
placas de agar XLD Y SS. Incubar 24 ha 37° C.

Agar XLD: Medio especifico para Salmonella y Shigella. La degradacién de
Xilosa, lactosa y sacarosa a acido causa que el rojo fenol vire a amarillo. La

produccion del H2S se evidencia por el precipitado negro de las colonias.

Agar Salmonella-Shigella:

Es un medio de cultivo selectivo y diferencial. La selectividad, esta dada por la
sales biliares y el verde brillante, que inhiben el desarrollo de bacterias Gram

positivas, de la mayoria de los coliformes y el desarrollo invasor del desarrollo
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Invasor del Proteus spp.

La produccion de acido sulfhidrico se evidencia como colonias con centro

negro debido a la formacion de sulfuro de hierro.

3.5 Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus es una bacteria esférica (cocos) la cual aparece en
pares en el examen microscopico, en cadenas cortas, 0 como racimo de uvas.
Estos organismos son gram-positivos. Algunas especies de estafilococos son
capaces de producir una toxina proteica altamente termoestable que causa
enfermedad en humanos. Es capaz de producir un cuadro de intoxicacion
alimentaria, sin embargo su presencia en el alimento también puede servir
como indicador de contaminacion de los alimentos por los manipuladores

(boca, nariz, heridas) o de equipos y utensilios mal lavados.

Su ingesta provoca sintomas en un plazo de 2 — 4 horas, entre los que se
encuentran: nauseas, vomitos, contracciones abdominales (normalmente
bastante fuertes), diarrea, sudoracién, cefalea, postracion y algunas veces
descenso de la temperatura corporal. En general. Los sintomas duran de 24 a
48 horas y la mortalidad es muy baja o nula.

Intoxicacion  por alimento con estafilocos (estafiloenterotoxicosis;
estafiloenterotoxemia) es el nombre de la condicion causada por las
enterotoxinas las cuales son producidas por algunas especies de
Staphylococcus aureus. Los alimentos que con frecuencia estan involucrados
con la estafiloenterotoxicosis incluyen: carne y productos carnicos; huevos y
subproductos; ensaladas que incluyen huevos, atun, pollo, papa, y macarrones;
productos de panaderia como pasteles, rellenos de crema, y volteados de
chocolate; sandwich rellenos; leche y productos lacteos. Los alimentos que
requieren manejo cuidadoso durante su preparacion y que se mantienen a
temperaturas levemente elevadas después de su preparacion, estan

frecuentemente involucrados con estafiloenterotoxicosis (7).
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Su evaluacion se justifica por:

e Confirmar la presencia de este microorganismo como agente causal de
una enfermedad de origen alimentario.

e Determinar si un producto es fuente potencial de este microorganismo
enterotoxigénico.

e Demostrar la contaminacion post-proceso la cual es usualmente debida
a contacto humano o con superficies inadecuadamente sanitizadas.

e Para detectar la cantidad de trazas de enterotoxinas estafilococicas en
alimentos sospechosos en intoxicacion por alimentos, la toxina debe ser
separada de los otros componentes del alimento y utilizando la técnica
de siembra en placas de agar Baird Parker para la etapa presuntiva y

realizando la Prueba de Coagulasa para la etapa confirmativa (7).

3.5.1 Técnica en Agar Baird Parker
Este medio contiene piruvato y glicina que estimulan el crecimiento selectivo de
estafilococos, y ademas cloruro de litio y telurito para inhibir el crecimiento de

flora microbiana acompafiante.

Procedimiento

e Se diluye la muestra y se propaga una capa delgada en la superficie de
la placa.

Se incuba durante 24-48 horas a 35 ° C aer6bicamente.

e Las colonias de estafilococo demuestran dos particulares caracteristicas
al crecer en este medio opaco (opacas, por su contenido de yema de
huevo):

A) las zonas caracteristicas y los anillos se forman como resultado de lipdlisis y
protedlisis,

B) la reduccion de telurito para telurio produce una coloracion negra.

La reaccion de yema de huevo y la reduccion de telurito son usualmente
encontradas al aparecer conjuntamente con una reaccion positiva de coagulasa

y asi sirven como indice.
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4. DESCRIPCION DEL PROBLEMA.

Las personas consumidoras de sorbete artesanal, compran este producto sin
darle importancia a su procedencia o condiciones higiénicas de elaboracién. Lo
mismo sucede con los artesanos sorbeteros, que lo elaboran sin prestar

atencién e importancia a medidas sanitarias para la produccion de alimentos.

Al transitar por las calles en diferentes zonas de San Salvador, pueden
observarse los carretones ambulantes. Como se sabe, en el ambiente pueden
encontrarse diferentes contaminantes: polvo, tierra, humo, microorganismos
procedentes del entorno. Posiblemente estos contaminantes son absorbidos

por dicho alimento y también por el vendedor quien a su vez lo manipula.

El riesgo de la venta ambulante es muy grande en términos de volumen de
venta y cantidad de consumidores.

En referencia a la eliminacion de aguas servidas, muchos de los puestos
carecen de esta facilidad. Es mas, muchos hasta carecen de acceso a agua o
en algunos el agua no es potable. La movilidad y su caracter itinerante
complican la situacion sanitaria de los puestos ambulantes. Otra situacion que
puede agravar la contaminacion es la referente a las temperaturas en las que
son conservados los sorbetes. Si bien en muchos de vendedores cuentan con
facilidades para conservar la temperatura, gran parte de los que los venden
desconocen las temperaturas adecuadas a las que deben estar estos
productos para resultar inocuos. Los peligros de la manipulacion incorrecta de
alimentos pueden ocasionar muchas y graves complicaciones para la salud

humana.

La contaminacion en la mayoria de los casos no cambia el aspecto ni otras
caracteristicas del alimento, por lo que la alteracién no puede reconocerse a

simple vista. Los microorganismos que contaminan un alimento se transmiten:

-Directamente: al hablar, toser o estornudar sobre los alimentos eliminamos
gotas de saliva y secreciones cargadas de gérmenes gque pueden caer en los

alimentos expuestos.
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-A través del aire que permite que los gérmenes sobrevivan por un tiempo
variable.

A través de las manos y de las ufias, los gérmenes pueden contaminar los
alimentos. Después del uso de los sanitarios, las manos contienen muchos

microbios, por eso es especialmente importante el lavado de manos.

-A través del agua contamina utilizada para cocinar o para lavar los utensilios
que entran en contacto con ellos.

-A través de recipientes y utensilios mal higienizados.

