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RESUMEN

La carga microbiolégica del producto terminado esta determinada por la
cantidad y tipo de microorganismos que estén presentes en la leche cruda,
efectividad del proceso de pasteurizaciéon y por las medidas preventivas que
se adopten para que no ocurra recontaminacion del producto en las
diferentes etapas de produccion; con la realizacion de este proyecto se
buscé determinar el perfil microbiolégico de la leche pasteurizada en todos
los puntos de la cadena de produccion de la misma, con la finalidad de llevar
una trazabilidad de las caracteristicas microbioldgicas del producto desde la
materia prima hasta el producto terminado; para ayudar a conocer la
magnitud de la calidad del proceso de pasteurizacion e identificar puntos
criticos de contaminacion, ambiente en el area e insumos; para ello se
analizaron microbiologicamente muestras de la leche en los diferentes
puntos del proceso de pasteurizacion, ambiente, insumos y manipuladores
del area en 29 lotes de leche pasteurizada.

Mediante la determinacién del perfil microbiologico de la linea de proceso de
leche pasteurizada, se verifico efectividad del proceso de pasteurizacion, ya
gue se presento reduccion de un 99% para mesofilos y en su totalidad para
coliformes totales y fecales presentes en la leche antes del proceso térmico
ademas de la confirmacion de ausencia de coliformes totales y fecales en los
puntos post-pasteurizacion demuestran la ausencia de factores de
recontaminacion.

En la evaluacion de ambiente, se arrojaron valores aceptables para el
recuento de mesofilos, mohos y levaduras en las diferentes zonas del area
de pasteurizacién, lo que indicaria la buena calidad microbiologica del
ambiente, lo que exoneraria a este factor como fuente principal de
contaminacién al producto.

Palabras clave: Perfil microbiologico, calidad microbiolégica, leche entera
pasteurizada.



ABSTRACT

The bioburden of the finished product is determined by the amount and type
of microorganisms that are present in raw milk, effectiveness of the
pasteurization process and preventive measures taken to not happen
recontamination of the product at different stages of production; with the
completion of this project we sought to determine the microbiological profile of
pasteurized milk at all points of the production chain thereof, in order to take
traceability of the microbiological characteristics of the product from raw
material to finished product ; to help determine the magnitude of the quality of
the pasteurization process and identify critical points of pollution, environment
in the area and inputs; for this milk samples at different points of the
pasteurization process, environment, and inputs manipulators area in 29
batches of pasteurized milk they are microbiologically analyzed.

By determining the microbiological profile of the process line of pasteurized
milk, effectiveness of the pasteurization process it was verified, since
reduction of 99% for mesophilic and in full for total and fecal coliforms in milk
was introduced before the process further confirmation of absence of total
and fecal coliforms in points post-pasteurization temperature demonstrate the
absence of factors recontamination.

In assessing environment, acceptable to the mesophilic, molds and yeasts in
different parts of the area pasteurization values dropped, indicating good
microbiological quality of the environment, which would exonerate this factor
as a major source of pollution product.

Keywords: Profile microbiological, microbiological quality, pasteurized whole
mil



INTRODUCCION

La leche entera pasteurizada es uno de los principales productos de la
industria lactea, puesto que sus propiedades nutricionales lo convierten en
un alimento indispensable para la dieta del hombre. Este producto es
obtenido mediante la aplicacion de tratamiento térmico ligero a la leche cruda
y su posterior envasado; no obstante por las caracteristica de este producto,
lo convierten en el sitio ideal para la proliferacién de una gran variedad de
microorganismos tanto benéficos como patdgenos que pueden llegar a la
leche de diversas fuentes dado al origen de caracter animal y a las diversas
etapas por las que tiene que pasar posteriormente en su proceso de
produccion [4-5].

Por sus cualidades nutritivas, este es un alimento altamente perecedero, por
lo que es necesario que este sea producido en condiciones optimas de
higiene para que este pueda cumplir con los parametros microbiologicos y
fisicoquimicos establecidos por la normatividad establecida por los entes
gubernamentales [20-21].

Las caracteristicas microbiolégicas de la leche tienen gran relacion en la
calidad de los subproductos de diversas maneras. Algunos grupos
bacterianos presentes en la leche, pueden degradar sus componentes
alterando la calidad composicional y sensorial, asi como también tener
efectos negativos en los subproductos, principalmente relacionados a la vida
uatil y rendimiento, ademas de esto muchos de estos microorganismos son
patdgenos para el hombre y estan asociados a la leche o a sus subproductos

[1].

El proceso de pasteurizacion consiste en destruir, la totalidad de los
microorganismos patdgenos y casi la totalidad de los microorganismos no
patdégenos que pudiese estar presente en la leche, procurando alterar lo
menos posible su estructura fisica, su equilibrio quimico y vitaminas [3].

La carga microbiana del producto terminado esta determinada por la cantidad
y tipo de microorganismos que estén presentes en la leche cruda, efectividad
del proceso de pasteurizacion y por las medidas preventivas que se adopten
para que no ocurra recontaminaciéon del producto en las siguientes etapas de
produccion teniendo en cuenta factores como el agua para lavar los equipos,
métodos de desinfeccidén, material de empaque, componentes agregados al
producto, refrigeracion durante el proceso, almacenamiento, lugares y



ambiente de trabajo lo que incluye la higiene de los manipuladores y
operarios de la cadena de produccion [1-2-6].

Con la realizacion de este proyecto se buscé determinar el pefrfil
microbiolégico de la leche pasteurizada en todos los puntos de la cadena de
produccion de la misma, con la finalidad de llevar una trazabilidad de las
caracteristicas microbiolégicas del producto desde la materia prima hasta el
producto terminado; que puede ayudar a conocer la magnitud de la calidad
del proceso de pasteurizacion ademas de identificar los puntos criticos de
contaminacién de la leche pasteurizada teniendo en cuenta las diversas
fases del pasteurizador, ambiente en el area e insumos como vitamina y
empaque de la leche para de esta forma obtener un perfil global de la
mayoria de los componentes que interactlan en la cadena de produccién del
producto.



