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INTRODUCCION

Con el constante crecimiento demogrdfico, la demando de alimentos con un tiempo de vida
prolongado, precio razonable y facilidad de preparacidn se ha visto incrementada, por lo que surge
la necesidad de desarrollar diferentes productos que cumplan con tales caracteristicas, ademds
de poseer una calidad sanitaria que cumpla con los estdndares establecidos para el consumo

humano Sin embargo, el aspecto sanitario ha sido relegado a un Uitime lugar

La leche de vaca ha sido definida como el alimento mds completo porque contiene proteinas,
vitaminas A y B Su elevado contenide de calcio contribuye a formar y conservar fuertes los
huesos y dientes Al aplicar a la leche fluida el proceso de evaporacién o deshidratacién del agua,
se obtiene como resultado la leche en polvo, producte que puede ser reforzado con vitaminas A, C

y D, minerales como calcio, hierro y otros

La leche en polve es uno de los alimentos que los salvaderefios consumen significativamente en sus
hogares, ademds de ser usada ampliamente en la industria alimenticia por sus mdltiples ventajas

para la elaboracidn de feches reconstituidas, quesos, yogurt, helados, etc

Las diferentes industrias de alimentos y en este caso las productoras y empacadoras de leche en
polvo deben garantizar la calidad y seguridad de sus productos, desde la materia prima,
procesamiento, envasado, almacenamiento, distribucién, venta y consumo final, para lo cual deben

contar con sistemas de aseguramiento de la calidad

Los microorganismos que contenga la leche en polvo pueden tener diferentes fuentes de
contaminacién desde la obtencién de la materia prima, su manipulacidn y los tratamientos a que se
somete durante la industrializacién, pudiéndose introducir microorganismos patégenos que son

perjudiciales para la salud del consumidor



El presente trabajo tiene como objetivo determinar la calidad microbioldgica de diferentes
marcas de leche en polvo, comercializadas en la ciudad de San Salvador, estableciendo si dichos

productos son aptos o no para el consumo humano

Para evaluar dicha calidad se investiga los pardmetros indicadores de recuento total de
microorganismos mesdfilos aerobios, coliformes totales y Escherichia cofi, empleando para tal fin,
la metodologia establecida en el Manual de Andlisis Bacterioldgico (Bacteriological Analytical
Manual, BAM-7) de la Administracidn de Alimentos y Drogas (Food and Drug Administration, FDA)
en su $éptima edicidn (1992)

Se utilizan los limites microbiolégicos establecidos en la Norma Centroamericana ICAITL 34044
con fecha de enerc de 1976 denominada “Leche en polvo" elaborada por el Instituto

Centroamericano de Investigacion Yy Tecnologia Industrial (ICAITI)



Objetivos

1 Objetivo General

Evaluar microbioldgicamente la calidad de la leche en polvo comercializada en la ciudad de San

Salvador

2 Objerivos Especificos

21 Establecer las marcas de leche en polvo de mayor consumo en la ciudad de San Salvador

22 Determinar los recuentos de los siguientes pardmetros indicadores:

2 21 Recuento total de microorganismos mesdfilos aerobios

2 2 2 Recuento de coliformes fotales

23 Determinar la presencia de Escherichia coli en la leche en polvo

24 Evaluar de acuerdo a los resultade microbioldgices, si la leche en pelvo comercializada en la
ciudad de San Salvador estd apta para el consumo humano o representa un riesgo para la
salud del consumidor

25 Dar recomendaciones que contfribuyan a asegurar la calidad microbioldgica de la leche en

poivo
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CAPITULO I
FUNDAMENTOS TEORICOS

1 Leche en polvo

11 Generalidades

La produccién de leche en polvo y el mejoramiento de su calidad, se vié impulsada durante la
Segunda Guerra Mundial, por ser la leche desecada el producto mds concentrado que podia

hacerse de la leche

En la actualidad todos los productos secos de la leche tienen ciertas propiedades en comiin Asf,
todos los que se han secado por pulverizacién tienen indices altos de solubilidad Casi todos los
productos ldcteos secos se caracterizan por su elevada higroscopicidad, tienen que empaquetarse

de modo que no puedan absorber humedad

En los productoes ldcteos secos, el elevado contenido de humedad es perjudicia! debido al
oscurecimiento y a las reacciones que producen sabores extrafios cuondo el contenido de humedad
es mayor del 4% Este y ofros factores perjudican la calidad de la leche en polvo, entre éstos
pueden incluirse aquellos que provienen de la materia prima, la leche fluida, del proceso de
obtencidn y las condiciones en que se realice, sumdndose a lo anterior las sustancias que se le
pueden agregar para alferar la leche Por ejemplo, la adicién de agua, realizado por el productor
para obtener mayores utilidades, ademds de disminuir su calidad, suele contaminaria por la
inoculacién de los microorganismos que contiene, por lo que al emplearla en la leche en polvo

provoca que la ditima también sea un producto contaminado



Las leches en polvo que se encuentran en el comercio son de muy diversas calidades La leche en
polvo reconstituida debe tener las cualidades de leche pasteurizada, cualquiera que sean las

condiciones de conservacién del polvo (tiempo, clima) (11)

12  Definicién

La leche en polvo es el producto obtenide por la eliminacidn o extraccidn del agua, por diferentes
métodos, que incluyen el secado en rodillos y el procedimiento de pulverizacién, ya sea de la leche
fluida entera, semidescremada ¢ descremada previamente pasteurizada

Entre las caracteristicas de este producto tenemos que debe presentar un concentrado mdximo
de materia grasa de 40% m/m, ser un polvo homogéneo de color uniforme, blanco o crema claro,

estard libre de particulas aglomeradas, particulas quemadas y de materia extrafia (10)

Las cualidades que se exigen de una buena leche en polvo son:

1 Buena solubilidad que permita obtener fdcilmente una Solucién homogénea, exenta de
particulas macroscépicas

2 Un sabor agradable, lo que implica la ausencia de defectos muy comunes, como sabor a cocido,
6xido, o rancio

3 Valor nutritivo inalterado y calidad higiénica garantizada



13 Clasificacion

La leche en polvo se clasificard, seglin sus caracteristicas en los siguientes tipos:

a) Tipo I

La leche tipo I o leche entera en polvo es el producto obtenido por la deshidratacidn de la leche
fresca de vaca, previemente pasteurizada, que cumple con las siguientes caracteristicas (10) :

» Materia grasa minimo 26% en masa

¢ Humedad mdximo 4% en masa

e Acidez mdximo 1 5% en masa (expresada como dcido ldctico)

» Cenizas mdximo 7% en masa

* Proteinas minimo 25% en masa

b} Tipo IT

La leche tipo II o leche parcialmente descremada en polvo es el producto obtenido por la
deshidratacidn de la leche fresca de vaca, pasteurizada, a la que previamente se le ha eliminado
parte de la grasa y que cumple con las siguientes caracteristicas fisicas y quimicas (10}

» Materia grasa menos de 26% y mds de 1 5% en masa

¢ Humedad méximo 5% en masa

¢ Acidez menos de 2%y mds de 1 5% en masa (expresada como dcido ldctico)

¢ Cenizas menos de 9% y mds de 7% en masa

s Proteinas mfnimo 25% en masa



¢) Tipo III

La leche tipo ITT o leche descremada en polvo es el producto obtenido por la deshidratacién de la
leche fresca de vaca, pasteurizada, a la que previamente se le ha eliminado casi la totalidad de la
grasa, cuyos requisitos de sus caracteristicas fisicas y quimicas son (10):

» Materia grasa mdximo 1 5% en masa

+ Humedad expresada en porcentaje en masa mdximo 5%

» Acidez mdximo 2% en masa (expresada como dcido ldctico)

« Cenizas mdximo 9% en masa

e Proteines minimo 33% en masa

d) Leche instanténea

La leche instantdnea, es la leche en polvo que presenta gran facilidad para solubilizarse al
mezclarla con el agua Esta facilidad para incorporarse al agua se debe a que contiene pequefias
cantidades de emulsionante como (4) :

» Mono- y di- gliceridos, 2500 mg/Kg

s Lecitina, 5000mg/Kg

14  Métodos de produccion

Hasta finales del sigle XIX no se habla conseguido preparar mediante un procedimiento
perfeccionado una leche en polvo ufilizable por el ser humano como alimento En ia actualidad
existen dos modos de preparacién distintes en principio, el secado en rodillos y el procedimiento

de pulverizacién (14)



Los métodos anteriormente mencionados son los métodos cldsicos y éstos se aplican generalmente

a la leche previamente concentrada

1 4 1 Método secado en rodillos(procedimientos Hartmaker y variantes, "Roller”)

En este método existen a su vez dos rodillos calentades interiormente mediante vapor (115-
130°C), y que giran en sentido inverso, la capa que se forma rdpidamente se separa por medio de
una cuchille El calentamiento es muy energético, y el producto obtenido presenta muy poca
solubilidad en el agua, en general se reserva para la alimentacion animal La leche utilizada puede
no ser de primera calidad si es muy dcida se neutraliza previamente con una base, casi siempre
hidréxide de sodio (5)

1 4 2 Método por pulverizacién de la leche en una corriente de aire caliente (procedimiento

de niebla, “Spray” o “atomizacion”)

La leche se somete previamente a un tratamiento de ultra-alta temperatura (130° durante algunos
sequndos) y luego se puiveriza en el interior de una “forre” de secado mediante una corriente de
aire caliente a 120-130° La calidad del polvo depende de la concentracién de la leche La leche
natural dé un polve fino y no muy ligero, la masa pulverulenta ocupa un gran volimen y retiene
mucho aire, lo que aumenta el riesgo de alteracidn por oxidacién El didmetro éptimo de las

particulas parece ser de unas 100 micras La preconcentracidn de la leche es necesaria (5}

La desecacién es instantdnea, de modo que el polvo obtenido es mds soluble en agua a la
temperatura ordinaria que el obtenido por el sistema de redillos Esta leche en polvo se utiliza
para la alimentacién humana, ya sea directa o indirectamente en las galletas, chocolates, helados,

yeghurt, etc



Esquema No 1 1
Proceso de produccidn de la leche en polvo por el método

de secado en rodille { Roller)

Leche flufda

{ materia prima }

‘

Pasteurizacion 30 °C

!