Todo esto sin contar con la posible contaminacion inicial de este producto
desde su fabricacion provocada por el mal manejo de materias primas, higiene
personal, del lugar de elaboracion y finalmente de la hora de recibir el pago por
la venta del sorbete que incluye la manipulacion de dinero y posterior
manipulacion del sorbete.

Ademas de ser elaborados con jarabes que pueden contener colorantes no
autorizados, comunmente se preparan con hielo contaminado y suelen ser
manipulados y almacenados de forma inadecuada durante el proceso de

transporte y venta.
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5. JUSTIFICACION

Los agentes etiologicos que originan las enfermedades transmisibles por
alimentos y los alimentos involucrados en las mismas son muy diversos. El
helado elaborado con leche es considerado uno de los derivados lacteos de
mayor consumo, pero al mismo tiempo puede actuar como medio para la
proliferacion de microorganismos, incluyendo agentes patdégenos cuando se
expone a condiciones higiénicas inadecuadas tanto en la materia prima como
en su elaboracion. Para evaluar la inocuidad de los sorbetes artesanales, se
han considerado los microorganismos que con frecuencia son agentes
etiologicos de enfermedades gastrointestinales tanto en seres humanos sanos
como inmunocomprometidos, tales como: Escherichia coli, Salmonella spp vy
Staphylococcus aureus, pues a falta de pasteurizacién, los productores de
helados artesanales, no aplican normas de calidad del producto, siendo los de
este rubro los de mas considerable riesgo, pues los elaboradores carecen de
los minimos conocimientos de medidas de higiene en procesos de fabricacion.
Se afade a esto la falta de vigilancia por parte de las autoridades competentes
quienes no fomentan la aplicacién de normas basicas de higiene, ni monitorean
los procesos de fabricacion, almacenamiento y comercializacion de estos
productos.

Hay reportes de personas que presentan patologias que se han debido al
consumo de estos productos de comercializacién ambulante, lo cual significa
un costo en concepto de gastos médicos tanto para el consumidor, para el
fabricante, asi también para el gobierno.

A pesar de que este producto tiene alta demanda en todos los estratos
poblacionales por ser de bajo costo, es mayor la tasa de consumo en la
poblacion infantil, quienes a su vez tienden a ser mas susceptibles.

El objetivo de la manipulaciéon higiénica de alimentos es la aplicacién de
normas basicas de seguridad e higiene para la preparacion de sorbetes. Por
una parte el consumidor debe quedar protegido de los transtornos de salud que
pudieran sobrevenirle por ingerir alimentos contaminados, por otra parte, los

alimentos deben conservarse adecuadamente.
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El presente trabajo esta dirigido a conocer la calidad higiénico sanitarias de los
sorbetes artesanales a través de la determinacion cuantitativa y cualitativa de
bacterias aerobicas y coliformes totales; asi como la determinacion cualitativa
de bacterias patdogenas como: Escherichia coli, Salmonella spp vy
Staphylococcus aureus, siendo dicha investigacion de gran importancia social,
pues es necesario tomar en consideracion que la ingestiébn de alimentos no
inocuos puede generar brotes de enfermedades que afectan a la poblacion

tanto en su salud, como en su economia.

Al finalizar el estudio, los resultados obtenidos se dardn a conocer al
CONACYT con el objetivo de comunicarles el diagnostico realizado en esta

investigacion.
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6. HIPOTESIS CIENTIFICA DE LA INVESTIGACION.

Los sorbetes artesanales que se expenden en las zonas de Soyapango,
Mejicanos y Centro de la Ciudad de San Salvador presentan contaminacion de
bacterias aerobicas, Coliformes, Escherichia coli, Salmonella spp vy
Staphylococcus aureus que sobrepasan los rangos permitidos por la NSO
67.01.11:95 Helados y mezcla de helados.
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7. OBJETIVOS DE LA INVESTIGACION.

7.1 Objetivo General:

Estudiar la inocuidad de los sorbetes artesanales que se comercializan en las
zonas de Soyapango, Mejicanos, Yy centro de la ciudad de San Salvador, con el
propoésito de establecer si estos cumplen con la norma establecida NSO
67.01.11.95 Helados y mezcla de helados, para garantizar de esta manera la

salud de los consumidores.

7.2 Objetivos especificos:

a) Determinar la presencia o ausencia de las bacterias Escherichia coli,
Salmonella spp y Staphylococcus aureus en las muestras de sorbetes

artesanales para garantizar la inocuidad de estos productos.

b) Realizar el recuento de bacterias aerdbicas y coliformes totales

presentes en las muestras de sorbetes artesanales.

c) Comparar los resultados obtenidos en el andlisis de las muestras con la
Norma Salvadorefia Obligatoria para Helados y Mezcla de Helados
(NSO 67.01.11:95) y establecer si éstas cumplen o no con dicha norma.

d) Elaborar un manual de Manipulacién Higiénica de Alimentos para la
industria artesanal de sorbetes, con el fin de describir y sugerir a los

fabricantes y vendedores la aplicacion de estas practicas.
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8. MATERIALES Y METODOS

8.1 Materiales y equipos de fase de campo.

e Hielera

e Bolsas resellables Ziploc

e Bolsas de Cryopak (pinguinos)
e TermoOmetro

e Guantes

8.2 Materiales y equipos de la fase de laboratorio

e Estufa

e Autoclave

e Balanzas

e Bafio maria

e Incubadora a 35° + 1°C

e Hot plate

e Campana de flujo laminar

e Esterilizador de asas

e Pipeteadores

e Pipetas estériles graduadas de 1.0, 5.0 y 10.0 ml.
e Placas Petri estériles de 100 mm de diametro

e Asade 3 mm de diametro

e Espatulas estériles

e Erlenmeyer estériles de 250, 500, 1000 y 2000 ml
e Agitadores magnéticos

e Frascos de dilucién de 100 ml



8.3 Medios de cultivo y reactivos

e Agua peptonada 0,1%

e Agar Bilis Violeta Rojo VRBA

e Agar Plate Count

e Agar Baird Parker

e Agar Eosina Azul de Metileno (EMB)

e Caldo Tetrationato

e Caldo Rapaport

e Agar Xilosa Lisina Desoxicolato (XLD)
e Agar Salmonella-Shigella (SS)

e Agar Plasma de conejo,

e Caldo Brain-heart Infusion (BHI).

32
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8.4 Descripcion del estudio.