1. MARCO TEORICO

1.1 LECHE
1.1.1 Definicién

‘Es el producto de la secrecion mamaria normal de animales bovinos,
bufalinos y caprinos lecheros sanos, obtenida mediante uno o mas ordefios
completos, sin ningun tipo de adicion, destinada al consumo en forma de
leche liquida o a elaboracién posterior”.[7]

1.1.2 Clasificacion
La leche se clasifica de la siguiente forma:

e De acuerdo con su contenido de grasa:
o Entera
o Semidescremada
o Descremada
e De acuerdo con su proceso de fabricacion:
o Pasteurizada
Ultrapasteurizada
Ultra Alta Temperatura UAT (UHT) Leche Larga Vida
Esterilizada
En polvo
Deslactosada

© 0O O O O

1.2 LECHE PASTEURIZADA
1.2.1 Definicion

“Es el producto obtenido al someter la leche cruda, termizada o recombinada
a una adecuada relacion de temperatura y tiempo para destruir su flora
patégena y la casi totalidad de flora banal, sin alterar de manera esencial ni
su valor nutritivo ni sus caracteristicas fisicoquimicas y organolépticas. Las
condiciones minimas de pasteurizacibn son aquellas que tiene efectos
bactericidas equivalentes al calentamiento de cada particula a 72°C - 76°C
por 15 segundos (pasteurizacion de flujo continuo) o 61 °C a 63° C por 30
minutos (pasteurizacién discontinua) seguido de enfriamiento inmediato
hasta temperatura de refrigeracion”. [7]



1.2.2 Caracteristicas fisico quimicas de la leche pasteurizada

Tabla 1. Caracteristicas fisico quimicas de la leche pasteurizada entera

Parametro / unidad Leche Pasteurizada Entera
Grasa % m/v minimo 3.0
Extracto seco total % m/m minimo 11.30
Extracto seco desengrasado % 8.30
m/m minimo
Peroxidasa Positiva
Fosfatasa Negativa
Minimo Maximo
Densidad 15/15°C g/ml 1.0300 1.0330
Acidez expresado como acido 0.13 0.17
lactico %m/v
indice crioscopico °H -0.550 -0.530

Fuente: Decreto 616 del 28 de febrero del 2006.

1.2.3 Caracteristicas microbioldgicas de la leche pasteurizada

Tabla 2. Caracteristicas microbioldgicas de la leche pasteurizada

INDICES PERMISIBLES n m M C

Rto. Microorganismos mesofilos 3 40000 80000 1
ufc/ ml

Rto. Coliformes ufc/ml 3 <1 10 1

Rto. Coliformes fecales ufc/ml 3 <1 - 0

Fuente: Decreto 616 del 28 de febrero del 2006.

1.3 MICROBIOLOGIA DE LA LECHE

1.3.1 Generalidades

La leche debido a su compleja composicion bioquimica y por su alto
contenido de agua, es un buen sustrato para los microorganismos

saproéfitos y también para los patdgenos que la utilizan como sustrato
para su reproduccion.



Entre la flora bacteriana existente en la leche cruda, leche pasterizada, y
productos lacteos hay importantes diferencias. Intervienen muchas
variables, el tipo de bacterias y la contaminacion de productos
alimenticios, dependen de:

e Los microorganismos pueden producir cambios deseables en las
caracteristicas fisico quimicas de la leche durante la elaboracion de
diversos productos lacteos.

e Los productos lacteos y la leche pueden contaminarse con
microorganismos patégenos 0 sus toxinas y provocar enfermedad
en el consumidor.

e Los microorganismos pueden causar alteraciones de la leche y
productos lacteos afectando la calidad de sus subproductos.

Desde el punto de vista higiénico, los factores de proceso juegan un rol muy
importante porque actuan directamente sobre la microflora para que no se
puedan producir peligros desde el punto de vista sanitario.

El factor de proceso esencial en el campo de la leche/productos lacteos es la
temperatura (pasterizacion, ultra alta temperatura, esterilizacion), que elimina
las bacterias vegetativas (pasterizacion) como asi también la mayoria de los
esporos (ultra alta temperatura, esterilizacion). [8-10]

1.3.2 Clasificacion

No todos los microorganismos crecen a la misma temperatura. Segun la
temperatura Optima de crecimiento se pueden distinguir tres grupos: los
mesofilos, los psicrofilos y los termdfilos.

1.3.2.1 Bacterias meso6filas aerobias:

Pertenece la mayoria de la flora que se encuentra con mayor frecuencia en
la leche, principalmente las bacterias lacticas.

En leche pasteurizada, recuentos elevados de microorganismos mesofilos
aerobios, es indicador de deficiencias en el proceso de refrigeracion y
conservacion del producto después del tratamiento térmico.



1.3.2.2 Bacterias Termofilas:

Son aquellas que crecen bien a temperaturas entre 45 a 55 °C, en este grupo
estan el Lactobacillus bulgaricos, L. fermenti, L.Lactis, L. helveticus, L.
acidophilus y Strepctococcus termophilus.

1.3.2.3 Bacterias Psicroéfilas:

Son bacterias capaces de crecer a temperaturas de refrigeracion. Son
bacterias psicrofilas los miembros del género Pseudomonas, Flavobacterium,
Acinetobacter, Alcaligenes y Bacillus.

Otro grupo que merece ser descrito lo constituyen las Bacterias
Termoduaricas que son bacterias en su mayoria mesofilas que resisten
temperaturas de pasteurizacion; algunas de ellas son termofilas. Se
encuentran en este grupo los Micrococcus, Microbacterium, ademas de
esporas de Bacillus y Clostridium.

Los microorganismos psicrotrofos y los termotréfos, son microorganismos
mesofilos pero que igualmente pueden crecer a temperaturas bajas o altas,
respectivamente. La temperatura a la cual se encuentra la leche después del
ordefio favorece la rapida multiplicacion microbiana. La mayor proporcion de
la flora bacteriana presente, son microorganismos mesofilos, es por ello que
la inmediata refrigeracion a temperaturas de 4 a 5 °C se hace fundamental
para asegurar la calidad de la leche. Pero su almacenamiento no debe ser
prolongado (maximo 24 horas) ya que entonces se favoreceria el aumento
en numero de la flora psicrétrofa. Cuando la leche no vaya a ser procesada
el mismo dia de recepcidén debe ser sometida a un proceso de termizacion.
[10]

1.3.2.4 Bacterias lacticas

Son muy abundantes en la naturaleza y en los alimentos, se llaman asi
porque entre sus productos metabdlicos figura el acido lactico. Son tanto
bacilos como cocos, pero no tienen la propiedad de formar esporas. Son
anaerobias facultativas y son destruidas por el calor a temperatura de 72-
75°C durante 15 segundos. Entre las mas destacadas tenemos a



Streptococcus thermophilus y Lactobacillus bulgaricus, que se utilizan para la
elaboracion del yogur.