Rodillos giratorios

( calentados por vapor 0 5-1 Atm )

}

Desgprendimiento de capa de leche

par una cuchilla

l

Embaque

(14)

© 2001, DERECHOS RESERVADOS

s Prohibida a reproduccion total o parcial de este documento,
K sin la autorizacién escrita de la Universidad de El Satvador
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Esquema No 1 2
Proceso de produccion de la leche en poivo por el método
secado en rodillo (Roiler)

Leche fluida

{materia prima)
v

Pasteurizacon 130G °C

v

Rodillos rodando en sentido contrario

{calentados a vapor 9 5-1 Atm)

y

Capa de feche pegado a los rodilles

)

Desprendimiento de capa por una cuhilla

!

Empaque
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2 Caracteristicas microbiolégicas

21  Microorganismos de importancia en los alimentos

Los microerganismos de interés en una evaluacién de la calidad microbioldgica de los alimentos

pueden dividirse en microorganismos indicadores, patégenos y putrefactivos

Los microorganismos indicadores tales como coliformes totales, coliformes fecales,
estreptococos y Escherichia coli tipo T revelon la posible presencia de ciertes patdgenos, ademds

de revelar un manejo poco higiénico del proceso de produccidn

Los microorganismos que producen infecciones o intaxicaciones, transmisibles por los alimentos
son {lamados microorganismos patégenos como por ejemplo Staphylococcus aureus, Salmonella sp,

Clostridium botulinum, etc

Los microorganismos putrefactivos pueden ser bacterias proteoliticas y/o lipeliticas, levaduras y
mohos que degeneran los alimentos de tal forma que cambian su olor, sobor y aspecto,

haciéndolos inservibles para su consumo humano (7)

22 Micrabiologia de los alimentes deshidratados

En lo deshidratacién de los alimentos se dd una serie de fases, las cuales tiene puntos criticos de
contaminacién  microbioldgica, es por eso que a continuacidn se describen las etapas mds
importantes del proceso de desecacién de la leche en polvo, desde fa obtencién de la leche de fa

vaca hasta su rehidratacién para su consumo
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221 Antes de su recepcion en la planta de tratamiento

La leche liquida antes de su recepcién en la planta procesadora contiene una carga alta de
microorganismos, el crecimiento de muchos de éstos puede iniciarse a pesar de que se utilicen

métodos para evitar su desarrollo

2 22 Durante la estadia en la fabrica y antes del proceso de secado

Al llegar a la planta la leche es manipulada por el personal y es colocada en equipos que pudiesen
estar contaminados, lo que confribuiria ol aumento de la carga microbiana Ciertos tratamientos
previos al proceso de secado como la pasteurizacidn de la leche disminuyen casi por completo los
microorganismos que crecen durante su obtencién o manipulacién, pero esta puede contaminarse
después del tratamiento

El aumento de la carga microbiana también puede deberse al uso de agua de mala calidad, a pesar

de que se elimina durante el proceso de secado

223 Durante la desecacion

La aplicacion de calor (115-130°C) durante la desecacidn, reduce el nimero total de
microorganismos, disminucidn que varfa con la clase y cantidad de gérmenes originalmente
presentes

La desecacién generalmente destruye las levaduras y la mayorfa de las bacterias, pero las esporas
bocterianas o fingicas suelen sobrevivir, lo mismo que las formas vegetativas de algunas bacterias

termorresistentes (8)
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224 Después de io desecacién

5i la desecacidn y las condiciones de almacenamiente son adecuados les microorganismos no se

desarrolian en la leche en polvo

Los microorganismos que resisten a la desecacién se desarrollan aumentando  su mimero en el
producto final Durante el empaquetado y otres manipulaciones existe cierto riesgo de
contaminacion La mayoria de las leches en polvo se vuelven a reempacar, para su venta al por
menor y en este proceso estdn expuesta a nueva contaminacidn

El grado de pureza del agua utilizada para hidratar la leche en poivo puede afectar la calidad de

la misma (8)

23 Flora normal

Para desiruir completamente todos los microorganismos de la leche se necesita someteria a
tratamientos térmicos muy drdsticos lo que ocasiona transformaciones en la leche, principaimente

en el olor y el sabor

Para poder eliminar los microorganismos y principalmente los que son patdgenos se ided el proceso
de pasteurizacion lLos tiempos y temperaturas fijadas, aseguran la destruccion de los
microorganismos patégenos (Salmonella sp, Brucella sp, Mycobacterium tuberculosis) pero no
destruye o los microorganismos que se encuentran en las gléndulas mamarias, que pueden
acidificar la leche, por ejemplo: Staphylococcus aureus, Streptococcus pyogenes y Lactobacillus
sp. El grupo de Enterococcos son relativamente termoestables por lo que es normal que sobrevivan
a los altos tratamientos térmicos que sufre la leche fluida al pasar a leche en polvo, por lo que es

frecuente encontrarlos en ella (1)
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El género Mycobacterium es un bacilo gram positivo relativamente pequefio, se encuentra
regularmente en las mdquinas de ordeflar y utensilios en contacto con la leche Proceden
posiblemente del intestino de las vacas, ya que se encuentran en grandes cantidades en los
excrementos de ésta Perfenece al grupo de bacteria mds resistentes al calor deniro de las

esporuladas, sobreviven incluso parciaimente a la pasteurizacién alta (130°C por unos sequndos)(1)

En e! caso de la leche en polvo, las temperaturas a las que se ve sometida para su obtencién es de
115 - 130 °C, dependiendo del método escogido, por lo que las bacteria, hongos y levaduras son
eliminados, pero cabe la posibilidad de que esporas, bacterias termdfilas o las toxinas producidas
puedan sobrevivir a tales condiciones (5)

De alli el motivo de la determinacién del nimero de microorganismos por el método en placa,

donde eventualmente se detecte la presencia de microorganismos

2 4 Flora contaminante

Muchos de los microorganismos que contaminan la leche en polve llegan a esta a través de
diferentes factores como medio ambiente, maleria prima, aguas, equipos y utensilios, envose,
materiales de empaque vy el personal gue manipula el producto, dichos factores pueden transmitir
al producto microorganismos como (5)

a) Enterobacterias: Escherichia coli, Salmonella sp, Klebsiella, etc

b) Enterococcus: Staphylococcus faecalis, Staphylococcus faecium, Staphylococcus durans

¢) Microorganismos esporulados: Lactobacillus, Clostridiumy bacterias butiricas

d) Corynebacterium diftereae, Streptococcus pyogenes, Salmonella, Shigella, etc

e) Bacterias gramnegativas como: Pseudomona, Achromobacter, Flavobacterium



16

25 Factores de contaminacion

251 Medio ambiente

Los microorganismos que se encuentran suspendidos en el aire son contaminantes del medio
ambiente, ejemplo las bacteria del tipo enterobacterias y algunas veces enterococos, los
excrementos y la paja son ofros contaminantes del medio ambiente donde pueden encontrarse

microorganismos esporulados (13)

En las plantas de produccidn de leche en poivo pueden encontrarse este tipo de microorganismos,
a pesar que el equipo es completamente sellado, existe la posibilidad de contaminacion en alguno
de los puntos criticos del proceso { enfriamiento, pasteurizacidn, empacado y otros) asi como en la

etapa de envasado de ta leche, dando ta posibilidad de presencia de bacterias en la teche en polvo

252 Agua

El agua es el elemento auxiliar mds importante para la industria de la leche, sin agua la
transformacién de la leche cruda en productos ldcteos seria totalmente imposible Si el agua que
se ufiliza en estos procesos contiene un alto nimero de microorganismos y bacterias patégenas,
puede convertirse en fuente de contaminacidn Esto dard como resultado, defectos en la
produccién , asi como la disminucién de la calidad de los productos, resultande en perjuicios ¢ la
salud del consumidor También hay que tomar en cuenta el agua de rehidratacidn que utiliza el

usuario para regenerar el producto

La leche en polvo no contiene agua ya que ésta se ha evaporado, pero el agua de la materia prima
puede dejar esporas de microorganismos que pueden desarrollarse en condiciones adecuadas ya

sea cuando la leche se encuentre en la bodega o en el estante de venta
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25 3 Condiciones de ordefio