Para realizar la recopilacion de informacién sobre la inocuidad de los sorbetes
artesanales comercializados en las zonas de recoleccibn de Mejicanos,
Soyapango y centro de San Salvador, tomando en cuenta los microorganismos
de mayor prevalencia en diversas regiones del mundo y los que han emergido
0 re-emergido como patdgenos importantes en los Ultimos afios: Escherichia
coli, Salmonella spp y Staphylococcus aureus se realiz6 un muestreo, en el

gue se siguieron los siguientes pasos:

La investigacion se llevd a cabo tomando 30 muestras de sorbete: 10 muestras
correspondientes a los sorbetes de la zona de Soyapango; 10 muestras de
Mejicanos y 10 de la zona del centro de San Salvador, este procedimiento se
realiz6 en dos diferentes ocasiones, recolectando un total de 60 muestras para
el estudio.

Las dificultades encontradas al recolectar los datos fueron: relacionar al
investigador de este estudio como miembro de la industria sorbetera a gran
escala (lo cual segun los productores artesanales, han querido sacarlos del
mercado en numerosas ocasiones, plagiandoles sus recetas y conocimientos),
agentes del Ministerios de Salud o la alcaldia, por lo que fue necesario
explicarles detenidamente el objetivo de esta fuente de informacion y asi poder

obtener las muestras necesarias e informacién confiable.
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8.5 Metodologia estadistica.

Este estudio es de tipo transversal y No experimental.

Transversal porque la investigacion se desarrollé en un tiempo determinado y
permitié estudiar el problema de la inocuidad en este tipo de alimento en ese
momento.

No Experimental, ya que las normas ya estan establecidas, solamente se hara
analisis y comparacion.

Ademas se aplico el disefio estadistico de Chi Cuadrado para evaluar los
resultados obtenidos de cada uno de los microorganismos incluidos en el

estudio para determinar su nivel de contaminacion.

Universo: sorbetes producidos artesanalmente y que se comercializan en el
area metropolitana de San Salvador, Mejicanos y Soyapango. La poblacion a
estudiar fue toda aquella que realiza la elaboracion de sorbete de manera
artesanal, reconociéndose asi todas aquellas personas que utilizan para su
fabricacion utensilios rasticos de uso manual, lugar de elaboracién casas
particulares, calles o aceras y lo comercializan de forma ambulante mediante

un carretén de madera.

8.6 Muestreo.

El muestreo a realizar fue estratificado y dirigido.

Estratificado, ya que se seleccionaron tres municipios diferentes del
departamento de San Salvador. Dirigido, debido a que se seleccionaron
especificamente las zonas de Soyapango (Anexo 1), Mejicanos (Anexo 2) y la
zona del centro de San Salvador (Anexo 3), ya que presentan los indices
demograficos mas elevados del departamento de San Salvador, segun la
Direccion General de Estadisticas y Censos (4).

Cada una de las zonas de estudio forma un lote, con una cantidad de muestras
gue sea representativa. Siendo las zonas: Soyapango, Mejicanos y el centro de
la ciudad de San Salvador, por cada una de las tres zonas se identificé a 10
sorbeteros, es decir, que se contb con treinta sorbeteros para la obtencion de
las muestras. A cada uno de ellos se le tom6 una muestra de su producto, este

procedimiento se hizo en dos ocasiones diferentes: el primer muestreo se hizo
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la primera semana de septiembre y el segundo muestreo se realizd (de los
mismos sorbeteros) la tercer semana del mismo mes del presente afio; el
muestreo se hizo de manera multitemporal con el fin de verificar que los datos
obtenidos tengan credibilidad, recolectando para el estudio un total de 60
muestras. Dichas muestras se almacenaron en recipientes que se pueden
cerrar herméticamente, se transportaron hacia el Laboratorio de Microbiologia
de Alimentos del Centro de Investigacion y Desarrollo en Salud (CENSALUD)
de la Universidad de El Salvador en hieleras para evitar cualquier cambio de
temperatura que alterara la muestra y se almacenaron en recipientes
separados para asi impedir la contaminacion cruzada; en general, se
manipularon de acuerdo a las normas establecidas con respecto al manejo de
muestras que establece el CONACYT.

Se anexa al final de este documento la hoja de toma de datos.
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8.7 Metodologia de laboratorio.
Las determinaciones microbiolégicas que son especificadas en la Norma
Salvadorefia para Helados y Mezcla de helados (NSO 67.01.11:95) son las

siguientes:
1. Recuento de bacterias aerdbicas.
2. Recuento de coliformes totales.
3. Deteccion de Escherichia coli.
4. Deteccion de Staphylococcus aureus.

5. Deteccion de Salmonella spp.
En este estudio se realizaron las cinco determinaciones citadas en cada

muestra.

8.7.1 Preparacion de las muestras.

Ya tomadas las muestras, identificadas, almacenadas de manera estéril, se
transportaron rapidamente al laboratorio. Dicho procedimiento de preparacion
es uniforme para todos los analisis que se desarrollaron.

Se mantuvo cada una de las muestras, chequeando su temperatura de 0-4° C
hasta llegar al laboratorio, con el cuidado de no descongelarlas sino hasta el

momento de su andlisis.

1. De cada muestra se tomo una porcion de 25 g

2. Se mezclé con 225 ml de diluyente en una relacion de 1:9 (7).

3. Usando pipetas estériles por separado para medir, se preparan
diluciones decimales de 10-1, 10-2, 10-3 (y otras diluciones como sea
apropiado),

4. Del alimento ya homogenizado se transfiere 10 ml de dilucién anterior a
90 ml de diluyente (todo esto sin formar espuma en el muestreo).

5. Se agitan todas las diluciones 25 veces en forma de arco de 30

centimetros (1 pie) en 7 segundos.
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25 GRS MX

10 mL 10 mL
107 '
225 ML ABP 90 ml ABP 90 ml ABP

Figura No 1: Preparacion de muestras y sus diluciones.

8.7.2 Recuento Aerdbico en Placa.

1. De cada una de la diluciones preparadas (10, 102y 10 se mide con
una pipeta de 1.0 ml y se coloca en una caja petri estéril (y en su

duplicado) rotulados apropiadamente

Fig No 2: Técnica de vertido en placa.



38

2. Se agrega 15 ml de agar Plate Count (fundido y mantenido a 45 + 1°C) a
cada placa en el plazo de 15 minutos.

Fig No 3: Vertido en placa de agar Plate Count.

3. Se deja solidificar el agar. Se invierten los platos de petri solidificados, e

incuban puntualmente por 48 h a 35°C.