1.3.4 Bacterias coliformes

Pertenecen a la familia Enterobacteriaceae, son bacilos de pequefia longitud,
aerobios facultativos, que se encuentran presentes en el intestino, estiércol,
suelo, aguas fecales, plantas contaminadas, etc. Su temperatura 6ptima de
desarrollo es 37°C y transforman los azUcares en acido lactico, anhidrido
carbénico (CO?) e hidrégeno, desprendiendo olor y sabor desagradable. El
mas conocido de los microorganismos coliformes es la Escherichia coli y su
presencia es indicador de mala higiene.

En la leche pasteurizada, a diferencia de la leche cruda, la presencia de
bacterias coliformes es inaceptable, ya que las temperaturas de
pasteurizacion las destruye. Una prueba de coliformes positiva en productos
lacteos pasteurizados denota mala pasteurizacibn 6 contaminacion post-
pasteurizacion, por lo tanto debe rechazarse [21-22].

1.4 CALIDAD MICROBIOLOGICA DE LA LECHE CRUDA Y
PASTEURIZADA

La calidad higiénica de la leche cruda depende del estado sanitario y de la
limpieza de las vacas, del sistema de ordefio y de las condiciones del equipo
de ordefio. La contaminacion microbiana de la leche durante su obtencion en
la explotacion ganadera puede deberse a diferentes microorganismos tales
como Streptococcus lactis, coliformes, psicrotrofos Gram-negativos y
termoduricos. La leche también puede contener distintos patégenos como
Salmonella spp., Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, Yersinia
enterocolitica y Listeria monocytogenes.

En la leche pasteurizada, a diferencia de la leche cruda, la presencia de
bacterias coliformes es inaceptable, ya que las temperaturas de
pasteurizacion las destruye. El crecimiento de coliformes en productos
lacteos pasteurizados denota mala pasteurizacion o contaminacién post-
pasteurizacion. [9]



1.5 PERFIL MICROBIOLOGICO
1.5.1 Concepto

El perfil microbiol6gico hace parte de los indicadores del sistema HACCP
el cual brinda informacién acerca de la inocuidad de los productos, puesto
gue es la historia del recuento microbiologico del producto a lo largo del
proceso de produccion, derivado del plan de muestreo microbioldgico que
se realiza rutinariamente.

1.5.2 Usos

e Verificar desempefio del proceso
e Monitorear el desarrollo de proveedores
e Realizar analisis de peligros (evolucion del recuento microbiologico
de la leche en el proceso de pasteurizacion)
e Evaluar el recuento microbiologico de los elementos claves de todo
el sistema de produccion
o Materias primas
o Ingredientes, insumos
o Productos en proceso y terminados
o Operarios, ambientes, superficies

1.5.3 Pasos parala determinacion del perfil microbiologico

e |dentificar los puntos de muestreo

e Establecer los microorganismos indicadores y sus rangos de
aceptacion y rechazo

e Establecer las frecuencias de muestreo

e Establecer los criterios de calificacion segun las frecuencias

e Calificar los resultados segun los criterios establecidos

e Preparar las gréficas correspondientes



2. OBJETIVOS

2.1 GENERAL:

Determinar el perfil microbiolégico de la leche pasteurizada de la planta
procesadora Colanta Planeta Rica en los diferentes puntos de su linea de
produccion.

2.2 ESPECIFICOS:

e Realizar seguimiento al comportamiento microbiolégico del producto
en diferentes etapas, insumos, ambiente y manipuladores en la linea
de produccion.

e Identificar puntos criticos de contaminacion en el proceso de
pasteurizacion de la leche.

e Evaluar la eficacia del proceso de pasteurizacion teniendo en cuenta
la calidad microbiologica de la leche en los diferentes puntos del
pasteurizador.



3. MATERIALES Y METODOS

3.1 UBICACION DEL ESTUDIO

El estudio se desarrollé en el laboratorio de microbiologia perteneciente a la
Planta procesadora de la Cooperativa Colanta en el municipio de Planeta
Rica — Cordoba.

3.2 TIPO DE INVESTIGACION

El presente trabajo corresponde a una investigacion de tipo descriptivo,
prospectivo.

3.3POBLACION Y OBJETO DE ESTUDIO

La poblacion y objeto de estudio fue la leche pasteurizada a lo largo de toda
su linea de proceso, insumos (mezcla de vitamina y bolsa de empaque),
ambiente, superficies y manipuladores en el area de pasteurizacion y
envasado.

Se realizdé un estudio descriptivo en el cual se analizaron las siguientes
muestras: (Ver tabla 3)

Tabla 3. Cantidad de muestras analizadas

MUESTRA N° DE MUESTRAS ANALIZADAS
Leche en diferentes puntos de la 290
linea de proceso
Mezcla de vitamina A (Prem Vit Col 58
2003)
Polietileno 4
Ambiente en area de 195
pasteurizacion, envasadora y cava
Frotis manos de manipuladores 6
Frotis para Listeria en superficies 12
TOTAL 565

Fuente: Autor

10



3.4METODOLOGIA
3.4.1 LECHE PASTEURIZADA A TRAVES DE LA LINEA DE PROCESO
3.4.1.1 Muestreo

Para este estudio se tomaron muestras de leche a nivel de la linea de
procesamiento de la leche pasteurizada al inicio y al final de la produccién en
5 diferentes puntos (Ver tabla 4), siendo los dos primeros puntos
correspondientes a la leche antes del tratamiento térmico (silo y zona de
precalentamiento) y los tres ultimos puntos que corresponden a la leche
después del pasteurizador (leche a la salida del pasteurizador, silo 9 antes
de envasadora y producto empacado).

Tabla 4. Puntos de muestreo de leche en lalinea de proceso

PUNTO DE MUESTREO

P1 Silo de leche cruda

P2 Zona de precalentamiento (Leche
antes del pasteurizador)

P3 Leche después del pasteurizador

P4 Silo 9 (Leche antes de envasadora)

P5 Producto terminado (Bolsa)

Fuente: Autor

En cada uno de los puntos se recolectaron aproximadamente 50 ml de
muestra de leche del mismo lote de produccion en frascos plesco estériles.