La contaminacidn de la leche fluida se debe principalmente a las malas condiciones de limpieza de
los animales, es fécil que durante el ordefio se depositen particulas como excremento, tierra,

vegetales o alimentos (13)

Cabe decir que la contaminacidn de la leche en polve en este caso, puede deberse a las esporas
sobrevivientes de los procesos de transformacién de leche fluida a leche en polvo, ya que dichas
esporas son termorresistentes o también pueden darse casos de procesos con temperaturas poco

controladas donde sobrevivan microorganismos

254 Personal

El personal que opera los equipos de ordefio también es una fuente de contaminacién, sobre todo
cuando esto se hace manualmente, debido a que las manos del ordefiador estdn en contacto
directo con las mamas del animal, en la planta de produccién de la leche en polvo y en las dreas de
empaque y envase el personal a cargo puede convertirse en fuente potencial de contaminacién Ei

personal es la fuente mds comtin de contaminacién por ser una variable diffcil de controlar

255 Limpieza de utensilios y equipos

La forma de los aparatos y equipos puede favorecer el desarrollo de microorganismes ya que
ciertos dngulos y rugosidades de éstos son dificiles de lavar, lugares en ios que se almacenan
residuos de la materia prima o de producto terminade Entre los microorganismos que pueden
encontrarse en los utensilios y maquinaria estén algunas bacterias gramnegativas (Pseudomonas,
Achromobacter, Flavobacterium y Enterobacteria) y bacterias termorresistentes como

Enterococos, Streptococcus termophillus, Micrococcus lluteus, etc (13)
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Por lo que el equipo debe estar sujeto a un programa de evaluacidn del grado de contaminacidn del
mismo y, que ademds permita determinar los periodes y los procesos de limpieza y desinfeccién

que debe aplicdrseles

2 5 6 Area de produccion

Esta drea debe estar sometida a un programe de control ambiental, ya que algunos
microorganismos, muchos hongos y fevaduras emplean el aire como medio de fransporte para

alcanzar los substratos donde se desarrollaran (12)

2 57 Envase y material de empaque

Estos materiales deben someterse a los procesos de limpieza y desinfeccién adecuados al material
de que estdn fabricados La mayoria , si no bien todas las leches en polvo vienen en empaque
aluminizados , que reducen la permeabilidad de la humedad por completo y la posibilidad que se
introduzcan microorganismos del medio ambiente, disminuyende el riesgo de una posible

proliferacidn microbiana en el producto

2 6 Factores que afectan el crecimiento de los microorganismos

Los alimentos son un medio de cultivo adecuado que proveén todos los nutrimentos requeridos
para que los microorganismo se desarrollen, ademds factores tales como pH, temperatura, oxigeno
y humedad entre otros que propician el crecimiento de microorganismos, deberdn ser controlados

para evitar ¢l desarrollo de posibles bacteria viabies {7)



19

La leche en polvo contiene dichos nufrientes por su composicién alta en grasas, proteinas y
condiciones caracteristicas tales como un pH, casi neutro que la hace fdcil de ser invadida por
bacterias y hongos propiciando las condiciones adecuadas para el crecimiento y desarrollo de

ellas

2 61 Natrimentos

Con el objeto de crecer y multiplicarse, un microorganismo requiere que todos los elementos de su
materia orgdnica y el complemento total de iones necesarios para la produccién de la energia y la
realizacién de catdlisis, elementos como carbono, hidrégeno, nitrégeno, oxigeno, fésforo, azufre e
fones como: potasio, sedio, hierro, magnesio, calcio y cleruro, por fo que se requiere que estos y

ofros nutrimentos se encuentren en el medio que habitan

2 6 2 Concentracion de iones hidrégeno (pH)

El potencial de hidrégeno es una medida expresada en funcidén de la concentracién de iones

hidrégeno, dicha medida nos determina la alcalinidad y acidez relativa

La mayoria de la bacterias crecen en rangos de pH entre 6 0 a 75 tendiendo la mayoria a crecer
en un pH 70 Con lo hongos y levaduras el pH adecuado para su desarrolio oscila en rangos
amplios de pH, prefiriendo las condiciones ligeramente dcidas Dependiendo a ios rangos de pH

donde los microorganismos tienen condiciones de crecimiento, se tiene la siguiente clasificacién:



20

TablaNo 11
Clasificacién de los microorganismos por su pH éptimo de crecimiento
Fﬁ' Microorganismos pH éptimo de crecimiento
Acidbfifos U PHzs
Neutréfilos " PHentre 54 y85 T
Bas&“ fxs_n e PHentre 7 O_; s |

(8)

La mayoria de microorganismos patégenos para los seres humanos son neutréfilos
En el caso de ta leche en polvo por su pH casi neutro se convierte en un medio propicio para el
desarrollo de bacterias y hongos que se encuentran en el medio ambiente de produccién, dreas de

envage o en el personal (8)
263 Temperatura

Enfre las diferentes especies microbianas la temperotura dSptimoe pora su desarrolio varia

ampliamente, por lo que se les ha clasificado de la siguiente forma:

Tabla No 12

Clasificacion de los microorganismos por sus temperaturas dptimas de crecimiento

Tipo de Microorganismos | Temperaturas adecuadas de
crecimiento
Psicréfilos . 15020%C —ﬂ
- Mesdfilos e 304 37°C
Terméfilos 506 60 °C

(8)
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Entre los efectos que produce la temperatura en la velocidad de crecimiento, se considera que!
temperaturas extremas matan a lo microorganismos El calor extremo se utiliza para esterilizar
los alimentos, en el caso de la leche en poivo el proceso de transformacion leva consigo el
tratamiento con calor pero queda la posibilidad de que sobrevivan bacterias terméfilas o sus
esporas que son ain mds resistentes El frio extremo también es utilizado en la destruccidén de
células microbianas, ésto es debido a la formacién de cristales de hielo a nivel intracelular
durante el congelamiento, este método no puede usarse con demasiada seguridad para la

esterilizacién

2 64 Oxigeno
Los microorganismos pueden clasificarse en funcién de su requerimiento de oxigeno de la

siguiente forma (8):

a) Aerobios
Los microorganismos aerobios son aguellos que utilizan el oxigeno como recepfor final de
electrones en la respiracién celular

b) Aerobios obiigados
Los microorganismos aerobios obligados son aqueilos que no pueden vivir en un medio sin
oxigeno

¢) Anaerobios facultativos
Los microorganismos anaerobios facultativos son aquellos que realizan fermentacién si el
oxigeno estd ausente y si éste estd presente también pueden usarlo como aceptor de
electrones

d) Anaerobios
Los microorganismos anaerobios son aquellos incapaces de emplear oxigeno para la respiracién

celular
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e) Anaerobios obligados
Los microorganismos anaerobios obligados son los que no utilizan el oxigeno en la respiracién
celular y ademds pueden ser lesionados por éste

f) Microaerofflicos
Los microaerofilicos no toleran el desarrollarse cuando las concentraciones de oxigeno en el
aire alcanzan mds del 20%, ya que requieren entre el 2-10% de oxigeno para su crecimiento y

desarrollo

265 Humedad

Debido a que fa mayoria de células de los microorganismos estdn formadas por agua, la necesidad
de humedad que ellas presentan es elevada alrededor de un 50%, por lo que la supervivencia de la
mayoria de los microorganismos en la leche en polvo se ve restringida ya que el porcenfaje de
humedad mdximo aceptado es de 2 6 a 5 % dependiendo del tipo de leche en polvo analizada, pero
sobrevivirdn las bacterias en estado latente, hasta que se afiadan agua suficiente para
revitalizarlaz Dependiendo del porcentaje de humedad que posea un alimento se podré establecer

el tipo de microorganismos que puedan desarrollarse en ellos

27 Parédmetros de calidad microbiolégica
2 7.1 Pardmetros indicadores
Los métodos utilizados para el aislamiento y recuento de gérmenes patdgenos en los alimentos son

menos eficaces cuando éstos se encuentran en un pequefio ndmero y sobre todo cuando abundan

otros microorganismos Sin embargo para los fines de esta investigacidn los grupos de gérmenes o
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especies que se utilizan se denominan organismos indicadores y son de gran utilidad fanto paro
determinar la calidad bacterioldgica de la leche en polve como la garantia que ofrece al

consumidor

Si los pardmetros establecidos por la industria o por las organizaciones reguladores de cada pais
se encuentran dentro de los limites permisibles el producto se considera apto para el consumo

humano, desde el punto de vista microbiolégico

2711 Recuento total de microorganismos mesdfilos aerobios

El fundamento de este método se basa en que las células microbianas que contienen las muestras
de leche en polvo producen unidades formadoras de colonias o colonias visibles al verter un medio
nutritivo {en este caso agar recuento en placa) sobre elias, los resultados se expresan en nimero
de UFC/g {(Unidodes formodoras de colonias por gramo) Este se hace con cada una de las

diluciones de las muestras analizadas

Este método es indicativo en aquellos casos en los que se carece de datos scbre las condiciones de
higiene, los tiempos y las temperaturas a que fueron sometidos los productos durante la
produccidn, conservacién y Transporte Si el nimero de microorganismos meséfilos aerobios es
alto o varia considerablemente en el andlisis de lotes diferentes, esto indica con toda probabilidad
que ¢l control microbioldgico fue inadecuado durante la industrializacidn o tratamiento de los

alimentos o durante el transporte

También un recuento fuera de los Iimites establecidos por la norma, indica frecuentemente la

contaminacidn de las materias primas, ademds ta posibilidad que el dlimento se descomponga
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Los microorganismos meséfilos aerdbicos pueden considerarse como organismos indicadores,
advirtiéndonos de posibles intoxicaciones alimentarias pero con menos seguridad que los demds

indicadores (5)