Fig No 4: Placas de Plate Count

en incubacién a 35°C.

4. Efectuar el recuento en las placas que tienen entre 30-300 colonias.

Expresar el resultado como UFC/g (7).

Fig No 5: A. Contador de colonias, B. Crecimiento bacteriano en placa de

Plate Count
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8.7.3 Recuento de Coliformes totales.

Método del medio sélido.

Desarrollo.

1. Se prepara el Agar Bilis Violeta Rojo de acuerdo a las instrucciones del

fabricante.

Fig. No 6: Agar Bilis Violeta Rojo a punto de ebullicion.

2. Se enfria a 48° C antes de su uso.
3. Se debe preparar, homogenizar y diluir las muestras en diluciones

decimales

Fig. No 7: Preparacién de muestras en diluciones decimales bajo la campana

de flujo laminar.

4. Se transfiere dos alicuotas de 1 ml de cada dilucion en cajas petri
estériles y se realiza el método de Vertido en placa dependiendo de si
hay células sospechosas presentes.
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5. Luego se cubre con una capa de 8 a 10 ml de VRBA, se enfriay se deja

gue solidifique.

Fig. No 8: Placas con VRBA en proceso

en enfriamiento y solidificacion.
6. Se invierten las placas con el sélido y se incuba de 18 a 24 h a 35° C.

7. Se examinan las placas con luz y lente magnificador.

Fig. No 9: Placa de VRBA con crecimiento de coliformes

vista a través del contador de colonias.
8. Se cuentan las colonias morado-rojas que tienen 0.5 mm de largo o
didmetro y rodeadas por zonas de precipitado bilis de acido. Las placas

deberan tener de 25 a 250 colonias.

Fig. No 10: Placa de VRBA con crecimiento de

coliformes a simple vista.
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8.7.4 Test confirmativo para E. coli

1. Seleccionar por lo menos 10 colonias sospechosas e inocular en caldo EMB

contenido en placas petri pequefias.

Fig. No 11: A. Placa de VRBA con colonias sospechosas de ser Escherichia coli,

Placas con EMB para siembra de colonias sospechosas de ser E.coli

2. Incubar las placas EMB a 35° + 1°C durante 48 h.

Fig. No 12: Técnica de estriado sobre placa de EMB.

3. Examinar las placas para encontrar colonias.
4. Registrar como positivo aquellas placas que presenten colonias de

coloracién verde con brillo metéalico.
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Fig. No 13: Placa de EMB positivo a Escherichia coli.

5. Se considera positivo cuando al menos una de las dos placas por muestra
presenta el color caracteristico y como negativo cuando en ninguna de las

placas se observa el brillo verde metalico (7).

EXPRESION DE RESULTADOS

Los resultados de la etapa confirmativa de Escherichia coli se expresan en esta

investigacion de manera cualitativa por muestra.

8.7.5 Recuento de Staphylococcus aureus.

-METODO DIRECTO DE SIEMBRA EN PLACA:

1. Se prepara el agar Baird Parker segun las instrucciones del fabricante

Fig. No 14: Agar Baird Parker sobre un hot plate en proceso de

calor.
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2. Se distribuye de 10-15 ml en placas petri estériles

Fig. No 15: Placa de agar Baird Parker solidificado.

3. Se deja que la superficie seque completamente, este proceso se hace bajo
la campana de flujo laminar.

4. Se homogeniza la dilucién 10-1 de cada muestra

Fig. No 16: Proceso de dilucion de una de las muestras.

5. Se debe distribuir un ml de esta dilucién en tres placas (Ej.: 0.3 ml, 0.3
ml, 0.4 ml).

6. Se debe esparcir la muestra con rastrillo e incubar a 35-37 °C 24/48
horas.

Fig. No 17: Rastrillo o asa en forma de L.
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7. Finalmente, observar las caracteristicas de las colonias.

-Recuento de Staphylococcus aureus presuntivo.

Se deben elegir las placas que presenten entre 25y 250 colonias y contar las
colonias sospechosas:

a) Negras brillantes de bordes lisos.

b) Negras brillantes con halo precipitado.

c) Gris oscuras con bordes irregulares con o sin halo y precipitado.

Se deben contar el total de colonias sospechosas y un numero inferior a cinco

se sometera a la prueba de coagulasa para la confirmacion.

Fig. No 18: Placa de agar Baird Parker con crecimiento de colonias.

- PRUEBA DE COAGULASA.
1. Se deben sembrar las colonias sospechosas en forma separada en tubos

con caldo cerebro corazon (BHI).

Fig. No 19: A. Seleccion de una colonia de St. aureus con asa estéril.
B. Siembra de colonia de St. aureus en caldo Cerebro Corazon.



2. Se deben incubar a 35°C por 24 horas
3. Luego traspasar 0.1 ml de cada cultivo a tubos pequefios estériles,

Fig. No 20: A. Tubo con caldo Cerebro Corazén.

B. Tubo con plasma de conejo.

4. Agregar 3 ml de plasma de conejo, incubar a 35° C durante 6/24 horas

chequeando los tubos cada cierto tiempo.

Fig. No 21: Tubos de caldo Cerebro Corazén

Listos paralaincubacion.

5.0bservar la coagulacion del plasma de conejo total o parcial en los tubos.

Fig. 22: A. Tubo positivo a coagulasa,

B. Tubo negativo a coagulasa.

45



46
-Reporte de resultados para Staphylococcus aureus.
Se debe sumar el numero de colonias sospechosas confirmadas como
coagulasa positiva de las tres placas e informar el resultado en la potencia de
10 correspondiente expresado en UFC/g.
8.7.6 Deteccion de Salmonella.
TECNICA DE SIEMBRA:

1. Enriquecimiento selectivo.

e Transferir a partir del caldo de preenriquecimiento 10 ml de caldo

Rapaport y 10 ml de caldo tetrationato respectivamente.

Fig. No 23: A. Toma de muestra con dilucién 10-1. B. Siembra de 1 ml
de muestra diluida en caldo Rappaport vassiliadis.

Siembra de 1 ml de muestra diluida en caldo Tetrationato.
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e Luego debe incubarse el caldo rapaport a 43 °C y el caldo tetrationato a
35 °C.

Fig. No 24: A. Tubos con caldo tetrationato en proceso de incubacion.

B. Tubos de caldo rappaport preparados para la incubacion.

2. Aislamiento selectivo.

Sembrar a partir de los caldos rapaport y tetrationato en forma de estrias,
sobre placas con agar SS y XLD.