Se tom6 una muestra al inicio y otra antes de finalizar el proceso de
pasteurizacion por lote de produccion en cada ocasion que hubo proceso, en
el transcurso de un mes, analizandose en total 29 lotes de produccion.

La toma de la muestra se realiz6 a través de las valvulas de los silos y
contenedores de la leche, realizando flameado de la valvula con ayuda de
mechero como método de descontaminacién y descartando la primera
porciébn de leche, las muestras fueron transportadas inmediatamente al
laboratorio en cavas refrigeradas.

Durante el muestreo en los diferentes puntos se considero la temperatura a
la cual estaba sometida la leche, ademas del tiempo aproximado de duracién
de la leche en cada punto.
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3.4.1.2 Método para determinacién de mesofilos aerobios

La determinacion de mesofilos aerobios en las diferentes muestras de leche
a lo largo de la linea de pasteurizacion se realizo segun la metodologia
estandarizada por la FDA (FDA/NCIMS 2400a) [18] donde se describe el
recuento estandar en placa de Mesdfilos aerobios en muestras de leche.

3.4.1.3 Método para determinacién de coliformes totales y fecales

Para la determinacion de coliformes totales y fecales se hizo segun el
método oficial AOAC 991.14 en la cual se utiliza placas Petrifim™ para
recuento de E.coli/Coliformes en muestras de leche [19].

3.4.2 MEZCLA DE VITAMINA A PREM VIT COL 2003
3.4.2.1 Muestreo

Se tomd muestra de insumos e ingredientes utilizados en el proceso como la
mezcla de vitamina A Prem Vit Col 2003 (ver anexo 1) adicionada al producto
antes de pasteurizarse, tomando una muestra al inicio y otra al final de cada
lote de produccién, para ello se tomé aproximadamente 50 ml de pre-mezcla
de vitamina a través de la valvula del tanque de vitamina con previa
desinfeccion de la valvula mediante flameado con mechero y descartando la
primera porcion de leche, la muestra fue transportada inmediatamente al
laboratorio en cava refrigerada.

3.4.2.2 Método para determinacién de mesofilos aerobios

La determinacion de mesoéfilos aerobios en las muestras de pre-mezcla de
vitamina se realizo segun la metodologia estandarizada por la FDA
(FDA/NCIMS 2400a) [18].

3.4.2.3 Método para determinacién de coliformes totales y fecales

Para la determinacion de coliformes totales y fecales se hizo segun el
método oficial AOAC 991.14 en la cual se utiliza placas Petriflm™ para
recuento de E.coli/Coliformes [19].
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3.4.3 EMPAQUE LECHE PASTEURIZADA (POLIETILENO)
3.4.3.1 Muestreo

El polietileno utilizado para empaque de la leche fue tomado con una
frecuencia de una vez por semana en el transcurso del proceso de un lote de
leche pasteurizada, para ello se tom6 una porcién aproximada de 20 cm de
longitud del polietileno utilizado como empaque, haciendo uso de tijeras
estériles y transportandolo al laboratorio de forma inmediata dentro de bolsa
de plastico estéril para su posterior analisis.

3.4.3.1 Métodos para determinacion de mesoéfilos aerobios, coliformes
totales, coliformes fecales y hongos

El polietileno utilizado como empaque, se analizé aplicando la técnica del
hisopo segun NTC 5230/2004 [15], el cual consiste en humedecer un hisopo
en agua peptonada al 0.1% vy realizar un frotis en un area aproximada de
10x10 cm del empaque, se introdujo nuevamente el hisopo en el tubo y se
homogeniz6 vigorosamente considerando éste como la muestra original, se
procedio a realizar siembra en profundidad con 1 ml de muestra en placas
estériles y agregando medio Plate Count para recuento de mesdofilos
aerobios, YGC para recuento de mohos y levaduras, y Chromocult®
Coliformes para recuento de coliformes totales y fecales. Una vez
solidificadas se incubaron a 35 + 2 °C por 48 horas la placa de Plate Count y
de Chromoculty a 25 + 2°C por 5 dias las placas de YGC. Pasado el tiempo
de incubacion se hizo recuento y reporte de colonias obtenidas en cada
placa.

3.4.4 AMBIENTES EN ZONA DE PROCESO

Las muestras del ambiente se realizaron semanalmente por el método de
sedimentaciéon en 3 puntos: area de pasteurizacion, envasadora y cava de
almacenamiento del producto terminado.

3.4.4.1 Método para determinacion de mesofilos aerobios y hongos en
ambiente de procesos

Para evaluar el ambiente se utilizd la técnica de sedimentacion pasiva, de
acuerdo al procedimiento descrito en la técnica IRAM 14071-1 [16], poniendo
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una placa de agar YGC y otra de Plate Count abiertas ubicadas en los
puntos a evaluar (Area de pasteurizacion, envasadora y cava de
almacenamiento de producto terminado) por un lapso de 5 minutos.

Posterior a esto se transportaron al laboratorio y se procedié a incubar a 35 +
2 °C por 48 horas la placa de Plate Count para recuento de mesdéfilos
aerobios y a 25 + 2°C por 5 dias las placas de YGC para aislamiento de
mohos y levaduras. Pasado el tiempo de incubacién se hizo recuento y
reporte de colonias obtenidas en cada placa.

3.4.5 SUPERFICIES DE ZONA DE PROCESOS

El analisis de superficies se hizo con una frecuencia semanal analizandose
los puntos que se encuentran en el programa de muestreo estipulado en el
Manual de Procesos del laboratorio de Microbiologia, donde se rotan
semanalmente los diferentes puntos de muestreo de superficies del area de
procesos.

3.4.5.1 Muestreo

Para tomar las muestras de superficies, se realiz6 de acuerdo al Método
Oficial AOAC-RI No. 030601 [17] en Placas Petriflm™ para Monitoreo de
Listeria en Ambientes, se procedié a realizar un frotis con hisopo
humedecido en 3 ml de agua de peptona buferada estéril BPW en un area de
25x25 cm frotando el hisopo en sentido horizontal, vertical y de forma
diagonal, una vez realizado el frotis se introdujo nuevamente el hisopo en el
tubo con agua de peptona buferada estéril BPW y fue transportado en cava
refrigerada hacia el laboratorio para su posterior procesamiento.