2712 Bacterias coliformes

El significade de bacteria coliforme suele aplicérsele a los miembros de las familia de
Enterobacteriacea que habitan en el intestino, estas bacterias comprenden a los géneros

Escherichia, Citrobacter, Kiebsiella y Enterobacter

Los gérmenes coliformes no indican necesariamente contaminacidn fecal en el sentido de contacto
inmediato con heces o con superficies contaminadas con heces En un alimento industrializado, las
coliformes indican un tratamiento inadecuade o una contaminacién posterior al tratamiento, muy
probablemente a partir de los maniputadores o de instrumentos, mdquinas y superficies sucias o
también a partir de ia materia prima no tratada, contaminada a su vez per contacte con personas,

agua, suelo, etc (5)

2713 Bacterias coliformes fecales

Este es un nuevo término surgido de los intentos para encontrar métodas rdpidos y seguros de
detectar la presencia de Escherichia coli, sin recurrir a la purificacién de los cultives o de

proceder o los ensayos IMVIC

Los coliformes fecales son los que se desarrollan y fermentan la lactosa a temperaturas

superiores a la normal ( 44-45 °C)
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En los alimentos la presencia de coliformes fecales como la Escherichia coli, es por lo general el
indicador de una contaminacidn de origen fecal, por fanto la presencia de ella es mucho mds
indicativa que la de otros coliformes en cuanto a la garantia de la calidad del alimento se refiere,

es decir el riesgo de que pueda producir una enfermedad en el consumidor

La presencia de Escherichia coli en un alimento se interpreta generalmente como contaminacidn
directa o indirecta de origen fecal

Los coliformes fecales (Escherichia coli, Citrobacter freundii, Klebsiella pneumoniae) tienen una
probabilidad mayor de contener organismos de origen fecal y por elio son indicadores mds seguros

de contaminacién fecal que los coliformes totales (5,8)

272 Pardmetros patégenos

Escherichia coli

La Escherichia coli es una bacteria que forma parte de ia familia de las Enterobactereacea del
grupo de las coliformes fecales, se caracteriza por ser un bastoncillo gram negativo, anaerobio

facultativo Ademds fermentan la lactosa y la glucosa produciendo dcido y gas

La Escherichia coli es una bacteria muy versdtil y adaptable a los diferentes tipos de hdbitat
como cambios de pH, temperatura y osmolaridad La presencia de esta bacteria en e} intestino
humano y en las heces del mismo han Hevado a establecerla como uh microorganismo que sirve de
pardmetro indicador de contaminacidn fecal, pero debido a su potencial patogénico es considerada

un riesgo para la salud
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Hay varios tipos de Escherichia coli que perjudican a los humanos como lo son las del tipo
enterotoxigénica que produce una toxina termoldbil y otra termoestable, la Escherichia coli

enteropatogénica , la Escherichia coli enteroinvasora y la Escherichia coli enterohemorrdgica

La serotipificacidn de la estructura antigena de la Escherichia coli se basa en la distribucidn de

los antigenos O, K,y H

Entre las enfermedades causadas por los diferentes antigenos de Escherichia coli estdn:

Tabla No 1 3
Enfermedades causadas por los diferentes tipos de antigenos de la Escherichia coli
ENFERMEDAD ANTIGENO
Infeccidn del tracto urinario Ki, O tipo
Infeccién del tracto urinario 47y75
Meningitis neonatal K
Diarrea del viajero LT

(12)
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CAPITULO II
PARTE EXPERIMENTAL

1 Investigacion de campo

11 Universo de trabajo

El universo de la presente investigacion es el grupo de 41 supermercados ubicados en las distintas
zonas de la ciudad de San Salvador (ver anexo No 1y No 2) Los detallamos a continuacién: La
Despensa de Don Juan (7 sucursales), Super Selectos (15 sucursales) Supermercados El Sol (4
sucursales), Supermercados Europa (4 sucursales), Multimart (3 sucursales), Supertienda La
Tapachulteca (8 sucursales)

La informacidn anterior se muestra en la tabla y grdfica siguiente:

TablaNe 21
Niamero de los diferentes supermercados
de la ciudad de San Salvador

Nombre del supermercado Simbologfa Nimero de sucursales
La Despensa de Don Juah DDJ 7
Super Selectos 55 15
Supermercados El Sol SES 4
Supermercados Europa SME 4
Multimart M 3
Supertienda La Tapachulteca STL 8
Total 41
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18
14
12
10

Numers de sucursales
SO N A O

DDJ 58 SES SME M STL

Supermercados en San Salvador
6réfica No. 2.1

Ntmero de las diferentes sucursales de los supermercados de la ciudad de San Salvador
1.2 Disefic de muestreo
1.2.1 Muestra de supermercados

Ef muestreo de supermercados corresponde a un muestreo aleatorio estratificado proporcional.
Se utiliza este tipo de muestreo debido a que la ciudad de San Salvador se encuentra dividida en
zonas, esto para realizar la distribucién del universo de supermercados. Cada zona contribuird a

construir la muestra global (anexo No. 1).

En esta investigacién el porcentaje representativo de la poblacién para el muestreo se establece
del 25% (0.25) del universo de trabajo.
Por lo que ¢l tamafio de la muestra viene dado por:
n=Nx025 (Ecl)
Donde:
n: nimero de supermercades a muestrear.

N: universo de trabajo (supermercados de la ciuded de San Salvador.
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Aplicando la ecuacién 1 se tiene:
n=Nx025
n=41x025
n=1025

n = 10 supermercados

Para obtener el nimero de supermercados con los que cada zona contribuird para obtener la

muestra global de 10 supermercados, se procede de la siguiente manera:

Si=n{N; /N) (Ec 2)
Donde:
Si = representa el nimero de supermercados con los que la zona 1 de la ciudad de San Saivador
contribuird para obtener n
N; = representa el total de supermercados de la zona 1

N = representa el total de supermercados en las zonas de la ciudad de San Salvador

Por la ecuacidn 2:
Zora L:
51=10(12/41)=307 =3

La tabla 2 2 contiene los resultades de lo expuesto anteriormente Al aplicar la férmula para
obtener el nimero de supermercados para la muestra global indica que el total de supermercados

a muestrear son 10 (19)
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Zoras de San Salvador
6réfica No 2.2

Tabla Neo. 2.2
Nimero de supermercados a muestrear por zona
Zona Ndmero de Porcentaje de Ndmero de
‘supermercados por supermercados por supermercados a
zona zona (%) muestrear
1 12 29.3 3
2 3 7.3 1
3 0 00 g
4 2 4.9 0
5 0 0.0 0
6 0 0.0 0
7 0 0.0 O
8 4 9.8 1
9 4 9.8 1
10 3 7.3 1
11 8 195 2
12 3 7.3 1
13 1 2.4 0
14 i 2.4 0
Totai 41 1000 10
-§ 12-72
S 10
g
{
3 &
g

12 13 M4

Niimero de supermercados por zona de San Salvador
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a muesirear

_ Gréfica No. 2.3
Nimero de supermercados & muestrear por zona de San Salvador

1.2.2 Muestras de leche polvo

La extraccién de los unidades de leche en polvo (muestras para andlisis) se obtendrdn
aleatoriamente del total presente en los supermercados que se muestreardn. Para la obtencidn de

la muestra se tomard en cuenta la variedad y la marca de la leche en polvo (ver anexo No. 4)

Debido a que existen diversas marcas de leche en polvo comercializadas en las zonas de la ciudad
de San Salvador y cada una de las marcas posee su propia variedad, se procederd a tomar una
muestra de cada variedad, de cada marca presente en el lugar de muestreo, en forma aleatoria,
pudiéndose obtener una muestra de hasta 10 unidades de leche en polvo por cada supermercado
muestreado (fabla No. 2.4)

En cualquier caso, el nimero de muestras por variedad, por supermercado viene dado por la

siguiente tabla:



Tabla No 2 3
Extraccién de unidades pequefias para emplearlas para el muestreo
Total de unidades Cantidad de unidades tomadas

1ai100 1

101 a 1,000 2

1,001 @ 10,000 3

Mds de 10,000 4, mds 1 por cada 2 500 unidades

adicionales o fracciones de esa cantidad
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Fuente: Norma ICAITI 34046 hi, "Leche y Productos Ldcteos Métodos de ensayo y andlisis Toma de

muestras”, apartado 4 inciso 4 2, “Cantidad de muestras”

Tabla No 2 4
Nimero de muestras de leche en polve correspondiente o cada zona de San Salvador
Zona Nimero de supermercadosa | Nimero de muestras de
muestrear leche en polvo
1 3 30
2 1 10
3 0 0
4 0 0
5 0 0
6 0 0
7 0 0
8 1 10
9 1 10
10 1 10
11 2 20
12 1 10
13 0 0
14 0 0
Total 10 100
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Nimero de muesiras de léche en polvo correspendiente o cada zona de San Salvador.