Fig. No 25: A. Introduccién de asa estéril en caldo rappaport, para luego B. realizar

La siembra en estrias sobre placas con agar Salmonella-Shigella.

Incubar las placas a 35-37 °C durante 24/48 horas observando las colonias
sospechosas:

a) Agar SS: blancas o transparentes.

b) XLD: rosadas brillantes con o sin centro negro (FDA, 1998).
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Fig. No 26: A. Crecimiento de Klebsiella pneumoniae en placa con agar SS
B. Crecimiento de Escherichia coli en placa con agar SS
C. Crecimiento de Salmonella spp en placa con agar SS
D. Crecimiento de Proteus mirabilis en placa con agar SS
E. Crecimiento de Pseudomona aeruginosa en placa con agar SS



49

8.8 ANALISIS DE DATOS

Tabla N° 2

Resultados generales de los andlisis de laboratorio en las 60 muestras

de sorbetes de elaboracién artesanal.
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8.8.1 Recuento Total De Bacterias

NSO 67.01.11.97 | MEJICANOS | SOYAPANGO |CENTRO DE S.S.
MEDIA 50000 24930 31915.5 34004.6
DESVEST 10677.12 10611.3 13266.57

Tabla No 3: Promedio del recuento total de bacterias por zona de estudio

representadas en UFC/g.

60000
o 40000
O
LL
= 20000
0
NSO MEJICANOS | SAN MARCOS | CENTRO DE
B Seriel 50000 24930 31915.5 34004.6
ZONAS

Gréafico No 1: Promedio del Recuento Total de Bacterias de las zonas en estudio,
comparado a lo establecido por la NSO 67.01.11.95 de helados y mezcla para helados.

Para el Recuento Total de Bacterias Mesofilas de las muestras de sorbete de
fabricacion artesanal comercializadas en los municipios de Mejicanos,
Soyapango y zona del centro de San Salvador se encontraron valores
promedios de 24,930, 31,916 y 34,005 de unidades formadoras de colonias por
gramo, respectivamente, los cuales se encuentran entre los valores permitidos
por la Norma Salvadoreiia Obligatoria para helados y mezcla de helados;

ademas estos resultados se ajustan a lo sefialado por las normas

internacionales.
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8.8.2 Coliformes Totales

NSO 67.01.11.95 | MEJICANOS | SOYAPANGO | CENTRO DE S.S.

MEDIA 100 14101.2 19198.5 26882.4

DESVEST 5779.68 19005 14014.86

Tabla No 4: Promedio del recuento Coliformes Totales por zona de estudio

representadas en UFC/g.

PROMEDIO DE COLIFORMES TOTALES

26882.4

30000
25000 191985
o 20000 14101.2
O 15000
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NSO MEJICANOS SOYAPANGO | CENTRO DE S.S.
DSeries1 100 14101.2 19198.5 26882.4
ZONAS

Grafico No 2: Promedio del Recuento de Coliformes Totales de las zonas en estudio,
comparado alo establecido por la NSO 67.01.11.95 de helados y mezcla para helados.

Para el recuento de Coliformes Totales de las muestras de sorbetes artesanal
comercializados en los municipios de Mejicanos, Soyapango y el Centro de
San Salvador, se encontraron valores promedios de 14,101, 19,199 y 26,882
de unidades formadoras de colonias/g los cuales se encuentran fuera los
valores permitidos, de hecho sobrepasa en mucho el valor limite permisible por

la norma salvadorefia obligatoria para helados y mezcla de helados.

Estos resultados se ajustan a lo sefialado por los diferentes organismos
encargados de velar por la salud humana quienes manifiestan que de no
realizarse los procedimientos de fabricacion y de comercializacion adecuados:

Limpieza y desinfeccion de recipientes y utensilios, utilizacion de agua potable,
limpieza de las manos frecuentemente, etc. muy dificilmente se garantizara la

inocuidad de estos productos.
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8.8.3 Staphylococcus aureus

NSO 67.01.11.95 |MEJICANOS |[SOYAPANGO |CENTRO DE S.S.

MEDIA 10 27 121 149

DESVEST 42.38 132.2 91.23

Tabla No 5: Promedio del recuento de Staphylococcus aureus por zona de estudio

representadas en UFC/g.

PROMEDIO DE UFC DE St. aureus

200
149
150 121
K<Y
; 100
50 O 27
0 [ | |
NSO MEJICANOS |[SOYAPANGO | CENTRO DE
B Seriel 10 27 121 149

Grafico No 3: Promedio del Recuento de Staphylococcus aureus de las zonas en estudio,
comparado alo establecido por la NSO 67.01.11.95 de helados y mezcla para helados.

Para la variable de recuento de Staphylococcus aureus se verificé que de las
10 muestras de sorbete artesanal y su repeticion recolectadas en el municipio
de Mejicanos, 5 de ellas evidenciaron un promedio de 27 UFC/g de
Staphylococcus aureus sobrepasando el limite establecido por la Norma
Salvadorefia Obligatoria para Helados y Mezcla de Helados de 10 UFC/g, es
decir que un 50% de las muestras no son aptas para el consumo humano. A

pesar de esto es la zona que no presenta valores tan altos.

De las 10 muestras de sorbete artesanal y su repeticion, recolectadas en el
municipio de Soyapango, una de ellas evidencié 121 UFC/g de Staphylococcus
aureus, promedio mayor al establecido por la Norma Salvadorefia Obligatoria
para Helados y Mezcla de Helados, que es de 10 UFC/g, es decir que un 10%

de las muestras no son aptas para el consumo humanao.
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De las 10 muestras de sorbete artesanal recolectadas en la zona del centro de

San Salvador, 10 de ellas evidenciaron un promedio de 149 UFC/g de

Staphylococcus aureus, contrastando con el limite de 10 UFC/g establecido por

la norma salvadorefia obligatoria para helados y mezcla de helados, es decir

gue un 100% de las muestras no son aptas para el consumo humano.

Los resultados en estos municipios podrian deberse a presencia de alguna

alteracion o patologia nasofaringea, infeccion de piel o absceso o incluso,

gastroenteritis debida a estafilococos en alguno de los fabricantes y/o

vendedores de las muestras de sorbete, quienes rara vez toman alguna medida

higiénica o mucho menos algun tratamiento farmacolégico.