3.4.5.2 Método para determinacion de Listeria spp en superficies de
zona de procesos

Posterior a la toma de muestra en la superficie, se adicioné asépticamente a
la muestra 2 mL de agua de peptona buferada estérii BPW (caldo de
reparacion) y se dejo la muestra a temperatura ambiente por 1 hora hasta un
maximo de 1.5 horas. Este paso fue requerido para la reparacion de Listerias
dafnadas.

Una vez cumplido el paso de reparacion, se procedio a inocular la muestra
en Placa Petriflm™ para Monitoreo de Listeria en Ambientes, para esto se
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agregdé 3 mL de la muestra en el centro de la pelicula inferior de la placa, se
espero al menos 10 minutos para permitir que el gel se formara y se llevé a
incubacion durante 28 £ 2 horas a 35 + 1 °C.

Se realizé el reporte de forma cualitativa, contando y registrando los
resultados de la placa como presencia o0 ausencia con base en la deteccién
de colonias rojo-violeta intenso en la placa.

3.4.6 FROTIS EN MANOS DE MANIPULADORES
3.4.6.1 Muestreo

La toma de las muestras de manos de manipuladores se realiz6 con metodo
del hisopo descrita en la NTC 5230 [15], para ello se humedecio dos hisopos
estériles en 3 ml de caldo BHI y se procedio a realizar un frotis en ambas
manos, espacios interdigitales, dedos y uiias de los manipuladores del area
de envasado; una vez realizado el frotis se introdujo nuevamente el hisopo
en el tubo con caldo BHI y se llevo al laboratorio para su posterior analisis.

3.4.6.2 Método para determinacion de coliformes totales y fecales en
manos de manipuladores

Los tubos con caldo BHI e hisopos utilizados en el frotis se incubaron a 35
+/-2°C por un tiempo minimo de 6 horas y maximo 24 horas, posterior a esto
se procedid a sembrar masivamente con el hisopo en placas con agar
Chromocult® Coliformes y se incubd a una temperatura de 35+/-2°C por 24
horas.

Se hizo reporte cualitativo (presencia/ausencia) de acuerdo al crecimiento de
coliformes totales (colonias fucsias) y/o fecales (colonias moradas) en el
medio.

3.5 ANALISIS DE RESULTADOS

Los datos fueron analizados mediante estadistica descriptiva, ingresandose
los resultados en hojas de célculo de Microsoft® Excel 2010 vy
estableciéndose medias de los recuentos obtenidos con su respectivo valor
en escala logaritmica en cada parametro a evaluar para su posterior analisis.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 PERFIL MICROBIOLOGICO LECHE PASTEURIZADA A TRAVES DE
LA LINEA DE PROCESO

4.1.1 RECUENTO DE MESOFILOS AEROBIOS

En la tabla 6 y gréfico 1, se puede apreciar la media del recuento de
microorganismos mesofilos aerobios de los diversos puntos seleccionados
como objeto de estudio para evaluar el perfil microbiolégico del proceso de
pasteurizacion de la leche; éstos puntos fueron escogidos debido a que se
presentan cambios significativos de las caracteristicas microbiolGgicas
debido a procedimientos como, cambios de temperatura, centrifugacion para
el descremado de la leche, pasteurizacion y envasado, o en su defecto
puntos susceptibles a contaminacion post-proceso térmico.

Tabla 5. Media de ufc/ml y Log ufc/ml de meséfilos aerobios de los
diferentes puntos en la linea de produccion de leche pasteurizada

ETAPA DE MEDIA DE TEMPERATURA
PROCESO MESOFILOS LOG °C
AEROBIOS ufc/ml
P1: Silo (Leche
cruda) 5.082.759 6.70 4 +/-2
P2: Leche antes
del pasteurizador 370.397 5.56 60 +/-5
(Zonade
precalentamiento)
P3: Leche
después del 946 2.97 4 +/-2
pasteurizador
P4: Silo 9 (Leche
antes de 1676 3.22 4 +/-2
envasadora)
PS: Producto 1510 3.17 4+-2

terminado (Bolsa)

Fuente: Autor
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Grafico 1. Media de meséfilos aerobios através de lalinea de
produccion de leche pasteurizada en Planta procesadora Colanta-
Planeta Rica
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Fuente: Autor

Como es evidente en los resultados obtenidos, se presentd una clara
disminucién inicial (92.7%) de la carga microbiana presente en el punto 1
correspondiente al silo de leche cruda (siendo la mayoria mezcla de leche
proveniente de carro tanque y canecas) con respecto al punto 2 (Zona de
precalentamiento), las diferencias encontradas se pueden atribuir al aumento
de la temperatura a la que es sometida la leche la cual pasa de 4°C en el
silo de leche cruda hasta 60-65°C en la zona de precalentamiento, por lo
gue comienza a haber reduccion de gran parte de los microorganismos
mesofilos; otra razén puede ser el proceso de descremado mediante el
proceso de centrifugacion, ya que gran parte de la biota microbiolégica al ser
esta mas densa se transfiere mayoritariamente a la crema, reduciéndose
considerablemente la carga microbiana presente en la leche, proceso
conocido como bactofugacion.[11]

No obstante, se debe considerar que a pesar de que hubo una reduccion
considerable de microorganismos mesofilos, los recuentos obtenidos siguen
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siendo elevados, por lo que la leche en este punto aun no cumple con los
requisitos de calidad para envasarse.

Para los siguientes puntos P3, P4 y P5 (correspondiente a las zonas de
salida del pasteurizador, almacenamiento en silo y producto envasado
respectivamente) los resultados son claramente los esperados, debido a que
son puntos post-pasteurizacion, hubo una reduccion notable de
microorganismos mesdfilos (99.98%) generado por el proceso térmico al cual
es sometida la leche; esto demuestra la eficiencia del proceso de
pasteurizacion, el cual busca eliminar microorganismos patégenos y reducir
en gran medida la carga microbiana en general; de igual manera se hace
necesario resaltar el hecho de que no se presenten variaciones significativas
en los recuentos entre los tres puntos antes mencionados, lo que denota la
baja probabilidad de recontaminacion en el transporte de la leche de un
punto hacia otro y la correcta conservacion de la refrigeracion del producto
en proceso, no obstante es normal que se presente un incremento pues la
pasteurizacion es un proceso que elimina la mayoria de los microorganismos
entre un 90-99% [3], mas no su totalidad por lo que la carga microbiologica
sobreviviente, a cierta temperatura inicia un proceso de reproduccion, de
manera que es normal que se haya presentado un aumento de forma
paulatina en los recuentos de mesofilos, en el punto 4 correspondiente al silo
de almacenamiento de la leche pasteurizada y en el producto terminado, con
respecto a la leche recién salida del pasteurizador; de alli que sea importante
gue se mantenga la leche a bajas temperaturas después de haber sido
sometida a pasteurizacion.