2. Metodologia de andlisis

Los andlisis microbioldgicos de cada muestra de leche en polvo, recolectados en las diferentes
supermercados de la ciudad de San Salvador, se describen en este siguiente apartado.

2.1 Recolecciin de muestras

Para la escogitacién de las muestras, primero se realizd la seleccidn de supermercados aportados

por cada zona, de la siguiente forma:

Se colocd los nombres de todas los sucursales de supermercados de la zona en papel, que luege
fueron llevados a un frasco, de donde se sustrajo por sorteo un niimerc detertminado de

sucursales aportados para la obtencidn de la muestra global.
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Las sucursales escogidas al azar de cada zona, aportaren un total de 10 muestras de leche en
polvo cada una, recolectdndose como mihimo una muestra para andlisis de cada variedad, de cada
marca de leche en polvo

Las muestras recolectadas se trasladaron al laboratorio para su respectivo andlisis microbioldgico

22 Mantenimiento de muestras

Durante el traslado, almacenamiento y hasta el momento de su andlisis las muestras de leche en
polvo se mantuvieron en condiciones similares a las del estante de venta al piblico en los

supermercados, teniendo cuidado de la fecha de vencimiento de cada una de las muestras

23 Pre-tratamiento de muestras

A las muestras de leche en polve se les aplicd un tratamiento previo a su andlisis microbiolégico,
esto se realizé para evitar cualquier tipo de contaminacidn externa Dicho procedimiento se

especifica a continuacién:

Se tomé el contenedor de la muestra (lata, bolsa) en forma aséptica, posteriormente se limpié ta
superficie del contenedor con algodén estéril, previamente impregnado con alcohol isopropilico,
con el objetivo de eliminar microorganismos o suciedad que pudiera estar adherida al centenedor

de la leche en polvo

La leche en polvo de los contenedores se mezcié antes de abrir los envases, invirtiéndolo varias
veces, sequidamente se procedid a retirar los sellos y abrir los contenedores con tijeras o pinzas
estériles Se introdujo en el envase una espétula o cuchara estéril para mezclar homogéneamente

la leche en polvo(2)
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Esquema No 2 1: Pre-tratamiento de muestra

Muestra
Leche en polvo: Bolsa o Lata

v

Limpieza de superficie de envase
(con algoddn estéril impregnado de alcohol)

v

Mezcla
(Agitando envase)

v

Abertura de envase
(utilizando tijeras ¢ pinzas estériles)

v

Mezcla y toma de muestra
(eon una cuchara o espdtula tomande muestras de diferentes puntss)

2 4 Preparacién de diluciones de la muestra

Para la preparacién de las diluciones a utilizar en los andlisis se procedié de la siguiente forma(2):

Dilucién 10 Se pesé 100 + 0 1 g de muestra de leche en polvo con una espdtula o cuchara estéril
pes

directamente en el frasco de dilucién, conteniendo previamente 90 mlL de solucién de peptona
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estéril Luego se mezclé la muestra completamente, agitando 25 veces, en un arco de 30 cm,
durante 7 segundos No debe transcurrir mds de 15 minutos entre la preparacién de la muestray

su inoculacién Esta mezcla corresponde a la dilucidn 10 1
Ditucién 10 % Se tomd 10 mL de la dilucién 10 %, con la ayuda de una pipeta estéril y se transfirié a
un segundo frasco de dilucidn que contenia 90 mb de solucién de peptona estéril, agitando 25

veces la dilucién, en un arco de 30 cm, durante 7 segundos

Para los diluciones 103, 10 y 10% se procedié con el mismo mecanismo de preparacién que la

dilucién 1072

Nota: Al momento de verter los 10 mL de fa pipeta al frasco de dilucién se deberd tener en cuenta

jue no debe haber contacto entre la pipeta y el diluyente

Esquema No 2 2: Preparacién de diluciones

Dilucién 10
Frasco de dilucién con 90 mL de solucidn de peptona estéril
+

100 £ 01 g de leche en polvo

v

Agitando 25 veces en arco de 30 cm por 7 segundos
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Dilucién 102
Frasco de dilucidn con 50 mL de solucidn de peptona
estéril

+

10 mL. de dilucién 101

‘

Agitando 25 veces en arce de 30 om por 7 segundos

Dilucién 1073, 104, 1070
Proceder siguiendo indicacién de preparacién de dilucién 10 2

@

2 5 Recuento total de microorganismos meséfilos aerdbicos

2 5 1 Procedimiento del andlisis

Con uma pipeta estéril, se transfiere, por duplicado, 1 wmL de cada una de fas diluciones
mencionadas anteriormente (107, 102,103, 10, 10 %), a cajas de petri vacias y estériles Luego se
vierte sobre cada placa que contiene 1 mL de dilucidn, de 15 a 20 mL de agar recuento en placa
fundido y a una temperatura de 45°C aproximadamente Posteriormente se agitan mds placas ya
inoculadas, con movimientos lentos y rotatorios dejando solidificar el medic Seguidamente se

incuban las placas a 35 x 2°C por un periodo de 24 a 48 horas(2)
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Esquema No 2 3
Recuento total de mesbfilos cerdbicos

Muestira

Diluciones
I | i ]
101 10 103 104 108

20 mL de agar recuento en placa fundido en cada caja petri

l

Mezclar en forma de ocho

!

Incubar a 35x 2°C por 24 a 48 horas

2



49

2 6 Recuento de coliformes totales y determinacién de Escherichia coli por el método del
nimero més probable (Método BAM modificado)

2 6 1 Coliformes totales

2 6 1 1 Ensayo presuntivo

Transferir con una pipefa estéril y por triplicado 1 mL de cada una de las diluciones ( Ditucién 10 ¢,
10 2,10%) a sus respectivos tubos de fermentacién que contienen 10 mL de caldo lauril sulfato
triptosa (LST) con campana de Durham

(Nota: Las diluciones deben agregarse de tal modo que el extremo inferior de la pipeta no toque el
tubo)

Los tubos se incubardn a una temperatura de 3512 °C por un perfodo de 2442 horas Se observard
en los tubos si hay formacién de gas, verificando si hay desplazamiento del medio en la campana

de Durham o formacidn de burbujas cuando los tubos son agitados

Los tubos que den negativo se incubardn por un perfodo de 2412 horas adicionales y se examinardn

nuevamente

Se tomardn solo aquellos tubos que den positivo la prueba presuntiva, para someterlos a la prueba

confirmativa

2612 Ensayo confirmative

Agitar cada uno de ios tubos con caldo lauril sulfato que mostraron formacidn de gas y con une asa

circular estéril se toma una porcidn de los tubos positivos de LST y se transferird a ofro tubo que
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contiene caldo verde brillante lactosa bilis (BGLB) Al tomar la porcién con el asa del tube de LST
dicho tubo debe colocarse en un dngulo de inclinacidn de tal forma que al insertar el asa se evite

la transferencia de la pelfcula

Los Tubes inoculados de BGLB se incuban a 35 °C por un periodo de 4812 horas Examinar cada uno

de los tubos después de 24 horas y luego a las 48 horas observar la formacién de gas

Dependiendo del nimero de tubos positivos que de esta prueba resultaren se caiculard el nimero
mds probable (NMP) de bacterias coliformes totales por gramo de muestra de leche en polvo,
utitizando la siguiente tabla, donde se nos muestra las distintas combinaciones de tuboes positivos,

de las diferentes diluciones



Tabla No 25
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Nimero mds probable { NMP ) por gramo de muestra, usando 3 tubos cada uno con porciones
de 01,001, 0001 g (107!, 102, 10%)

Combinacién de tubos | NMP por [ Combinacién de tubos | NMP por Combinacién de NMP por
positivos gramo positivos gramo tuboes positivos gramo
10! (107 |10° 10! (102 103 10! 1102 [10°3
0 0 0 <3 1 1 1 11 2 2 2 35
0 0 1 3 1 1 2 15 2 2 3 42
0 0 2 6 1 1 3 19 2 3 0 29
0 0 3 9 1 2 0 i1 2 3 ! 36
0 1 0 3 1 2 | 15 2 3 2 44
0 1 1 6 1 2 2 20 2 3 3 53
0 1 2 9 1 2 3 24 3 0 0 23
0 1 3 12 1 3 0 16 3 0 1 39
0 2 0 6 1 3 1 20 3 0 2 64
0 [4 1 9 1 3 2 24 3 0 3 95
0 2 2 12 1 3 3 29 3 1 0 43
0 2 3 16 2 0 0 9 3 1 1 75
0 3 0 9 2 0 t 14 3 1 2 120
4] 3 1 13 2 0 2 20 3 1 3 160
0 3 2 16 2 0 3 26 3 2 0 93
0 3 3 19 2 1 v 15 3 2 1 150
1 0 0 2 t 1 20 3 2 2 210
1 0 1 7 2 1 2 27 3 2 3 290
1 0 rd 1t 2 1 3 34 3 3 0 240
1 0 3 15 2 2 0 21 3 3 1 460
1 1 0 7 2 2 1 28 3 3 2 1100
3 3 3 2 2400