8.8.4 Escherichia coli.

NSO MEJICANO |SOYAPANG

65.01.11.95 S O CENTRO DE S.S.
#
MUESTRAS |CERO 6 3 5

Tabla No 6: Promedio de la presencia de Escherichia coli por zona de estudio

representadas en UFC/g.

PRESENCIA DE E. coli

7 6
3 6 5
z 5
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0S GO DE S.S.
# MUESTRAS 0 6 2 5
ZONAS

Grafico No 4: Promedio de la presencia de Escherichia coli en las zonas en estudio,

comparado a lo establecido por la NSO 67.01.11.95 de helados y mezcla para helados.
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De las 10 muestras de sorbete artesanal y su repeticion recolectadas en el
municipio de Mejicanos 6 de ellas evidenciaron presencia de Escherichia coli,
contrastando con el requisito de ausencia establecido por la Norma
Salvadorefia Obligatoria para Helados y Mezcla de Helados, es decir que un

60% de las muestras no son aptas para el consumo humano.

De las 10 muestras de sorbete artesanal y su repeticion recolectadas en el
municipio de Soyapango 2 de ellas evidenciaron presencia de Escherichia coli,
contrastando con el requisito de ausencia establecido por la Norma
Salvadorefia Obligatoria para Helados y Mezcla de Helados, es decir que un

20% de las muestras no son aptas para el consumo humano.

De las 10 muestras de sorbete artesanal y su repeticién recolectadas en la
zona del centro de San Salvador 5 de ellas evidenciaron presencia de
Escherichia coli, contrastando con el requisito de ausencia establecido por la
Norma Salvadorefia Obligatoria para Helados y Mezcla de Helados, es decir

gue un 50% de las muestras no son aptas para el consumo humano.

Estos resultados evidencian falta de higiene béasica en la fabricacion y/o
comercializacion de estos sorbetes ya que esta bacteria normalmente esta
presente en el tracto gastrointestinal, eliminandose por medio de las heces y
orina, por lo que se infectaron al tener contacto con dichos desechos del
organismo, lo que indica que estas personas no lavan ni desinfectan sus
manos después de orinar y/o defecar y aun asi manipulan el producto a
comercializar.

También existe la posibilidad de que a falta de inodoros (por su recorrido
ambulatorio), eliminen estos desechos cerca de donde almacenan, manipulan

y/o comercializan el sorbete.

8.8.5 Salmonella.
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NSO

67.01.11.95 MEJICANOS | SOYAPANGO |CENTRO DE S.S.

# de muestras
(+) CERO 10 9 8

Tabla No 7: Promedio de la presencia de Salmonella spp por zona de estudio

representadas en UFC/g.

PRESENCIA DE Salmonella
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Grafico No 5: Promedio de la presencia de Salmonella spp de las zonas en estudio,
comparado alo establecido por la NSO 67.01.11.95 de helados y mezcla para helados.

De las 10 muestras de sorbete artesanal recolectadas en el municipio de
Mejicanos (y confirmandose con su repeticion), 10 de ellas contenian
Salmonella es decir que un 100% de las muestras no son aptas para el

consumo humano.

De las 10 muestras de sorbete artesanal recolectadas en el municipio de
Soyapango (y confirmandose con su repeticion), 9 de ellas contenian
Salmonella es decir que un 90% de las muestras no son aptas para el consumo

humano.

De las 10 muestras de sorbete artesanal recolectadas en el centro de San
Salvador (y confirmandose con su repeticidn), 8 de ellas contenian Salmonella

es decir que un 80% de las muestras no son aptas para el consumo humano.
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El habitat natural de esta bacteria es el tracto intestinal de animales como aves,
reptiles, animales de granja, insectos y personas, que a veces son portadoras
de la salmonella sin presentar ningun sintoma. Los microorganismos son
excretados en las heces desde donde pueden ser transmitidos a insectos y
otros seres vivos. También se puede encontrar en el agua. Por los resultados
obtenidos en esta determinacion se evidencia la utilizacion de agua no potable
para la elaboracion del sorbete y una calidad deficiente de higiene en el de

elaboracion y/o manipulacion-almacenamiento del producto.

9. Disefio estadistico.

En las areas de recoleccién de muestras se realizé un Muestreo Azarizado, con
combinacion de métodos probabilisticos: Muestreo Aleatorio Simple para que la
poblacion sea representativa; y métodos no probabilisticos: Muestreo dirigido,
porque las zonas se han escogido por su alta tasa poblacional.

Se compararon los resultados de cada muestra con la norma del CONACYT y
la Norma Salvadorefia Obligatoria y de ahi se obtuvieron los porcentajes de las
muestras las cuales muestran que cumplen o no con los parametros
establecidos con la norma. Y se reflejan dichos resultados utilizando graficas y

medidas de Tendencia Central.
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DISTRIBUCION DE CHI CUADRADO.
Definicion
Esta prueba puede utilizarse con datos medibles en una escala nominal.

Es decir, que sus valores representan categorias 0 grupos en una variable.

(0; — Ey)*

xﬂ = Zf:l E;

Lo que se hace al aplicar la formula de chi cuadrada es restar al niumero de
frecuencias observadas, el nimero de frecuencias esperadas; elevar esta
diferencia al cuadrado, lo que hace que todos los valores asuman un valor
positivo, y luego se divide el cuadrado obtenido entre el las frecuencias
esperadas. Esto se hace de manera independiente para cada una de las
categorias. Una vez terminado este paso, se suman los resultados obtenidos
en cada categoria y ese valor resultante de la suma es el valor Chi cuadrada
observado, el cual deberd ser comparado con el valor Chi cuadrada critico
segun el nivel alfa de significatividad escogido y los grados de libertad
correspondientes.

Si el valor Chi cuadrada (X2) obtenido es mayor que el valor critico, se
desacredita la hipotesis nula que afirma que no existe diferencia significativa
entre las frecuencias observadas y se concluye que la diferencia es
significativa. Esto

guiere decir que en menos de 5 casos de cada cien, una diferencia como la del
valor igual o mayor al observado de Chi cuadrado, puede ser atribuida a la

seleccion de la muestra (azar).
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9.1 DESARROLLO MATEMATICO DEL DISENO ESTADISTICO EN EL ANALISIS
DE RESULTADOS MICROBIOLOGICOS DE LAS MUESTRAS DE SORBETE
ARTESANAL.