4.1.2 COLIFORMES TOTALES

Se puede observar en la tabla 7 y en el grafico 2 el promedio del recuento de
coliformes totales presentados en los diferentes puntos del proceso, donde
podemos notar que hubo un comportamiento similar al recuento de mesdéfilos
aerobios, puesto que se pudo encontrar una disminuciéon de relevancia
(96.7%) entre el punto 1 (leche cruda) y el punto 2 (leche zona de
precalentamiento), lo que se puede atribuir al aumento de temperatura que
hay en la zona de pre-calentamiento (65 +/-5°C) y al posterior proceso de
descremado al cual es sometida la leche, por lo que se presenta una
reduccion inicial de la carga de coliformes totales presentes.
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Tabla 6. Media de coliformes totales a través de la linea de produccion
de leche pasteurizada en Planta procesadora Colanta-Planeta Rica

MEDIA DE

E;AOIEAI\Egg COLIFORMES LOG TEMPEOF\C):ATURA
TOTALES ufc/ml
P1: Silo (Leche
cruda) 47.138 4.67 4 +/-2

P2: Leche antes
del pasteurizador
(Zona de
precalentamiento)
P3: Leche

después del <1 - 4 +/-2
pasteurizador
P4: Silo 9 (Leche
antes de <1 - 4 +/-2
envasadora)
P5: Producto
terminado (Bolsa)

1.537 3.18 60 +/-5

<1 - 4 +/-2

Fuente: Autor

En el punto 3 correspondiente a la leche inmediatamente después del
pasteurizador, se presentd una reduccion total (99.9%) de el recuento de
coliformes totales con respecto al punto 2, situacién dada por el tratamiento
térmico utilizado, el cual tiene como finalidad reducir en su totalidad la flora
patdgena existente en la leche, de manera que la ausencia de coliformes
totales en la leche después de haber sido pasteurizada se utiliza como
indicador de la eficiencia del proceso.

Con respecto a los siguientes puntos post-tratamiento térmico como el silo 9
antes de la envasadora y al producto terminado, se pudo evidenciar que no
hubo cambio en los recuentos, lo que representa la ausencia de puntos de
recontaminacion en la linea de transporte de la leche hacia el silo 9y en el
proceso de envasado de la misma; dado que las bacterias coliformes al
haber sido eliminadas completamente en el proceso de pasteurizacién no
deberian encontrarse posteriormente a excepcibn de que ocurra
recontaminacién en los diferentes puntos post-pasteurizacion.

Estos resultados representan un buen indicador de los procesos de limpieza
y desinfeccién aplicados al pasteurizador y al area de procesos, asi mismo se
debe tener en cuenta la calidad microbiolégica del ambiente y envases
utilizados para empacar la leche, porque serian otras fuentes de
recontaminacion a considerar.
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Grafico 2. Media de coliformes totales en leche pasteurizada a través de
la linea de produccion en Planta procesadora Colanta-Planeta Rica
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Fuente: Autor

4.1.3 COLIFORMES FECALES

El comportamiento de los recuentos de E.coli a lo largo del proceso, como se
pueden observar en la tabla 8 y el grafico 3, presentd la misma tendencia de
reduccion que los microorganismos mesofilos aerobios y coliformes totales.

Tabla 7. Media de coliformes fecales en leche pasteurizada a través de
la linea de produccién en Planta procesadora Colanta-Planeta Rica

MEDIA
COLIFORMES TEMPERATURA
ETAPA DE PROCESO =~ oo o e LOG o
ufc/ml
P1: Silo (Leche 1.727 3.23 4 +]-2

cruda)
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P2: Leche antes del
pasteurizador (Zona

de 348 2.54 60 +/-5
precalentamiento)
P3: Leche despues <1 i 4 +/- 2
del pasteurizador
P4: Silo 9 (Leche
antes de <1 - 4 +[-2
envasadora)
P5: Producto <1 4 +/-2

terminado (Bolsa)

Fuente: Autor

Se presentd una alta disminuciéon (79.8%) de la carga de E. coli desde el
sometimiento de la leche cruda a la zona de precalentamiento, y una
reduccion total (99.9%) despues del proceso de pasteurizacion.

A través de los puntos subsiguientes al proceso térmico se mantuvo la
ausencia de E. coli.

Grafico 3. Media de coliformes fecales en leche pasteurizada a través de
la linea de produccién en Planta procesadora Colanta-Planeta Rica
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Fuente: Autor
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De manera general, en todos los puntos analizados en la linea de proceso se
obtuvieron los resultados esperados en relacion a los indicadores
microbiologicos utilizados, dado que se logré demostrar la eficacia del
proceso térmico de la leche al reducir en gran parte la flora banal, y en su
totalidad bacterias coliformes totales y E. coli; que no se encuentren dichos
microorganismos en los puntos despues del pasteurizador es un importante
indicador de la ausencia de posibles fuentes de recontaminacion de la leche
por malas practicas de higiene y manipulacion post-proceso ya sea en la fase
de almacenamiento de la leche despues del proceso de pasteurizacion o en
Su posterior envasado.

4.2 PRE-MEZCLA DE VITAMINA A (PREM VIT COL 2003)

Se hizo necesario conocer la carga microbiologica de la mezcla de vitamina
agregada a la leche antes de pasar por el pasteurizador, puesto que esta a
pesar de ser un insumo estéril, de una forma u otra puede aportar una
porcién de microorganismos a la leche debido a la utilizacién de agua para
Su reconstitucion.

En la tabla 11 y grafico 5 se presentan la media de recuentos de mesofilos,
coliformes totales y fecales obtenidos a lo largo de los ensayos; se puede
notar que hay una carga representativa de mesofilos y coliformes totales los
cuales pueden tener como fuente el agua utilizada para realizar la mezcla.