@)
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27  Ensayo de Escherichia coli

De los tubos positives (formacidn de gas) de caldo lauril sulfato se transfiere con una asa circular
estéril una porcidn a calde EC que también contiene las campanas Durhom, siempre teniendo el
cuidado de colocar los fubos de calde lauril en un dngulo tal que al infroducir el asa se evite
transferir la pelfcula formada en la superficie del medio (si estd presente)

Incubar los tubos de calde EC por 48 + 2 horas a una temperatura de 455 £0 2 °C, examinar q las
24 y 48 horas(2)

Los tubos de caldo EC que presentan formacién de gas se les extraerd una porcién con ayuda de
un asa circular
La porcidn extraida se pasard a placas de petri con agar eosina azul de metilo ( EMB ), la siembra

de dichas placas se hard en forma de estrias sobre la superficie del medio

Se incubardn las placas a 35 t 2 °C, durante un periodo de 18 a 24 horas

Pasado el perfodo de incubacidn se examinardn las placas parc detectar algunas colonias
sospechosas de Escherichia coli

(Nota: Las colonias sospechosas de Escherichia coli se caracterizan por poseer un centro oscuro

coh o sin brillo verde metdlico)

Dichas colonias sospechosas se resiembran en placas de petri que contienen agar recuento en
placa por el método de estrias y se incubardn a 35 + 2 °C por 18 a 24 horas, transcurrido dicho

perfodo se les pueden realizar las pruebas bioquimicas correspondientes (2)
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Para considerar que un cultive es de Escherichia coli, éste debe presentar las caracteristicas

bioquimicas que aparecen en la siguiente tabla:

TablaNo 26
Carocteristicas bioquimicas la Escherichia coli

REACCION RESULTADO EVIDENCIA DE LA PRUEBA

Coloracidn roja (+)
Indol Positive o negativo color de los reactivos

frasparente (-)

Rojo de metilo Positivo Coloracién roja
Voges Proskauer Negative Coloracion roja
Citrato Negativo Color del medio verde

(15A)




Esquema No 2 4

Determinacidn del mimere mds probable (NMP) para coliformes totales

Diluciones
10! 102,103

v

Inocular tres tubos de caldo
lauril sulfato con cada dilucidn

h 4

Incubar a 35+2°C por 2442 horas

!

Gas

1

v

Caldo B6LE

v

Incubar e 3512°C
por 48+2 horas

r

Gas
(coliformes)

v

Sin gas

v

Incubar por
24+2
horas

T

v

r

Sin gas

(no coliformes)

BSLB: Caldo verde brillante lactosa bilis

2

Sin gas

(no coliformes)

45
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Esquema No 2 5

Determinacion de Escherichia colf

Diluciones
10102 103

v

Inocular 3 tubos de caldo lauril
sulfato de cada dilucidn

v

Incubar a 35+2°C por 2412 horas

Gas

v

EC-Caldo

v

| Sin gas
(no £ coli)

b — ] Gas

Incubar a 45 510 2 °C por 4812 horas i

Sin gas

Sembrar en agar
recuento en placa

ff—————

v

Incubar a 35+2°C
Por 18-24 horas

v

Confirmar con

pruebas bioguimicas

@

Colonias Placas de EMB

sospechosa }

[ Incubar a 352 °C por 18 a 24

hoE-as

v

Colonias no
sospechosas




CAPITULO IIT
ANALISIS DE RESULTADOS
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CAPLITULO III
ANALISIS DE RESULTADOS

Anédlisis de resuitados

En este capitulo se presentan los andlisis de los resultados que se obtuvieron en la investigacién

De acuerdo a los resultados se determing si el producto es apto o no para el consumo humano
desde el punto de vista microbioldgice Para determinar este criterio se tomé come base los
limites de recuento total de meséfilas aerobios, coliformes totales y Escherichia coli establecidos

en la norma ICAITI 34044

A continuacidn se presentan los resultados de todas las marcas analizadas, en sus respectivas
variedades, de acuerdo @ los pardmetros microbioldgicos que indica la norma ICAITI 34044 Se
detallan los resultados de cada pardmetro (Recuento total de mesdfilos aerobios, coliformes
totales y Escherichia coli) para todas las marcas en conjunto, asf como la apreciacidén global para

las mismas
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11 Resulfados de andlisis microbiolégicos de las marcas analizadas

1 11 Recuento toral de Mesbdfilos Aerobios

Se determind recuentos entre menos de 10x10' y 5 5x10% UFC/g, obteniendo que el 100% de las

muestras analizadas cumplen con el limite establecido en la norma

1 1 2 Recuento de coliformes totales

Se determiné recuentos menores de 3 coliformes/g obteniende que un 100% de las marcas

anclizadas cumplen con el limite establecido en la norma

1 1 3 Escherichia coli

Se determind ausencia de Escherichia coli en un 100%, en Yodas las marcas analizadas, las cuales

cumplen con el limite establecido en la norma

2 Apreciacion global de los resultados de todas las marcas analizadas

La tabla 31 que a continuacidn presentamos agrupa cada uno de los resultados obtenidos y que

corresponden a los pardmetros microbiolégicos analizados en cada una de las marcas de leche en

polvo comercializadas en la ciudad de San Salvador
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Tabla 3 1

Porcentaje de muestras que cumplen con los limites especificados por la norma

ICAITY 34044
Marca Anchor | Ceteco | Coast | IRA | Klim | Gold 5 Nido | Dos | Royalac
Pardmetro 26 Star | Molinos Pinos
Mesdfilos 100 100 100 | 100 | 100 | 100 100 100 100 100
aerobios
Coliformes 100 100 100 | 100 | 100 | 100 100 100 100 100
totales
Escherichia 160 100 100 | 100 | 100 | 1QO 100 100 (1] 100
coli
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La grdfica 31 presenta, en forma comparativa, los resultados de los andlisis microbioldgicos de

todos las marcas investigadas

En general, se obtuvo que un 100% de muestras son conformes, las cuales son aptas para el

consumo humano, ésto indica, que las industrias dedicadas a la produccién o fabricacién de leche

en polvo cumplen con los pardmetros microbiolégicos establecides en la norma
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La siguiente tabla refleja el porcentaje de las marcas de leche en polve conformes con la norma

ICAITI 34044 y la gréfica 3 2 permite apreciar estos resultados

Tabla No 3 2

Porcentaje de muestras de leche en polvo conformes con la norma ICAITI 34044

Marcas Porcentaje de muestras
conformes

Anchor 100
Ceteco 100
Coast 100
IRA 26 100
Klim 100
Gold Star 100
5 Molinos 100
Nido 100
Dos Pinos 100
Royalac 100
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CAPITULO 1V
CONCLUSIONES
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CONCLUSIONES

En general, la leche en polvo comercializada en la ciudad de San Salvador, en un 100% se

encuentra apta para el consumo humano, desde el punto de vista microbioldgico

Las diferentes marcas de leche en polvo comercializadas en los supermercados { La
Despensa de Don Juan, Super Selectos, Supermercados el Sol, Supermercados Europa,
Multimart, Supertienda La Tapachufteca) de la ciudad de San Salvador desde el punto de
vista microbioldgico se encuentran dentro de los pardmetros declarados por la Norma
ICAITT 34044

Dentro de los pardmetros indicadores , el recuento de microorganismos meséfilos aerobios
esté dentro de los limites de la Norma ICAITI 34044 lo que nos indica que el proceso de

tratamiento de la leche en polvo, control de las dreas y aire de la planta ha sido eficaz