VARIABLES: A) Recuento Total de Bacterias
B) Recuento de Coliformes Totales
C) Presencia de Escherichia coli
D) Recuento de St. Aureus
E) Presencia de Salmonella

A) CALCULO DE CHI CUADRADO PARA EL RECUENTO TOTAL DE BACT. PARA LAS 3 ZONAS

ZONAS PRESENCIA | AUSENCIA | TOTAL
MEJICANOS 0(0) 10(10) 10
SOYAPANGO 0(0) 10(10) 10
CENTRO S.S. 0(0) 10(10) 10

TOTAL 0 30 30

Xcal = Z(Fo - Fe)?
Fe

Xcal=0 Xtab=11.34 SIGNIFICATIVO

Para la variable Recuento Total de Bacterias para las zonas de Mejicanos,
Soyapango y centro de San Salvador los resultados afirman que las poblaciones
son homogéneas en cuanto al nivel de contaminacién independientemente de la
zona en que se hayan recolectado, las muestras estan contaminadas con un
numero de Unidades Formadoras de Colonias (UFC) dentro del limite establecido

por la norma NSO 67.01.11.95 de helados y mezcla de helados.
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B) CALCULO DE CHI CUADRADO PARA EL REC. DE COLIFORMES TOTALES PARA LAS 3 ZONAS

ZONAS PRESENCIA | AUSENCIA | TOTAL
MEJICANOS 10(10) 0 10
SOYAPANGO 10(10) 0 10
CENTRO S.S. 10(10) 0 10

TOTAL 30 0 30

Xcal = Z(Fo - Fe)?
Fe

Xcal=0 Xtab=11.34 SIGNIFICATIVO

En el andlisis estadistico de la variable Recuento de Coliformes Totales para las
zonas de Mejicanos, Soyapango y centro de San salvador, los resultados afirman
que las poblaciones son homogéneas en cuanto al nivel de contaminacion
independientemente de la zona en que se hayan recolectado, las muestras estan
contaminadas con un numero de Unidades Formadoras de Colonias (UFC) por
encima del limite establecido por la norma NSO 67.01.11.95 de helados y mezcla

de helados.
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C) CALCULO DE CHI CUADRADO PARA LA BACTERIA Escherichia coli PARA LAS 3
ZONAS

ZONAS PRESENCIA | AUSENCIA| TOTAL
MEJICANOS 6(4.33) 4(5.66) 10
SOYAPANGO 2(4.33) 8(5.66) 10
CENTRO S.S. 5(4.33) 5(5.66) 10

TOTAL 13 17 30

Xcal = Z(Fo - Fe)?
Fe

Xcal=2.82 Xtab=11.34

En el andlisis estadistico de la variable Presencia de Escherichia coli para las
zonas de Mejicanos, Soyapango y centro de San salvador, los resultados afirman
que las poblaciones son homogéneas en cuanto al nivel de contaminacion
independientemente de la zona en que se hayan recolectado, las muestras estan
contaminadas con un numero de Unidades Formadoras de Colonias (UFC) por
encima del limite establecido por la norma NSO 67.01.11.95 de helados y mezcla

de helados.
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D) CALCULO DE CHI CUADRADO PARA LA BACTERIA Staphylococcus aureus PARA LAS 3 ZONAS

ZONAS PRESENCIA | AUSENCIA | TOTAL
MEJICANOS 5(8) 5(2) 10
SOYAPANGO 9(8) 1(2) 10
CENTRO S.S. 10(8) 0(2) 10

TOTAL 24 6 30

Xcal = Z(Fo - Fe)?
Fe

Fcal=8.75 Ftab=11.34 SIGNIFICATIVO

En el analisis estadistico de la variable Recuento de Staphylococcus aureus para
las zonas de Mejicanos, Soyapango y centro de San salvador, los resultados
afirman que las poblaciones son homogéneas en cuanto al nivel de contaminacion
independientemente de la zona en que se hayan recolectado, las muestras estan
contaminadas con un numero de Unidades Formadoras de Colonias (UFC) por
encima del limite establecido por la norma NSO 67.01.11.95 de helados y mezcla

de helados.
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E) CALCULO DE CHI CUADRADO PARA LA BACTERIA Salmonella PARA LAS 3 ZONAS

ZONAS PRESENCIA | AUSENCIA | TOTAL
MEJICANOS 10(9) 0(1) 10
SOYAPANGO 9(9 1(1) 10
CENTRO S.S. 8(9) 2(1) 10

TOTAL 27 3 30

Xcal = Z(Fo - Fe)?
Fe

Fcal=2.22 Ftab=11.34 SIGNIFICATIVO

En el andlisis estadistico de la variable Presencia de Salmonella spp para las zonas
de Mejicanos, Soyapango y centro de San salvador, los resultados afirman que las
poblaciones son homogéneas en cuanto al nivel de contaminacién
independientemente de la zona en que se hayan recolectado, las muestras estan
contaminadas con un namero de Unidades Formadoras de Colonias (UFC) mayor
al limite establecido por la norma NSO 67.01.11.95 de helados y mezcla de

helados.
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10. CONCLUSIONES

a)

b)

d)

De acuerdo a los resultados obtenidos en esta investigacion, se
determind la presencia de las bacterias Escherichia coli, Salmonella spp
y Staphylococcus aureus en las muestras de sorbetes artesanales, por

lo que no son aptos para el consumo humano.

Con respecto al recuento de Bacterias Aerdbicas, las muestras
analizadas, resultaron con un numero de unidades formadoras de
colonias por gramo (UFC/g) que esta dentro de los rangos permitidos
por la NSO 67.01.11.95 para helados y mezcla para helados, que es:
(2.5 x 104).

Al realizar una comparacion de los resultados obtenidos en el analisis de
las muestras con la NSO 67.01.11.95 para helados y mezcla para
helados, se establecié que ninguna de las muestras cumplié con esta

norma.

Los resultados obtenidos reflejan que las condiciones higiénicas son
deficientes que caracterizan la elaboracién y comercializaciéon de la
industria artesanal de estos productos, pudiendo mencionarse: lugar de
almacenamiento inadecuado, falta de higiene basica como lavado de las
manos del vendedor en el momento de la manipulacion del producto,
etc. En consecuencia se producen sorbetes de mala calidad y con

riesgos importantes para la salud.

De los resultados obtenidos en esta investigacion, se deduce que en las
zonas en donde se realiz6 el estudio, factores como una mayor
concentracion de personas, afluencia vehicular (humo), ambiente
contaminada, habitos higiénicos de las personas y mala disposicion de
la basura, influyen sobre el nivel de contaminacion microbioldgica de los

sorbetes.
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11. RECOMENDACIONES.

a)

El Ministerio de Salud debe prestar mayor atencion a la pequefa
industria de produccion de sorbete artesanal, con el fin de instruirlos en
el manejo de productos perecederos y la aplicacion de buenas practicas
de manufactura para la obtencion final de un alimento inocuo para

consumo humano.

b) Aplicar métodos de limpieza y desinfeccion en las materias primas a

d)

f)

utilizar para la elaboracion de este producto.