No obstante, a pesar de que se obtuvieron recuentos de coliformes totales,
esto no afectd en gran medida la calidad microbioldgica de la leche, debido al
posterior proceso térmico aplicado a la leche, lo que se representd en la
ausencia de coliformes totales en la leche después del proceso de
pasteurizacion.

Tabla 8. Media del recuento microbiolégico de pre mezcla de vitamina A
en Planta procesadora Colanta-Planeta Rica

VITAMINA A (Prem Vit Col 2003)

RTO. COL:?;)%MES RTO. COLIFORMES
Lote Vitamina MESOFILOS FECALES
TOTALES
Ufc/ml Ufc/ml
Ufc/ml
C0O00705104 9.718 40 <1

Fuente: Autor
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Gréafico 4. Media de meséfilos aerobios, coliformes totales y fecales en pre
mezcla de vitamina A
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4. 3EMPAQUE DE LECHE PASTEURIZADA (POLIETILENO)

La calidad microbiologica del empaque del producto terminado se considera
un factor fundamental para la calidad e inocuidad del mismo [14], de alli que
se haya considerado analizar microbiolégicamente el polietileno utilizado
como empaque de leche pasteurizada, puesto que al ser el proceso de
envasado la fase terminal del proceso se considera un punto critico en el

cual puede ocurrir contaminacion del producto por malas practicas
higiénicas.

En la tabla 12, se evidencian los resultados obtenidos en los diferentes lotes
de empaques analizados, presentandose conformidad en todos los
parametros microbiolégicos estudiados, lo que indica la ausencia de riesgo

de contaminacién por parte del polietilieno para empacar la leche
pasteurizada.
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Tabla 9. Resultado analisis microbiolégico empaque de leche
pasteurizada en Planta procesadora Colanta-Planeta Rica

RTO.

LOTE RTO. COLIFORMES RTO.'E. RTO. MOHOS Y
EMPAQUE MESOFILZOS TOTALES coli , LEVADURZAS
ufc/cm > ufc/cm ufc/cm
ufc/cm

003 <1 <1 <1 <1
633959 <1 <1 <1 <1
644130 <1l <1 <1 <1

016 <1 <1 <1 <1

025 <1 <1 <1 <1

Fuente: Autor

4.4AMBIENTE EN AREA DE PASTEURIZACION

El medio ambiente juega un papel muy importante en cuanto a factores de
contaminacion, dado que el estado en el que este se encuentre en el
momento del procesamiento del producto esta relacionado directamente con
la calidad microbiologica del producto sobretodo cuando esta en su etapa
final, puesto que si el ambiente no es optimo puede aportar gran variedad de
microorganismos como bacterias mesofilas, psicotréfas, mohos, levaduras,
etc. que pueden afectar en gran medida la vida util del producto [12], por tal
razon es uno de los parametros mayormente evaluados en las plantas de
procesamiento de alimentos.

En la tabla 8 se encuentran reflejados los recuentos de mesofilos, mohos y
levaduras de los analisis del ambiente de diferentes fechas, realizados en
tres areas diferentes relacionadas con la linea de proceso de leche
pasteurizada: Envasadora, zona de pasteurizacion y cava.

Se puede destacar, que para los tres parametros microbiologicos analizados
(mesofilos, mohos y levaduras) en las diversas areas, se presentaron
recuentos dentro de los valores normales en la totalidad de muestreos
realizados.

Por otro lado, de acuerdo a los resultados obtenidos se pudo evidenciar que
el tipo de microorganismo que en promedio general presentd recuentos en
mayor proporcién con respecto a los demas fue el de mesdéfilos aerobios,
seguido por los mohos y en ultimo lugar las levaduras.
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Tabla 10. Recuento de meésofilos aerobios, mohos y levaduras de
ambiente en area de pasteurizacion en Planta procesadora Colanta-
Planeta Rica

RTO.

RTO. RTO.
FECHA DE PUNTO DE . MOHOS
MESOFILOS . LEVADURA ESTADO
MUESTREO MUESTREO ufe/5min ufc:15m| S ufc/smin
05-abr-16 Envasadora 9 2 0 conforme
Zona past. 1 5 0 conforme
Cava 14 1 0 conforme
14-abr-16 Envasadora 17 4 1 conforme
Zona past. 3 4 0 conforme
Cava 8 0 1 conforme
21-abr-16 Envasadora 2 7 0 conforme
Zona past. 6 2 0 conforme
Cava 4 1 0 conforme
27-abr-16 Envasadora 7 6 1 conforme
Zona past. 9 9 1 conforme
Cava 0 3 1 conforme
05-may-16 Envasadora 14 18 0 conforme
Zona past. 8 7 0 conforme
Cava 9 1 5 conforme
12-may-16 Envasadora 2 1 0 conforme
Zona past. 2 3 1 conforme
Cava 3 3 0 conforme
PROMEDIO 7 4 1

Fuente: Autor

Como se refleja en la grafica 4, los recuentos varian de un area a otra, ya
gue el area de pasteurizacion el cual presentd mayores recuentos de
microorganismos, se dié un predominio del grupo de mesdéfilos aerobios con
respecto al otro grupo de microorganismos estudiados, de igual forma en la
cava se observa la misma tendencia. No obstante, en el area de envasado
se obtienen valores similares en los recuentos tanto de mohos como de
mesofilos.
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Grafico 5. Media de mésofilos, mohos y levaduras en las diferentes
areas de pasteurizacion en Planta procesadora Colanta-Planeta Rica

MEDIA DE MESOFILOS, MOHOS Y LEVADURAS EN LAS
DIFERENTES AREAS DE PASTEURIZACION

B RTO. MESOFILOS ufc  ® RTO. MOHOS ufc RTO. LEVADURAS  ufc

ENV

Fuente: Autor

A pesar de que se haya obtenido crecimiento de microorganismos en las
diversas zonas, estas se encuentran dentro del rango aceptable, por lo que
no representarian una posible fuente de contaminacién de mayor impacto en
el producto, debido a que la linea de pasteurizacion y envasado es cerraday
no se mantiene la leche expuesta directamente al ambiente.