La ausencia de coliformes totales y Escherichia coli en todas las marcas, nos lleva a
conjeturar que existe un adecuado control de los operarios y de equipo en cuanto a las normas
de limpieza se refiere, asf como una adecuada desinfeccién de los envases y material de

empaque

Conforme a los resuftades obtenidos se determind que las marcas Kiim, Coost, 5 Molinos
Anchor, Goldstar, Royalac, IRA 26, Ceteco, Nido, Dos Pinos, en sus diferentes variedades

investigadas, se encuentran conformes con los pardmetros establecidos por la Norma ICAITI
34044
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6 Los recuentos mds altos de microorganismos meséfilos aerobios ( 11x10%-55x10° )
corresponden a las marcas 5 Malinos, IRA 26, Gold Star, Royalac Lo anterior puede deberse a
que estos productos a pesar de ser imporfados son reenvasados en el pais y por tanfo son
expuestos a contaminacidn ambiental durante dicho procese, sin sobrepasar los lfmites

establecidos previamente en las normas



CAPITULO V
RECOMENDACIONES



68

RECOMENDACIONES

Al Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia (CONACYT), organismo salvadorefio encargado de
homologar las normas salvadorefias, que establezea la norma microbioldgica salvadorefia de
feches en polvo, ya que hasta el momento segiin la Ley del CONACYT de acuerdo al Articulo
123 (Aplicaciones transitorias de otras nortmas técnicas ) del Titule VII, Capitule dnico, se
toman como normas técnicas oficiales las del Instituto Centoamericano de Investigacidn y
Tecnologia Industrial (ICAITI), por lo que consideramos que dicha norma debe ser revisada,
re-estructurada y actualizada para un mejor control sanitario de las leches en polvo que en

nuestro pals se comercializan

Al Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologla (CONACYT) y a les organismos involucrades en
incluir pardmetros microbiolégicos de leches en polvo, recomendamos tomar en cuenta dentro
de ellos el recuento total de hongos y levaduras, ya que se encuentran incluida dentro de las
normas internacionales y las condiciones de nuestro pais permiten una rdpida proiiferacion de
estos microorganismos en productos secos cuya humedad se ve aumentada al contacto minime

con el ambiente

A las empresas que distribuyen las diversas marcas, que sean mds cuidadosos al manipular los
empagques o cajas que contienen las unidades ( bolsas o latas) de leche en polvo que se pondrdn
a disposicién de los consumidores, para evitar romper o dafiar los empaques primarios que
contienen la leche en polvo, que en condiciones sanitarias normales son aptos para ser
consumida por el ser humane, ya a} producirse algin perjuicio en los empoques las condiciones
de esterilidad se pierde, pudiendo entonces ser un producto que ponga en riesgo la salud del

consumidor



69

Que el consumidar tenga el cuidado de sellar o cerrar bien los envases (Bolsa o lata) de la
leche para evitar que ésta pierda sus propiedades de esterilidad o de bajo contenido de

microorganismos, asi como el contenido de humedad

Al Ministerio de Salud Pdblica y Asistencia Social se recomienda que mantenga un control
sobre este alimento (leche) para prevenir futuros problemas de salud en nuestra poblacién
Ademds de un programa de inspeccidn periddica de las plantas procesadoras de leche en poivo,

garantizando condiciones dptimas de funcionamiento

Al consumidor que al momento de realizar la compra de cualquier leche en polvo verifique que
el envase (bolsas, cajas) no se encuentre roto o perforado, oxidado o dafiado en el caso de

latas , ademds debe observar que la fecha de caducidad no se encuentre préxima

Al publico en general recomendamos preparar la leche sea ésta instantdnea o no con agua
purificada o hervida, en recipientes limpios con el fin de evitar proliferacién de

microorganismos en el preducto

Recomendamos a los distribuidores y consumidores en general guardar la leche en polvo en un
lugar fresco y seco para evitar que la humedad afecte la calidad del producto

Al consumidor, que al utilizar un envase de leche en polvo éste sea cerrado adecuadamente
para evitar un prolongade contacto con la luz, a fin que el producto conserve sus

caracteristicas
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Anexo No 1
Zonas de San Salvador

wnsoe o
, -
e N
m ) e Do anbwvd & HNOTITH DAY T |
\“ = R AN 3AVE RINTEDN TRE BT O3 L5 “Fegrimin 454(0.._‘ __.

$03UYR NYS k& e NN T G HIWOONATYS Wy RS

- \% " e JANIGOO0 IS AN DG Twwwnss {30 f . N il
- A B B 1Mame N EIVOL IO Twelesns @ Y R PRNEIET g :
- - B YLPISNT 3oy (i) J T UGN ML A T e DTS Ow [S o
L B R - TWNOIAYN Oowews (31 A U RTALIWWYRER YORIWA F0 DLAALEN Py vy

\\\\ )~ Caswvieowes o {8 Y - e O

-— . i N
\\\\l ’ L ar HOAVAIYS NVYS 101439 dw
X O __ N nene

. ; : ; =
N ™~ T L\ SR adiudart v
\ 3 @ , v L 04830

N v - ;
/ * ™ BT - :

. 1 Py )

\ uf/\.\.
. — ; = l.d\.fu)ﬂ
/ 3 .m{lﬂ. h.‘ | [*& ; =
-, - P -t .,. au
S TGP~ = Serad
- n}\\,h_. -f EVREN pof &
e i . 5 ok ¥
\\Hﬂm}\?an O ot  ELE
o Rt ..%\.a-.-..\. : b @
- & g R e e
L - n " 1 -
cu.:x!u-\\\b — /w - {‘Hn T ; el 3 e, KTV gy
- T Wy d gy . O S Wi
3 — o N (51 pred b G
S . e bl T Y e 3 '
; i I B W IR
ﬂ\]\, £ el gt [ nw 2 FR
& 53051 =% oN
2 e Sl B S Ve G ¥
o A A - : -
2 G I oo , B ey
\h..& I ! Y
A & 1T vy, i e
caqﬁunﬂ & peerie el T 8
i . g £ 13} Fersman
...J..U.......u{. ~ox i Jf...u.. 0 v
EU!(P&QE, .
{ R
-
th
Teoae s ) SONYILEIM

™

GOghg SAMIam
TR 30 BAINAH0D 36 30 SONOTIY Wos iSlow
I CIOE TYOVIRLSIT FYH SOy S ¥
] HON WA woAv K 10 S ne ST ¢ 9Ok

L DOWE WM I SUINDTICT Brhusdn SPA K
SETItabE Y paLLP e 15 G TICED 2403 K3

HOQVATIVS NVS




ANEXO No 2
Distribucion de las diferentes sucursales de los

supermercados en las zonas de la ciudad de San Salvador

No de Zono Supermercados y sus Sucursales

« la l:_):zspensu de Don Juan
Centro
Darfo
Arce

+  Super Selectos
Ceniro

*  Supermercados El Sol
Arce

Zona Espafia
Morazdn

«  Supermercado Europa
Ceniro

*  Multimort
Centro

+  Supertienda La Tapachuliteca
ANTEL
San José
La Libertad

»  Super Selectos

Gigante
Zona 2 .
+  Supertienda La Tapachulteca
Ofirpica
+  Multimart

Salvador del Mundo




Zona 3

No hay supermercados

Zona 4

Le Despensa de Don Juan
San Jacinto
Super Selectos

San Jacinto

Zona b

No hay supermercados

Zona 6

No hay supermercados

Zona 7

No hay supermercados

Zona 8

La Despensa de Don Juan
Las Terrazas

Super Selectos
San Miguelito
Trigueros

Supertienda La Tapachulteca

San Miguelito

Zona 9

_Super Selectos
Metrocentro
Metrosur
SanLuis

Supermercado Europa

Bernal

Zona 10

La Despensa de Don Juan
75 av Norte
Super Selectos
Miralvalle
Supertienda La Tapachulteca

Miralvalie




Zona 11

Zona 12

Super Selectos
Caribe
Los Santos
Santa Emilia
Escalén

*  Supermercados El 5ol

Beethoven

Supermercado Europa
Beethoven
Multimart
San Benito

Supertienda La Tapachulteca

Masferrer

* Lo Despensa de Don Juan
San Benito

*  Mulfimart
Zona Rosa

*  Supermercado Europa

Hiper Europa

+  Super Selectos

Feria Rosga

D Super Selectos

Autopista Sur




ANEXO No 3

Marcas y variedades de leche en polvo

comercializadas en los supermercados de San Saivador

[ MARCA

I

CETECO
COAST

[IRAZ6

KLIM

OSSR

CINCO MOLINCS

ROYALAC

th—n‘re ra

Entera instantdnea

 VARIEDAD

Entera instantdnea

Entera noinstantdnea

Entera instantdnen

Entera no instantanea

Entera instantanea

Entera

instantanea

Instantdnea lite line
Entera nifios en crecimiento (1-2-3),
Descremada Hi - calcium

Descremada instantanec

Entera instantdnea
Entera no instantdnea
Entera instantdnea con sabor a fresa chocolate y

vainilla

— —_— . —_—

Entera instantdnea

Entera no instantdnea

Entera descremada

Entera parcialmente descremada (ambas
erecimiento)

Entera instantanea

zonas de la ciudad de San Salvador

Nota: Las observaciones anteriores fueron obtenidas a pat fir de un muestreo de log supermercados de las



Tripode
Autoclave
Incubadora
Bafio de Maria

Mechero Bunsen

Gradilla
Fésforos

Papel kraft
Papel toalia
Gasas estériles

Microespédtulas

ANEXO No 4

Material y equipo utilizado

EQUIPO

MATERIAL

Malla de asbesto
Balanza Granataria
Cabina de flujo laminar

Contador de colonias Quebec

Algoddn estéril
Jabén bactericida
Eyectores de 10 mL
Asas bacterioldgicas
Cinta adhesiva opaca