Es importante que todas las personas que manipulan alimentos reciban
capacitacion adecuada y continua en materia de manipulacion higiénica

de los alimentos e higiene personal.

Crear conciencia en el productor-vendedor y consumidor sobre las
condiciones sanitarias que deben cumplir estos productos para ser aptos

para el consumo humano.

Realizar investigaciones posteriores que se orienten al analisis de

materias primas y al proceso de elaboracion de este producto.

Implementar en la industria artesanal de sorbetes el Manual

Manipulacion Higiénica de Alimentos en anexo V de este documento.
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ANEXO |

Zona de Soyapango de donde se tomaron 20 muestras de sorbetes
artesanales entre la primera semana del mes Noviembre de 2009 y tercera

semana del mismo mes.

Keahgd Ve
Fig No 27: Zona

muestras de sorbete artesanal.
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ANEXO I

Zona de Mejicanos de donde se tomaran 20 muestras de sorbetes artesanales
entre la primera semana del mes de Noviembre de 2009 y tercera semana del

mismo mes.

Fig. No 28: A: Calle Roma, B:Escuela Amelia, C: Escuela 22 de junio,

D: Escuela Japoén, E: Escuela Jesus Romero, F: Mercado

De Mejicanos, G: Pollo Campero.
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ANEXO Il

Zona del centro de San Salvador de donde se tomaran 20 muestras de
sorbetes artesanales entre la primera semana del mes de Noviembre de 2009 y

tercera semana del mismo mes.
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Fig No 29: Zona del centro de San Salvador y sus alrededores en donde se realiz6 toma

de muestras de sorbete artesanal.
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ANEXO IV

Caracteristicas microbiolégicas de los helados segun la norma NSO
67.01.11.95 Helados y mezcla de helados.

MICROORGANISMOS Sugerido UFC | Aceptado UFC
Recuento total por gramo 2.5 x 10* 5 x 10*
Coliformes por gramo 10 107
Salmonella en 25 gramos 0 0
Staphylococcus aureus por gramo 0 107
Escherichia coli por gramo 0 0




ANEXO V

Manual de Manipulacién Higiénica de Alimentos.
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PARA EL LUGAR DE ELABORACION SIGA LAS RECOMENDACIONES
SIGUIENTES:

Evite todo tipo de suciedad y agua estancada en los alrededores.

Procure alejar el area de preparacion de alimentos de los sanitarios.

Ponga trampas 0 veneno para evitar presencia de roedores.

74
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Mantenga la basura alejada del lugar de elaboracion y tapela para evitar

moscas Yy otros animales.

Evita la presencia de toda clase de animales cerca del lugar de elaboracion (1).
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RECOMENDACIONES A LOS MANIPULADORES DE ALIMENTOS

SIEMPRE QUE MANIPULE ALIMENTOS SIGA LAS SIGUIENTES
INSTRUCCIONES:

1. Use gabacha, gorro o redecilla bien limpjos. 2. Evite usar joyas y

Tocar dinero.

3. Lavese las manos cada vez que se las ensucgie. 4. Use toalla limpia o

desechable para secarse.

5. Use utensilios bien lavados y desinfectados. 6. No prueba los
Alimentos Usando los
Cubiertos de servir.
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7. No tosa ni estornude sobre los alimentos.

masticar

8. Evite rascarse, fumar,

Chicle o peinarse.

9. Si tiene heridas en las manos no manipule los alimentos.

10.NO olvide sus examenes de salud cada
ano.
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PARA LA LIMPIEZA DE LAS FRUTAS SIGA LOS SIGUIENTES PASOS:

Prepare una solucién desinfectante, para garantizar la higiene de las frutas a

utilizar.

LA SOLUCION MADRE ES LEJIA COMERCIAL. A CONTINUACION SE
MUESTRAN LAS CANTIDADES A USAR DEPENDIENDO DE LO
NECESARIO:

13 Gotas de solucion madre en: 1 litro de agua

Media cucharadita de solucion madre en: 1 galén de agua

& \\\\\?

agua

~_— 4 cucharaditas de solucion madre en: 1 cantaro con

F 4

Agua de 20 botellas

1 barril de 200

Litros de agua

Taza de solucién madre en:
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2. Lavese bien las manos con agua y
jabon:

-Antes de preparar los alimentos.
-Después de usar el inodoro.

3. Lave las frutas con agua hervida o
soluciébn  desinfectante antes de

utilizarlas.

4. Luego de lavadas las frutas
guardelas en un lugar apropiado y tape
adecuadamente. De preferencia en
congelacion.

— —=

5. Todas las materias primas secas,
como azlcar, leche y sal deben
almacenarse en un lugar apropiado y
sin humedad.
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PARA DESINFECTAR EL COCO HAGA LO SIGUIENTE:

1. Prepare agua potable en un guacal
limpio. Con agua suficiente para cubrir
el coco.

A

o~ R ST e .' 4y

2. Lave el coco con el agua potable
hasta eliminar la suciedad.

3. Prepare la solucién desinfectante segin se muestra en el numeral 1 del
apartado Ill. Luego sumerja el coco lavado en esta solucion durante 20 minutos.

4. Escurra el coco y guardelo en una
bolsa limpia y ciérrela.

a6
[

5. Almacene en congelacion hasta el
dia en que lo utilice.
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OTRAS RECOMENDACIONES.

1. Todos los utensilios deben
lavarse con agua y jabén, de ser
posible deben desinfectarse con
la solucion desinfectante lejia.

AGUA
POTABLE

3. Durante la venta procure
lavarse las manos
constantemente si toca dinero,
evite usar esponjas o toallas
sucias (De preferencia usar
unas 3 para el dia).

2. Utilice siempre agua potable
para la preparacién del sorbete,
aguas estancadas podrian estar
contaminadas. Hiérvala o]
desinféctela agregando 2 gotas
de lejia por litro de agua.

4. El porcionador de sorbete
debe lavarse frecuentemente, si
usa agua en un depdésito para el
lavado y no puede lavarla
constantemente, agregue al
depdsito de agua gotas de limén
o0 solucién madre desinfectante.