4. 5MANIPULADORES Y OPERARIOS DEL AREA DE PASTEURIZACION
Y ENVASADO

Los manipuladores y operarios en el area de proceso de leche pasteurizada
representan una fuente de contaminacion de relevancia si no se siguen unas
buenas préacticas de higiene y manipulacion adecuadas; de alli que se realice
seguimiento constante al tipo de carga microbiana que puedan presentar
estos.

En la tabla 9, se expresan los resultados de los frotis para identificacion de
coliformes totales y fecales realizados en diferentes fechas al manipulador
del polietileno utilizado como empaque de la leche.

Se pudo evidenciar que de 6 muestreos realizados, en 3 ocasiones se dio
presencia de coliformes totales; sin embargo, a pesar de que la presencia de
coliformes totales no se considera una no conformidad, deberia tenerse mas

26



en cuenta, por ser el proceso de envasado una etapa critica al ser este el
punto final del producto.

Tabla 11. Resultados de frotis a manipuladores del polietileno en el area
de envasado de leche pasteurizada en Planta procesadora Colanta-

Planeta Rica

FECHA DE COLIFORMES COLIFORMES
MUESTREO MANIPULADOR TOTALES FECALES ESTADO
05-abr-16 A Presencia Ausencia Conforme
14-abr-16 B Presencia Ausencia Conforme
21-abr-16 C Presencia Ausencia Conforme
27-abr-16 B Ausencia Ausencia Conforme
05-may-16 B Ausencia Ausencia Conforme
12-may-16 C Ausencia Ausencia Conforme

Fuente: Autor

4.6FROTIS PARA DETECCION DE LISTERIA EN EQUIPOS Y
SUPERFICIES

La deteccion de Listeria spp es utilizada como indicador de eficacia de
limpieza y desinfeccion de superficies y equipos, dada al amplio rango de
temperaturas al cual es capaz de crecer este tipo de microorganismos
(especialmente a bajas temperaturas); de alli que su uso como indicador de
puntos criticos sea de importancia, puesto que su hallazgo servira para
establecer medidas de control que conlleven a la obtencion de productos
inocuos.[13]

Como se puede ver en la tabla 10, de los muestreos realizados en diferentes
fechas, se obtuvo aislamiento de Listeria spp. en una canasta de la
envasadora, las cuales son utilizadas para transportar el producto final y han
pasado previamente por un proceso de limpieza y desinfeccion, por lo que la
presencia de este microorganismo es indicio de una inadecuada limpieza.

Sin embargo, se debe resaltar que los demas puntos muestreados en el area
de pasteurizacion y envasado se presentaron conformes a lo largo del
ensayo.

Se debe revisar de formas mas detallada la eficiencia del proceso de
desinfeccion de las canastas, puesto que ya se venia detectando la
presencia de Listeria spp. en las mismas.
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Tabla 12. Resultados frotis en superficie del area de pasteurizaciéon para
determinacion de Listeria spp en Planta procesadora Colanta-Planeta

Rica
FECHA DE AREA DE PUNTO DE III_\Il\s/tEeSrECSBQF?I(E)rI?I ESTADO
MUESTREO MUESTREO MUESTREO o5 cm? '
Pasteurizacion Sifén Ausencia Conforme
05-abr-16 )
Envasadora Botas Ausencia Conforme
Pasteurizacion Canaleta Ausencia Conforme
. No
14-abr-16 Envasadora Canasta Presencia conforme
Envasadora Canaleta Ausencia Conforme
Pasteurizacion Piso Ausencia Conforme
21-abr-16 Envasadora Piso Ausencia Conforme
Envasadora Canasta Ausencia Conforme
Envasadora Botas Ausencia Conforme
Pasteurizaciéon Botas Ausencia Conforme
07.abr-16 L asteurizacion Pared Ausencia Conforme
Envasadora Pared Ausencia Conforme
Envasadora Canasta Ausencia Conforme
Pasteurizaciéon Sifén Ausencia Conforme
05-may-16 Envasadora Botas Ausencia Conforme
Envasadora Canasta Ausencia Conforme
Pasteurizaciéon Canaleta Ausencia Conforme
12-may-16 Envasadora Canasta Ausencia Conforme
Envasadora Canaleta Ausencia Conforme

Fuente: Autor

De manera general, analizando los diversos actores de la linea de
pasteurizacion de la leche se quiso conocer de una forma mas global las
posibles fuentes de contaminacion del producto por la carga microbiolégica
gue podian aportar a este, obteniéndose resultados dentro de los valores de
aceptacion, no obstante estos puntos continlan siendo potenciales causas
de deterioro de la leche, por lo que se deben monitorear continuamente.
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5. CONCLUSIONES

Se verifico efectividad del proceso de pasteurizacion, ya que se
presentd reduccion de un 99% para mesofilos y en su totalidad para
coliformes totales y fecales presentes en la leche antes del proceso
térmico.

Recuentos normales de mesofilos aerobios en los puntos post-
pasteurizacion y en el producto terminado refleja eficiencia en la
conservacion y refrigeracion de la leche.

La ausencia de coliformes totales y fecales en los puntos post-proceso
térmico demuestran la ausencia de factores de recontaminacién en la
linea del pasteurizador.

En la evaluacion de ambiente, se arrojaron valores aceptables para el
recuento de mesofilos, mohos y levaduras en el ambiente de las
diferentes zonas del area de pasteurizacion, lo que indicaria
conformidad de la calidad microbiol6gica del ambiente.

En el analisis a manipuladores se detecto la presencia de coliformes
totales en manos de algunos manipuladores, lo que si bien no se
considera una no conformidad, deberia tenerse en cuenta como una
posible fuente de contaminacion.

Se evidencio la presencia de Listeria spp. en canasta del area de
envasado de la leche, lo que puede indicar fallas en el proceso de
lavado y desinfeccion de las mismas.

Se obtuvieron recuentos considerables en la mezcla de vitamina A, a
pesar de que podria aportar una carga microbiana a la leche, esta se
logra reducir en gran proporcion con el posterior proceso de
pasteurizacion

Se present6 total conformidad en la calidad microbiologica del
empague de la leche pasteurizada.
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6. RECOMENDACIONES

Realizar evaluacion del proceso de lavado y desinfeccion de canastas
utilizadas para almacenar el producto terminado.

Hacer seguimiento continuo a manipuladores, con miras a disminuir la
presencia de coliformes totales en manos de los mismos.

Vigilar la calidad microbioldgica del agua utilizada para realizar la pre
mezcla de vitamina A.
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