Espdtulos metdlicas



Cajas petri
Campanas Durham
Probetas de 100 mL
Agitadores de vidrio

Erlenmeyer de 1000 mL

CRISTALERIA

Tubos de ensayo 12x125 mm

Frascos de dilucién de 250 mlL

Vasos de precipitado de 500 mL
Pipetas de Mohr graduadas de 1y 10 ml



ANEXO No 5
MEDIOS DE CULTIVO

AGAR EMB (Agar-Eosina-Azul de metileno-lactosa-sacarosa), 5009

Agar selectivo para el aislamiento y diferenciacidn de Escherichia coliy Enterobacter
Composicién (g/litro)

Peptona 100, hidrégenofosfato dipotdsice 2 0, lactosa 50, sacarosa 50, eosina amarillenta 0 4,
azul de metileno 0 07, agar-agar 13,5

Preparacién

Disolver 36 0 g del medio en 1000 mL de ogua destilada, mediante ebullicidn, esterilizar en
autociave (15 min a 121° C) y verter en forma aséptica un aproximade de 200 mL en placas
estériles

PH: 71+ 0,1 (17)

AGAR PLATE COUNT (Agar-peptona de caseina-glucosa-extracto de levadura o Agar
recuento en placa), 500 g

Medio de cultivo que no contiene sustancias inhibidoras ni indicadoras, concebido esencialmente
pera la determinacién del nimero total de gérinenes en leche, productos ldcteos, aguas y otros
materiales

Composicién (g/litro)

Peptona de caseina 5 0, extracto de levadura 25 0(+)-glucosa 10, agar-agar 140



Preparacion

Disolver 22 5 g del medio en un litro (1000 mL) de agua destilada, mediante ebullicién y esterilizar
en autoclave (15 min a 121° C)

PH: 701 01(17)

CALDO LAURIL SULFATO, 500 g

Medio de cultivo selectivo para el ensayo previo orientativo de coliformes vy para el
enriquecimiento selectivo de los mismos, en la investigacién de aguas, productos lécteos y
alimentos

Composicién (g/litro)

Triptosa 200 lactosa 50, cloruro sdédico 50 laurilsulfato, sal sdédica 01, hidrégenofosfato
dipotdsico 2 75 dihidrdgenofosfato potdsico 275

Preparacitn

Disolver 355 g del medio deshidratado en 1000 mL de agua destilada, por medio de agitacidn,
distribuir en tubos de ensayo provistos de campanas Durham y esterilizar en autoclave (15 min a
121° C)

PH:68+01

El caldo distribuido y esterilizado es claro y amarillento (17)

CALDO BRILA (Caldo-verde brillante-bilis-lactosa), 500 g

Para el enriquecimiento selectivo y numeracidn de Escherichia coli en aguas, leche, alimentos y

otros materiales, mediante la determinacién del tftulo, o segiin la técnica NMP



Composicién (g/litro)

Peptona 100 lactosa 100, bilis de buey, desecada 20 O, verde brillante 00133

Preporacién

Disolver 40 0 g del medio deshidratade en 1000 mL de agua destilada, agitando hasta completa
disolucidn, distribuir en tubos de ensayo provistes de campanas de Durham y esterilizar en
autoclave (15 min @ 121° C)

PH: 72101

El caldo preparado es clare y de color verdoso (17)

CALDO EC, 500 g

Para la demostracién selectiva de coliformes y de Escherichia coli en aguas, alimentos y otfros
materiales

Composicién (g/litro)

Peptona caseina 200 lactosa 50, mezcla de sales biliares 15 cloruro sddico 50,
hidrégenofosfato dipotdsico 4 0, dihidrdgenofosfato potdsico 15

Preparacién

Diasolver 37 g del medio en 1000 mL de agua destilada, distribuir en tubos provistos de campanas
de Durham y esterilizar en autoclave { 15 min a 121° C)

PH: 69101

El caldo preparado y distribuido es claro y amarillento (17)



PEPTONA, 10009

Para el enriquecimiento previo no selective de bacterias, especialmente Enterobacteridceas
patégenas a apartir de alimentos y otros materiales

Utilizada para preparar el agua peptonada, mezcldndose con cloruro sédico (reactivo)

Composicién (g/litro)

Peptona 100

Preparacion

Disolver 100 g de peptona mezclado con 5,0 g de clorure sddico en 1000 ml. de agua destilade,
distribuir en frascos de dilucién y esterilizar en autoclave (15 min a 121° C)

El caldo preparado es claro e incoloro

CALDO TRIPTOFANO, 500 g

Medio utilizado para el ensayo de la formacidn de indol

Composicion (g/litro)

Peptona de carne 100 DL friptofano 1 0, cloruro sédico 50

Preparacién

Disoiver 16 0 g del medio de cultive por 1000 ml de agua destilada, distribuir en tubos de ensayo
en porciones de 50 mL y esterilizar en autoclave (20 min a 115° C)

PH:72:01(17)



CALDO MR-VP ( CALDO ROJO DE METILO SEGUN VOGES Y PROSKAUER), 500 g

Medio de cultivo de ensayo para la realizacidn de la prueba del Rojo de metilo y del ensayo de
Voges-Proskauer para la diferenciacidn bioguimica, especialmente dentro del grupo Coli-
Aerogenes

La forma en que actia el medio es a trovés de la utilizacién de la glucosa con gran formacién de

deido

Composicién (g/litro)

Peptona de carne 7 0, D(+)-glucosa 5 O, tampdn de fosfatos 50

Preparacion

Disolver 170 g en un litro de agua destilada, agitando hasta completa disolucidn, distribuir en
razdn de 5 0 mL en tubos de ensayo y esterilizar en autoclave (15 min a 121° C)

PH: 69+ 01 (17)

REACTIVO DEL INDOL SEGUN KOVACS, 100 mL

El indol producido microbioldgicamente, para la identificacién de microorganismos indol-positivos
e indol-negativos, seqiin KOVACS, es necesario conservar el reactive en la oscuridad y en
refrigeradora, pues en caso contrario, puede presentarse una coloracién de tono pardo
Composicién (g/litro)

n-Butanol, dcido clorhidrico, 4-dimetilaminobenzaldehido (17),

Las bacterias que la enzima triptofanasa son capaces de metabolizar el friptofane produciendo
indol, dcido piruvico y amoniaco La presencia del indol puede detectarse en un medio de prueba

con triptofano abservando la produccién de una coloracién roja luego de agregar una solucidn que



contiene p-dimetilaminobenzaldehido ( reactivo de Kovac ), debe agregarse cloroformo al medio

antes de afiadir el reactivo de Kovac (15A)

REACTIVOS DE VOGES-PROSKAUER

a) Solucidn alcohdlica al 5% de aifa-Naftol
Composicion
Alfa-naftol 5 Q g, alcohol etilico csp 1000 mL
Preparacién

Se prepara disolviendo 5 O g de alfa-naftol en cantidad suficiente de alcohol etilico para 100 mi

b) Solucién al 40% de Hidréxido de Potasio

Composicion

Hidréxido de potasio 40 O g, agua csp 100 mL

Preparacitn

Disolver 40 O g de hidréxido de potasio (KOH) en agua destilada y se completa a volumen de 100
mL con el mismo disolvente

La fermentacion de la glucosa da come resultado del metabolismo del piruvato por medio de dos
vias alternativas dcidos mixtos y butilenglicol, las bacterias que siguen ia via de fermentacién de
4cidos mixtos a menudo producen suficiente dcido para mantener un pH por debajo de 4 4( el

punto dcido timite del indicador rojo de metilo) (15A )



SOLUCION INDICADORA DE ROJO DE METILO

Preparacion (17)

Disolver 004 g de rojo de metilo en 60 ml. de etanol absoluto y ajustar el pH aproximadamente
50 La solucién deberd tener un color anaranjado

Esta prueba se basa en la conversidn del acetil-metil-carbinol (acetoina) en diacetil a través de la
accién del Hidréxido de potasio y oxigeno atmosférico el diatil es convertido en un complejo rojo

bajo fa accidn catalitica del «c-naftol y creatina (15A)

CITRATO

Para la demostracidn de la utilizacién microbiana del citrato

En el marco de la investigacidn bacterioldgica, este medio de cultivo sirve especialmente para la
identificacidn de Escherichia coli,

Composicion(g/litro)

Dihidrégenofosfato aménico 10, hidrégenofosfato de dipotdsico 10 cloruro sédico 50, citrato
sédico 2 Q, sulfato de magnesio O 2, Azul de bromotimol 0 08 Agar-agar 150

Preparacion:

Disolver 24 3 g/litro, distribuir en tubos, esterilizar en autoclave (15 tin a 121 °C) y dejar
enfriar en posicidn inclinada

pH: 68 101

El medio de cultivo es claro y de color verde (17}

El principio de la prueba de utilizacién de citrato es determinar la capacidad de un
microorganismo de utilizar citrato de sodio como una fuente de carbono para su metabolismo y
crecimiento, el color azul del medio prueba después de la incubacidn indica la presencia de

productos alcalinos y un resultado positive de ia prueba de utilizacidn de citratos, si la prueba es



negativa el color del medio es verde, evidenciando la no utilizacién de citrato como fuente de
carbono (15A)



	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

